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degradation protein 1

HRI : Heme regulated Inhibitor

HSP : Heat Shock protein

IFN : interferon

IKK : Inhibitor of nuclear factor kappa-
B kinase

IL : interleukine

IP : inhibiteur du protéasome

IP3R : inositol 1,4,5-triphosphate
receptor

IRE1 : Inositol-Requiring Enzyme 1
IRES : Internal Ribosome Entry site
ISRIB : Integrated Stress Response
Inhibitor

JAK : Janus kinase

JNK : JUN N terminal Kinase
KDEL : Lysine — Acide Aspartique —
Acide glutamique - Leucine

Keapl : Kelch-like ECH-associated
protein 1

KO : knock-out

LAMP3 : Lysosomal associated
membrane protein 3

LH : hormone lutéinisante

LOX-L2 : Lysyl oxidase-like 2

Maf : MusculoAponeurotic
Fibrosarcoma proteins

MAP : Microtubule-associated protein
MAPK : Mitogen-activated protein
kinase

MEC : Matrice extracellulaire

MEK : Mitogen-activated protein
kinase kinase

MCL1 : Induced myeloid leukemia cell
differentiation protein Mcl-1

mLST8 : Mammalian lethal with
SEC13 protein 8

MM : myélome multiple

MMP13 : matrix metalloproteinase 13
MRP1 : Multidrug resistance Related
Protein 1

MTORC1 : mammalian Target of
Rapamycin complexe 1

MTP : Microsomal Triglyceride
Transfer Protein

NBD : Nucleotide Binding Domain
NF-Y : Nuclear Transcription Factor Y
Nrf2 : Nuclear Factor (erythroid-
derived 2)-like 2

NBR1 : Next to BRCAL gene 1 protein
NFkB : Nuclear factor NF-kappa-B
NLRP3 : NACHT, LRR and PYD
domains-containing protein 3

NQOL1 : NADPH Quinone
Oxydoreductase 1

NRGL1 : Neuregulin-1

NGF : nerve growth factor

0S-9 : protéine osteosarcome 9
p58'7¢ : Protein kinase inhibitor of 58
kDa

PARP : poly(ADP-ribose) polymérase
PDGFR : Platelet-derived growth factor
receptor

PD-1 : Programmed cell death 1

PDI : Protein Disulfide Isomerase
PDK-1 : Phosphoinositide-dependent
protein kinase-1

PE : phosphatidylethanolamine
PERK : Protein Kinase RNA-like ER
kinase

P-gp : P-glycoprotein

PI3K : Phosphatidyl Inositol 3 kinase
PKC : protein kinase C

PKR : Protein kinase RNA-activated
PLCy : phospholipase C y

PP1c : Protein phosphatase 1 Cofactor
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PPAR-y : Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma

pRASA40 : Proline-rich AKT1 substrate
1

PTEN : Phosphatase and tensin
homolog deleted from chromosome 10
RAMP4 : Ribosome-attached
membrane protein 4

RANKL : receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand

RE : réticulum endoplasmique

RIDD : Regulated IRE1-dependent
Decay

RIP : Regulated Intramembrane
proteolysis

RNAse : ribonucléase

ROS : Reactive Oxygen Species
RRN3 : RNA polymerase I-specific
transcription initiation factor

RTCB : tRNA-splicing ligase RtcB
homolog

S1P/S2P : Site 1/2 protease

SCCAL : Squamous Cell carcinoma
antigen 1

Sec61 : Protein transport protein
SEC61

SERCA : sarco/endoplasmic reticulum
Ca2+ ATPase

SPARC : Secreted protein acidic and
rich in cysteine

SREBP : sterol regulatory element-
binding protein

TGFB : Transforming growth factor
beta

TNF : Tumor Necrosis Factor

TRAF2 : TNF receptor-associated
factor 2

TRB3 : Tribbles 3

TSC : Tuberous Sclerosis Complex
TXNIP : Thioredoxin-interacting protein
UGT : UDP-glucuronosyltransferases
ULK1 : Unc-51-like kinase 1

UORF : upstream Open Reading
Frame

UPR : Unfolded protein response
UPRE : UPR Element

USP14 : Ubiquitin Specific Protease 14
UTR : untranslated transcribed region
VCAML : vascular cell adhesion
protein 1

VCIP : VEGF & type | Collagen
Inducible Protein

VEGF : Vascular Endothelial Growth
Factor

XBP1s/u : X Box binding Protein
spliced/unspliced

XIAP : X-linked inhibitors of apoptosis
XTP3-B : XTP3-transactivated gene B
protein
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Résumeé

L’Unfolded Protein Response (UPR) est un processus complexe provoqué par
'accumulation de protéines mal-conformées et dont le principal objectif est le
rétablissement de I'homéostasie protéique. Plusieurs mécanismes adaptatifs sont
ainsi induits comme la limitation de la charge protéique au réticulum endoplasmique,
'augmentation des capacités de repliements des protéines, ou encore I'induction de
molécules effectrices impliquées dans le contrdle qualité et dans la dégradation des
protéines. L'UPR assure donc la survie cellulaire, lorsque I’homéostasie protéique
est rétablie, mais peut aussi induire la mort cellulaire lorsque le stress protéique
dépasse ses capacités adaptatives. Ainsi, de par sa dualité d’action sur le destin
cellulaire, 'UPR est donc un mécanisme intéressant a étudier mais aussi a moduler
dans une perspective thérapeutique. En particulier, les cellules cancéreuses
sollicitent particulierement la voie UPR pour survivre, de par leurs conditions
intrinseques de croissance rapide, mais aussi de par leur environnement tumoral qui
provoquent 'accumulation de protéines mal-conformées. Les cellules cancéreuses
sont dites dépendantes de 'UPR qui est ainsi associé au développement tumoral
(angiogenese, adaptation a I'hypoxie, métastase, résistances aux traitements etc.).
La modulation de I'UPR par de petites molécules chimiques, seules ou en
combinaison, provoque ainsi une toxicité vis-a-vis des cellules cancéreuses, ce qui
en fait un potentiel thérapeutique intéressant dans cette pathologie ou le besoin
thérapeutique est insatisfait. Cette modulation peut cibler, soit directement des
effecteurs de la voie UPR, soit ses senseurs en induisant un stress réticulaire dans le
but de perturber cette homéostasie. Enfin, les recherches concernant I'étude et la
caractérisation des effets de cette voie de signalisation continuent, notamment du fait
de la complexité des effets de cette voie dans les différents modéles d’études au
sein de la cellule prise isolément ou de I'organisme entier. Aussi, le développement
de molécules modulatrices de cette voie est en plein essor et prend en compte tous
les challenges associés a ce développement, c'est-a-dire la caractérisation et
I'optimisation de toutes ses propriétés pour obtenir le meilleur compromis, le potentiel

médicament.
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Introduction

Le réticulum endoplasmique (RE) est le principal compartiment subcellulaire
impligué dans la synthése, le repliement, la maturation et la sécrétion des protéines,
dans les cellules eucaryotes. Il faut noter par exemple, qu'un hépatocyte synthétise
en moyenne 13 millions de protéines par minutes. Le RE est le site d’exécution et de
régulation de plusieurs modifications post-traductionnelles, et est ainsi impliqué dans
le contrdle qualité des protéines synthétisées, ou seules celles correctement
conformées pourront étre excrétées. Ainsi, les protéines mal-repliées sont retenues
au sein du RE et sont ensuite dégradées par une voie de dégradation associée au
RE appelée ERAD (ER-associated degradation) via le protéasome et/ou
'autophagosome, afin de prévenir la génération de protéines non fonctionnelles et
potentiellement toxiques pour l'organisme. Le RE possede d’autres fonctions
physiologiques comme la régulation de I'homéostasie du calcium intracellulaire ou
encore la biosynthese des lipides.

Différents facteurs intrinseques (augmentation de la production protéique,
défauts dans le bon repliement protéique, défaut de ’homéostasie lipidique...) et
extrinseques (hypoxie, acidose, privation ou excés de certains nutriment, infections
...) peuvent perturber sa fonction, provoquant un stress par I'accumulation de
protéines mal-repliées au sein du RE. Cette accumulation de protéines mal-
conformées entraine I'activation de la voie de signalisation, tres conservée entre les
especes, appelée Unfolded Protein Response (UPR). Cela déclenche alors une série
de mécanismes adaptatifs, nécessaires pour rétablir ’lhoméostasie protéique au sein
du RE. Cependant, lorsque le stress perdure ou lorsque lintensité devient trop
importante, cette voie UPR induit une réponse apoptotique, protégeant ainsi
'organisme des cellules présentant des protéines potentiellement toxiques (Figure
1).

Du fait de sa dualité d’action sur le destin cellulaire, la voie UPR est ainsi
décrite comme impliquée dans de multiples pathologies comme le cancer, les
maladies neurodégénératives, le diabete ou encore les maladies inflammatoires. Un
premier exemple, dans une maladie génétique, une forme de rétinite pigmentaire ou
la protéine rhodopsine mal-conformée, non fonctionnelle, est produite en grande
guantité pendant le développement rétinal. Cela active ainsi 'UPR par son
accumulation, induisant la mort des cellules de la rétine et conduisant alors a la

cécité des patients (1-3). Un deuxiéme exemple, dans le cas du diabéte de type II,
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'UPR serait impligué dans le développement de la pathologie mais aussi dans la
mort des cellules B pancréatiques, soumises a un stress réticulaire trop intense du
fait de la demande, trop importante, de production d’insuline (4,5). Aussi, il a été
montré que 'UPR jouait un rble dans les infections virales comme l'infection par les
virus de I'hépatite B et C. En effet, cette réponse UPR est utilisée par ces virus pour
leurs réplications (6,7). Enfin, un dernier exemple, 'UPR est impliqué dans la survie
des cellules cancéreuses, par I'homéostasie protéique générée face aux stress
induits par leur croissance rapide, ainsi que par I'environnement tumoral (8,9). Il y a
donc un intérét biomédical grandissant, a investiguer cette voie UPR mais aussi a
développer de nouveaux agents pharmacologiques.

Ainsi, dans cette thése d’exercice, apres avoir développé les fonctions
physiologiques de I'UPR, je me focaliserai sur limplication de cette voie de
signalisation dans les conditions physiopathologiques du cancer, ou cibler la voie
UPR par des petites molécules, constitue une nouvelle approche thérapeutique

anticancéreuse prometteuse.
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Figure 1 : Différents stress extrinseques (hypoxie, privation en nutriment, acidose) ou intrinséques (augmentation
de la production de protéines, défauts dans le bon repliement des protéines, perturbation lipidique) peuvent
provoquer un excées de protéines mal-conformées. Cela engendre la réponse UPR par ses différents senseurs
(IRE1a, PERK et ATF6) a l'origine d’une réponse qui pourra permettre le retour de 'homéostasie protéique ou au
contraire entrainer la mort de la cellule.
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Partie | - L’Unfolded Protein Response : voie de signalisation et

fonctions physiologiques
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I.1. Description de la voie de signalisation de PUPR

[.1.1. Activation de laréponse aux protéines mal-conformées

On distingue 3 protéines transmembranaires senseurs du stress réticulaire
dans les cellules de mammiféres : IRE1a (Inositol-Requiring Enzyme 1 a), PERK
(Protein Kinase RNA-like ER kinase) et ATF6 (Activating Transcription Factor 6).
Chaque protéine, a I'état basal, forme un complexe stable avec la protéine chaperon
GRP78 (Glucose-regulated protein 78) aussi appelée BiP (Binding Immunoglobulin
Protein) de la famille des HSP70 (Heat Shock protein) (10). GRP78, situé au sein de
la lumiere du RE via un motif de rétention KDEL, utilise 'ATP pour aider au bon
repliement des protéines qu’il reconnait par I'exposition des surfaces hydrophobes.
La dissociation de GRP78 de ces protéines senseurs pour lier les protéines mal-
conformées s’accumulant au sein du RE lors d’un stress, opére comme le signal

activateur de la voie UPR (11).

.1.1.1. Activation de la voie UPR dépendante de GRP78

Il faut cependant noter que l'interaction entre GRP78 et les 3 senseurs peut
étre régulée par plusieurs protéines. En effet, il a été décrit que la cyclophiline B,
une protéine chaperon, interagissait avec GRP78, pouvant ainsi stabiliser la liaison
de GRP78 aux senseurs, diminuant le stress et la mort cellulaire (12). Un autre
exemple, Cab45S (Ca2+-binding protein of 45 kDa, isoform S), stabilise I'interaction
de GRP78 a IRE1, par la liaison de son domaine C terminale au NBD (Nucleotide
Binding Domain) de GRP78, régulant ainsi la voie IRE1 pour la réduction de
I'apoptose (13).

Aussi, linteraction de GRP78 aux 3 senseurs peut étre régulée par des
modifications post traductionnelles, comme I'ADP ribosylation ou encore ’AMPylation
de GRP78. Cette mono-ribosylation est une modification post traductionnelle
réversible, observée en réponse a un stress nutritionnel. Cela entraine I'activation de
la voie UPR, diminuant ainsi la synthése et le flux protéique au sein du RE pour
rétablir ’'homéostasie. Cependant, GRP78 ribosylée ne se lierait plus aux protéines
mal-conformées. Il a été démontré que cette ribosylation peut étre réalisée par une
ADP-ribosyl Transferase (ARTC1) (14). Cependant, I'’AMPylation serait la
modification post traductionnelle la plus fréquente de GRP78 permettant la formation

d’un pool inactif de GRP78, tout comme I'oligomérisation. Cette modification rapide
Page 18 sur 136



et réversible, serait notamment exercée aprés le retour de ’homéostasie suite a un

stress prolongé, du fait de la longue demi-vie de la protéine GRP78 (15).

.1.1.2. Activation de la voie UPR indépendamment de GRP78

Il a été démontré que la voie de signalisation UPR pouvait étre activée dans
des conditions physiologiques, en l'absence de la dissociation de GRP78 aux
différents senseurs.

En effet, le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le facteur de
croissance de I'’endothélium vasculaire peut activer les voies ATF6, IRE1a et PERK
indépendamment de leurs dissociations a GRP78, via [lactivation de la
phospholipase C y (PLCy) et du complexe mTORC1 (mammalian Target of
Rapamycin complexe 1), permettant ainsi la survie des cellules endothéliales et le
développement de I'angiogénese (16,17).

Aussi, il semblerait que les senseurs de 'UPR, IRE1 et PERK puissent
interagir directement avec les protéines mal-conformées, favorisant leurs activations
(18).

.1.2. La branche IRE1

La caractérisation initiale des effecteurs moléculaires de 'UPR a été réalisée
chez la levure Sacharomyces Cerevisiae, ou IRElp fut le premier senseur
caractérisé, il constitue ainsi la branche la plus connue de 'UPR (19). La recherche
de son homologue chez les mammiferes a permis d’identifier IRE1, une
sérine/thréonine kinase et endoribonucléase. Il existe deux isoformes d’IRE1, IREla
et IRE1p, situés tous les deux au niveau du RE, mais qui se distinguent sur plusieurs
points.

Le premier point de divergence porte sur leur expression, qui est ubiquitaire
pour IRE1a, et limitée a I'’épithélium du tractus gastro-intestinal et respiratoire pour
IRE1B (20,21). Le deuxieéme porte sur leurs différences d’activation, qui nécessite la
dissociation de GRP78 pour IRE1a, alors qu’'IRE1( lie les protéines mal conformées
pour étre activé (22). De plus, il ne semblerait pas qu’'IRE1B puisse induire 'UPR ou
du moins avec une intensité fortement inférieure a IRE1a. Ces différences de
réponse pourraient s’expliquer par leurs domaines RNAse qui ne présentent que
61% d’homologie entre les deux isoformes, déterminant ainsi leurs spécificités
fonctionnelles (23). En effet, IRE1a épisse TARNm d’XBP1 (X Box binding Protein 1)
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principalement, alors que IRE1B présente une spécificité pour '’ARN ribosomale 28S
ainsi que '’ARNm MTP (Microsomal Triglyceride Transfer Protein) impliqué dans
I'assemblage des chylomicrons dans les entérocytes (23-25).

La séparation de GRP78 d’IRE1a va entrainer son oligomérisation et sa
transautophosphorylation, activant son domaine RNAse. Cette endoribonucléase va
permettre I'excision d’un intron de 26 nucléotides dans TARNm de XBP1u (X Box
binding Protein Unspliced). L’ARN ligase RTCB (tRNA-splicing ligase RtcB homolog)
va ensuite permettre de relier les deux fragments formés, décalant ainsi le cadre de
lecture, pour former XBP1s (spliced form), la forme épissée, et qui est un facteur de
transcription (26,27). XBP1s est principalement impliqué dans I'expression de génes
pour le repliement, la voie de dégradation des protéines ERAD ainsi que dans la
biosynthése des lipides. Pour induire ces génes, XBP1ls se lie sur des régions
spécifiques des promoteurs appelées ERSE (ER stress Response Element) en
collaboration avec le facteur de transcription NF-Y (Nuclear Transcription Factor Y),
mais aussi sur les promoteurs présentant le motif UPRE (UPR Element), en
homodimérisant ou en hétérodimérisant avec un autre senseur de 'UPR, ATF6 (28).
Il est important de noter, que le motif ERSE est également présent sur le promoteur
d’XBP1, ainsi il induit donc sa propre transcription (29).

L’activitét RNAse d'IRE1a permet également de dégrader spécifiquement des
ARNmM codant pour des protéines de la voie sécrétrice par un processus appelé
RIDD (Regulated IRE1-dependent Decay), contribuant ainsi, a I'état basal, a réduire
le flux protéique. Cependant, si ’lhoméostasie cellulaire n’est pas rétablie, on observe
une diminution du splicing d’XBP1s, et une augmentation de I'activité RIDD d’IRE1a
favorisant I'apoptose par la dégradation ’ARNm codant pour des protéines de pro-
survie (30,31). Cette dualité d’action d’IRE1 a été notamment bien étudiée dans un
type de tumeur cérébrale, le gliobastome, ou le rapport des activités de la fonction
endoribonucléase et RIDD constitue un facteur pronostique de celui-ci (32).

Aussi, IREla interagit avec une protéine TRAF2 (Tumor Necrosis Factor
(TNF) receptor-associated factor 2) pour permettre I'activation d’ASK1 (Apoptosis
Signal-regulating kinase 1) qui active a son tour JNK (JUN N terminal Kinase). Cette
voie IRE1a/TRAF2/JNK est impliquée dans I'autophagie, une voie de dégradation
des protéines et des organelles, dans l'inflammation ainsi que dans la mort cellulaire
(33-36) (Figure 2).
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Figure 2 : Activation de la voie IRE1a et ses conséquences: La dissociation de GRP78 d'IRE1a lors d’un
stress va permettre d’induire I'oligomérisation et I'autophosphorylation d’IRE1a, nécessaire a son activité RNAse.
Celle-ci va permettre I'excision d’un intron dans '’ARNm d’XBP1u, qui ensuite par I'action de 'ARN ligase RTCB
va permettre de former XBP1s, un facteur de transcription impliqué dans la biosynthése des lipides, dans les
mécanismes ERAD ainsi que dans l'induction de protéines chaperons. IRE1a est aussi responsable de la
dégradation d’ARNm par une activité appelée RIDD impliquée dans la réduction du flux protéiqgue mais aussi
dans la mort cellulaire. Enfin, IRE1a peut interagir avec TRAF2, permettant I'activation d’ASK1 puis de JNK
impliqué dans I'autophagie, I'inflammation et la mort cellulaire.

.1.3. La branche PERK

Le deuxieme senseur de 'UPR est PERK, une sérine/ thréonine kinase dont
'activation est similaire a celle d'IRE1a. En effet, la séparation de GRP78 de la
protéine PERK, provoque son oligomérisation et sa transautophosphorylation. Une
fois activée, cette kinase va phosphoryler la protéine elF2a (a subunit of eukaryotic
initiation factor 2). Cette phosphorylation réversible d'elF2a inhibe alors
transitoirement la traduction globale cellulaire des ARN en protéines, comme par
exemple la traduction de régulateurs du cycle cellulaire (cycline D1), réduisant ainsi
'accumulation de nouvelles protéines au niveau du RE et la prolifération pendant
guelque temps (37). Cette protéine elF2a phosphorylée permet cependant la
traduction sélective de certains ARNm, dont celui codant pour le facteur de

transcription ATF4 (Activating Transcription Factor 4). Ce dernier induit I'expression
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de génes impliqués dans I'adaptation au stress (métabolisme cellulaire, autophagie,
réponse anti-oxydante). D’autres parts, dans des conditions de stress prolongés,
ATF4 favorise I'expression de CHOP (C/EBP-homologous protein), un facteur de
transcription impliqué dans le processus d’apoptose. ATF4 permet également
I'expression de GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage gene 34), qui, lorsqu’il est
associé a la phosphatase PP1C (Protein phosphatase 1 Cofactor), permet la
déphosphorylation d’elF2a. Cela constitue donc une boucle de rétrocontrdle négatif
qui permet de lever le frein sur la synthése protéique, nécessaire pour la synthése de
nouvelles protéines, en particulier les protéines cibles de 'UPR. Cependant, une
reprise trop précoce ou trop importante de la synthése protéique pourrait aggraver le
stress réticulaire si ’lhoméostasie n’est pas rétablie (38). Il existe également une
autre phosphatase responsable de la déphosphorylation d’elF2a, CReP (Constitutive
repressor of elF2 alpha phosphorylation) dont I'expression est constitutive et non
induite par le stress réticulaire (39). Il existerait une co-régulation de ces deux
phosphatases CReP et GADD34 (40).

elF2a peut étre également phosphorylée par d’autres kinases appartenant a la
méme famille que PERK, comme GCN2 (General Control Nonderepressible 2) dont
activation est induite par la déplétion en nutriments (37), ou encore par PKR
(Protein kinase RNA-activated), dont I'activation est induite par des doubles brins
d’ARN lors d’une infection virale (41), ainsi que HRI (Heme regulated Inhibitor) dans
les érythrocytes(42).

Cependant, le transcriptome induit par ATF4 ne correspond qu’a la moitié des
genes induits par 'activation de la branche PERK, il existe ainsi d’autres facteurs de
transcription induits par ce senseur. En effet, PERK phosphoryle et active également
le facteur de transcription Nrf2 (Nuclear Factor (erythroid-derived 2)-like 2). Dans des
conditions normales, Nrf2 est associé a Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1)
formant ainsi un complexe inactif (43). La phosphorylation de Nrf2 par PERK induit la
dissociation de ce complexe (44). Nrf2 peut étre également activé par la protéine
kinase C (PKC) (45). Nrf2 libre rejoint alors le noyau ou il active, aprés
hétérodimérisation avec les protéines Maf (MusculoAponeurotic Fibrosarcoma
proteins) ou ATF4, les génes possédant le motif ARE (Antioxidant Response
Element) dans leurs promoteurs. Nrf2 est alors principalement impligué dans la
réponse antioxydante de 'UPR ainsi que dans la dégradation des protéines par la
voie ERAD (46) (Figure 3).
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Figure 3 : Activation de la voie PERK et ses conséquences: La dissociation de GRP78 a PERK lors d’un
stress va permettre I'oligomérisation et la trans-autophosphorylation de PERK, nécessaire a son activité kinase.
PERK phosphoryle elF2a, ce qui a pour conséquence l'arrét de la traduction globale cellulaire et la traduction
sélective de certains ARNm comme ATF4. Ce dernier est un facteur de transcription impliqué dans le
métabolisme cellulaire, la réponse anti-oxydante, I'autophagie et la mort cellulaire. Aussi, ATF4 induit GADD34,
qui lorsqu’il est associé a la phosphatase PP1C permet la déphosphorylation d’elF2a. Enfin, PERK phosphoryle
et active Nrf2, un facteur de transcription impliqué dans la réponse anti-oxydante et le processus ERAD.

.1.4. La branche ATF6

ATF6 a I'état basal est retrouvé a I'état de monomeére, diméres et oligomeres.
Il existe deux isoformes d’ATF6 : ATF6a et ATF6[, présentant 41% d’identité mais
dont les sites de clivage sont conserveés. ATF6[ serait un répresseur d’ATF6a (47).

La dissociation de GRP78 a ATF6 lors d'un stress réticulaire, par un
mécanisme non compétitif avec les protéines mal-conformées, permet de démasquer
un signal d’adressage au Golgi (48). ATF6 sera alors transportée sous la forme de
monomere au niveau de cette organelle par des vésicules recouvertes d’'un manteau
cytosoliqgue COPII (coat protein complex). La forme monomérique d’ATF6 dont le
pont disulfure de son domaine luminal est réduit, est le meilleur substrat pour étre
clivé par la sérine protéase résidante S1P (Site 1 protease). En effet la forme
monomérique oxydée n’est pas reconnue par S1P, la vésicule est alors retournée au
RE (49). Apres clivage par S1P, il sera ensuite clivé par la métalloprotéase résidante

S2P (Site 2 protease), libérant ainsi un facteur de transcription de 50kDa appelé
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ATF6f (fragment d’ATF6). Le trafic d’ATF6 est donc régulé par son état
d’oligomérisation mais aussi par son état d’oxydoréduction. L’'activation d’ATF6 suit
ainsi un mécanisme d’activation appelé RIP (Regulated Intramembrane proteolysis),
par lequel une protéine fonctionnelle est synthétisée comme une large protéine
transmembranaire et clivée lors du besoin cellulaire.

Ce facteur de transcription est requis pour optimiser le repliement, la sécrétion
et la dégradation des protéines pendant le stress réticulaire, par l'induction de
I'expression de génes codant pour des protéines chaperons, comme GRP78, ou
encore pour des protéines impliquées dans la voie de dégradation des protéines
ERAD. ATF6f permet également I'expression d’XBP1 via sa liaison au motif ERSE
situé sur son promoteur. Cette induction nécessite la collaboration du facteur de
transcription NF-Y (27) (Figure 4).

L’activation d’ATF6 est donc rapide comparée a celles d'IRE1a et PERK qui
nécessitent une transcription et une traduction des protéines effectrices de leurs
branches.

Protéines mal-conformées

GRP78 @/

~\ Lumiére RE

\ Cytosol

X Golgi

J

/ ?%@SZP

ATF6f

l—)
000000000
' ERAD

Chaperons
XBP1

Figure 4 : Activation de la voie ATF6 et ses conséquences: La dissociation de GRP78 a ATF6 lors d’'un stress
permet I'adressage d’ATF6 au Golgi ou il sera clivé par les protéases résidantes S1P et S2P. Cela a pour
conséquence la production d’ATF6f un facteur de transcription impliqué dans le processus ERAD, dans I'induction
de protéines chaperons ainsi que dans I'induction de I'expression d’ XBP1.
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[.2. Laréponse adaptative

La voie UPR est activée par 'accumulation de protéines mal-conformées au
sein du RE, pouvant étre provoquée par différents stress, comme la privation en
nutriments, l'altération de la balance d'oxydoréduction, le changement de la
concentration en calcium intracellulaire, des modifications protéiques post
traductionnelles non conformes, I'augmentation de la synthése protéique etc. (50).
Cette voie de signalisation permet de donner une réponse adaptative qui remodéle la
voie sécrétrice des protéines et aligne la physiologie cellulaire a la demande imposée
par le stress du RE. Cette réponse cellulaire est principalement régit par la
modulation du transcriptome de nombreux géenes de la voie sécrétrice des protéines,
ce qui pourra conduire a la diminution de la quantité de protéines synthétisées,
'augmentation des capacités de repliement et de modifications post-traductionnelles
des protéines, 'augmentation de la capacité du RE par la biogénese des lipides, la
dégradation des protéines mal-conformées accumulées, ou encore le maintien de
I'équilibre rédox. L’'UPR contribue ainsi a maintenir le contrdle qualité, la fidélité des

protéines synthétisées et la survie cellulaire.

[.2.1. Diminution de la charge protéique

[.2.1.1. Principe de la traduction d’un ARNm en protéine

Une fois transcrit, TARNm situé dans le cytosol va se lier au ribosome,
organite responsable de la traduction, constitué de protéines et d’ARNs ribosomaux
(ARNr). Le ribosome est formé de deux sous unités 60S et 40S. En fonction de la
séquence nucléotidique de I'’ARNm, le ribosome assemble les acides aminés
correspondants pour former la protéine.

La traduction des ARNm comprend 3 étapes : linitiation, I'’élongation et la
terminaison (51,52) (Figure 5).

Initiation :

L’initiation de la biosynthése protéique commence généralement au niveau
d’'un codon AUG, codant pour une méthionine, qui pourra étre clivée par la suite.

L’initiation demande [linteraction d’'un complexe protéique cap-dépendant
elF4F (formé, entre autre, par elF4A une hélicase, elF4G qui relie TARNm au
ribosome par elF3 qui lie directement le ribosome, et elF4E) avec la structure cap
situé du cote 5’ de 'ARNm.
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Le ribosome 40S avec les facteurs d’initiation (elF1, elF3) lie le c6té 5 UTR
(Unstranslated Transcribed region) de 'ARNm jusqu’a la reconnaissance du codon
d’initiation AUG.

Pour commencer la traduction, il y a recrutement au niveau du ribosome 40S
du complexe ternaire elF2-GTP-Met-tRNAM®, formant ainsi le complexe de pré-
initiation 43S. tRNAM® est 'unique initiateur utilisé pour la synthése protéique, du fait
gue son anticodon est complémentaire au codon d’initiation AUG. L’assemblage du
complexe ternaire est régulé par elF2B qui catalyse la réaction GDP en GTP.

Aprés reconnaissance du codon d’initiation, il y a hydrolyse d’elF2-GTP
permettant la liaison de la sous unité ribosomale 60S pour former le complexe
d’initiation ribosomal 80S.

Il faut cependant noter qu'il existe 2 types de traduction : cap-dépendant et
cap-indépendant aussi appelé IRES (Internal Ribosome Entry site) qui recrute
directement le ribosome 40S sans avoir besoin du complexe elF4.

Elongation :

La deuxieme étape de la traduction est I'’élongation correspondant au parcours
du ribosome sur 'ARNm, sous l'action de facteurs d’élongation, qui assemble par
intermédiaire d’'un ARN de transfert (ARNt) I'acide aminé correspondant au codon,
pour former la protéine.

Terminaison :

La synthése protéique s’arréte lorsque le ribosome atteint un codon-stop

(UAA, UGA, UAG), le ribosome se détache de TARNm et la protéine est libérée dans

la cellule. Un méme brin d’ARNm peut ainsi coder pour plusieurs protéines.
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Figure 5 : Les différentes étapes de la traduction. L'initiation au niveau du codon AUG nécessite, lors d’une
traduction cap-dépendant, de linteraction du complexe elF4F ainsi que du ribosome 40S et des facteurs
d’initiation comme elF3. Dans le cadre d’'une traduction cap-indépendant, le ribosome 40S est directement
recruté. Ensuite, le recrutement du complexe ternaire elF2-GTP-Met-tRNAiMet, dont la régulation est dépendante
d’EIF2B, permet la formation du complexe de pré-initiation 43S. Celui-ci s’associe ensuite au ribosome 60S apres
hydrolyse d’elF2-GTP pour former le complexe d’initiation 80S. L’étape d’élongation correspond au parcours du
ribosome sur ’ARNm et a I'assemblage des acides aminés pour former la protéine. L’'étape de terminaison
correspond au détachement du ribosome et a la libération de la protéine lorsque celui-ci atteint le codon stop.

[.2.1.2. Réduction de la traduction pendant 'UPR

La branche PERK :

Comme précisé précédemment, [I'activation de [I'UPR entraine Ia

phosphorylation d’elF2a par PERK. Cette phosphorylation d’elF2a inhibe I'’échange
du GDP en GTP catalysé par EIF2B (53) et elF2a lié au GDP ne peut plus se lier a
’ARN de transfert initiateur. Ainsi, elF2a phosphorylé ne permet plus la formation du
complexe ternaire requis pour I'initiation de tous les ARNm cellulaires.

Cependant, la phosphorylation d’elF2a permet la traduction sélective de
certains ARNm, comme ATF4, di a la particularité de ces ARNm. ATF4 comprend
deux UORF (upstream Open Reading Frame) qui sont des cadres de lectures situés
dans la partie non codante de ’TARNm (5’UTR) et qui peuvent étre non codant ou
coder pour de petits polypeptides. La particularité d’ATF4 est qu’il posséde un
UORF1 court et un UORF2 long. Dans les conditions non stressées, le ribosome se
lie sur 'TUORF1 ou il initie la traduction, mais s’arréte rapidement au codon-stop, il y a
alors libération du ribosome 60S et du 40S. Cependant, du fait que 'uUORF1 soit
court, certaines sous unités ribosomales 40S restent attachées a ’ARNm. Ainsi, le

ribosome 40S continue de parcourir TARNm, et reconnait le codon d’initiation de
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'UORF2. Il y a alors recrutement de I'ARN de transfert d’initiation par le complexe
ternaire elF2-GTP-Met-tRNAM®, puis du ribosome 60S. Commence alors la
traduction de ce deuxiéeme uORF2, qui présente la particularité d’étre long,
dépassant le codon d’initiation codant pour ATF4. Ainsi dans les conditions non
stresseées, il n’y a pas de production du facteur de transcription ATF4. En revanche,
dans des conditions de stress, du fait de la phosphorylation d’elF2a, le complexe
ternaire elF2-GTP-Met-tRNAM® se fait rare dans la cellule. Le ribosome 40S aprés
traduction de 'uORF1 continue donc a parcourir TARNm jusqu’au codon d'’initiation
de 'uORF2, mais ne laissant pas assez de temps pour acquérir ce complexe ternaire
rare, continue son parcours jusqu’au codon d’initiation codant pour ATF4, laissant
ainsi plus de temps pour acquérir le complexe ternaire rare : la traduction d’ATF4 se

réalise alors (Figure 6).

AUG3
m’G — Pas de traduction d’ATF4

AUG1 AUG2

Traduction d’ATF4

Figure 6 : Traduction sélective d’ATF4 lors d’un stress. En absence de stress, elF2a peut se lier au GTP et
ainsi permettre la formation du complexe ternaire elF2-GTP-Met-tRNAiMet, nécessaire pour la formation du
complexe d'initiation 80S. Lors d’un stress réticulaire, elF2a est phosphorylé et ne peut plus se lier a 'ARN 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
stressées, 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.

Aussi, ATF4 est également impliqué dans cette répression traductionnelle. En
effet, il induit I'expression d’4E-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding
protein 1) un répresseur d’elF4E du complexe protéique elF4F, impliqué dans la
traduction cap-dépendante (54) (Figure 7).

De plus, lactivation de la voie PERK/elF2a serait nécessaire pour la
diminution de la biogénese ribosomale, tres couteuse sur le plan énergétique. En
effet, lors d’'un stress le complexe de pré-initiation des ARNr est perturbé par une
dissociation PERK-dépendante, de la Polymérase 1 et de RRN3 (RNA polymerase I-

specific transcription initiation factor) du promoteur des ARNr, impliqué dans la
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transcription des genes codant pour des sous unités ribosomales. De plus, la
phosphorylation d’elF2a inhibe la traduction des ARNs ribosomaux dans le nucléole.
En effet, une partie d’elF2a se localise dans le noyau et communique ainsi avec le
nucléole (55).

Pour conclure, cette branche PERK/elF2a/ATF4 lors d’un stress réprime la
traduction des ARNm ainsi que la biogénése des ribosomes, contribuant a la

réduction de la synthése protéique dans la cellule.

La branche IRE1 :

IRE1B induit également une répression traductionnelle par la dégradation de

I’ARN ribosomale 28S atténuant la synthése protéique dans les tissus spécifiques ou
cette isoforme est exprimée (24).

De plus, l'activité RIDD d’IRE1a participe a la réduction du flux protéique
(Figure 7). En effet, lors d’'un stress IRE1 dégrade rapidement des ARNm (environ
120) localisés a la membrane du RE, présentant un motif particulier au niveau de leur
séquence « XBP1-like Stem-Loop » (56-58). Aussi, il a été démontré que 'ARNm
substrat de RIDD, devait présenter un statut traductionnel particulier induit par
linhibition de la traduction par la branche PERK de 'UPR. En effet, la liaison
physique des ribosomes, ou la modification de la structure secondaire de ’ARNm par
cette liaison, peuvent influencer l'accessibilité de la structure « XBP1-like Stem-
Loop » a IREla. Cependant, si IRE1 a est hyperactivé cette spécificité additionnelle
de PERK ou de la structure « XBP1-like Stem-Loop » ne sont plus nécessaires (58).
Cela prévient alors la traduction de protéines au niveau du RE, avant les
mécanismes protecteurs du facteur de transcription XBP1.

Aussi, TARNm de CREP, impliqué dans la déphosphorylation d’elF2a, est
dégradé par l'activitt RIDD d’IRE1a (59). Cela contribue au maintien de la
phosphorylation d’elF2a et donc de cette répression traductionnelle.

Ainsi, IRE1 a donc un réle parallele avec la branche PERK pour réduire le flux
protéique général au niveau du RE, libérant ainsi la charge sur celui-ci, mais aussi
sur la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle, nécessaire pour le nouveau

flux protéique induit par 'UPR.
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Figure 7 : Réduction de la traduction protéique au cours de I'UPR. Lors d'un stress, la phosphorylation
d’elF2a par PERK provoque une diminution du complexe ternaire elF2-GTP-Met-tRNAiMet nécessaire a la
formation du complexe de pré-initiation 43S. La traduction sélective d’ATF4 permet I'induction de 4E-BP1, un
répresseur du complexe EIF4F impliqué dans la traduction cap-dépendant. Aussi, PERK perturberait le complexe
de pré-initiation des ARN ribosomaux. Ainsi, I'activation de la voie PERK lors d’un stress entraine un arrét global
de la traduction et une diminution de la biogénéese des ribosomes, atténuant ainsi la traduction protéique. De plus,
IRE1a par son activité¢ RIDD permet la dégradation d’ARNm dont CREP impliqué dans la déphosphorylation
d’elF2a.

.2.1.3. Réduction de 'adressage des protéines au RE

Lors d’'un stress du RE, la translocation des protéines de la voie sécrétrice
vers le RE est atténuée. Ainsi les protéines restent dans le cytoplasme ou elles sont

dégradeées par le protéasome (60,61).

[.2.2. Augmentation de la capacité de repliement des protéines

L’activation de la voie UPR va permettre I'expression de protéines chaperons,
de co-chaperons et de PDI (Protein Disulfide Isomerase), au sein du RE, qui sont
des protéines qui interviennent dans le repliement des protéines. Ainsi, 'UPR va
augmenter la capacité du systeme de repliement protéique du RE pour conduire a

I’'homéostasie.

[.2.2.1. Protéines chaperons

L’induction des protéines chaperons par la voie UPR est principalement
engendrée par les facteurs de transcription, XBP1s et ATF6f des branches IRE1a et
ATF6 respectivement. En effet, les génes codant pour des protéines chaperons
posseédent le motif ERSE dans leur promoteur nécessaire pour I'induction de leur
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transcription. De ce fait, il a été démontré qu’ATF6f et XBP1s induisaient des
protéines chaperons comme GRP78, GRP170, GRP94 ou encore la Calréticuline
(62).

En plus de l'induction des protéines chaperons, celles-ci sont transportées
préférentiellement dans le RE, la ou les protéines mal-conformées se sont

accumulées (60).

.2.2.2. Co-chaperons

Associé a cette augmentation de I'expression des protéines chaperons, 'UPR
induit également I'expression de protéines co-chaperons qui augmentent I'activité
des protéines chaperons de la famille des HSP70 et HSP90 par la stimulation de leur
activitt ATPase. Ainsi ATF6f et XBP1s induisent I'expression de co-chaperons
comme p58"7"(aussi appelé DNAJC3 DnaJ homolog subfamily C member 3), ERdj3
(Endoplasmic reticulum DNA J domain-containing protein 3, aussi appelé DNAJB11)
et ERdj4 (Endoplasmic reticulum DNA J domain-containing protein 4, aussi appelé
DNAJB9) (62,63).

.2.2.3. Les PDI

La lumiere du RE est un environnement oxydant crucial pour la formation des
ponts disulfures dans les protéines. Cette réaction est catalysée par les protéines
disulfures isomérases (PDI). ATF6f et XBP1s induisent plusieurs PDI dont PDI-A4
(Protein disulfide-isomerase A4, aussi appelé ERp72 Endoplasmic reticulum resident
protein 72), PDI-A6 (Protein disulfide-isomerase A6, aussi appelée PDI-P5) et PDI-
A3 (aussi appelé GRP58 ou ERp57) (62,63). Aussi, l'induction de la voie UPR, en
particulier via ATF6f, induit IP'expression d’ERO1 (ER oxidoreductin), une
oxydoréductase nécessaire pour la réoxydation des PDI aprés oxydation de leurs
substrats (62).

[.2.3. Biogénése du RE

L’activation de la voie UPR intervient dans la biogénese du RE, en
augmentant sa taille et en induisant I'expression de protéines réticulaires impliquées
dans son fonctionnement, ce qui améliore sa capacité de production des protéines et

leur bon repliement.
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Ainsi, il a été démontré que I'expression d’XBP1s entrainait 'augmentation de
la taille du RE mais aussi d’autres organelles comme la mitochondrie, le lysosome
mais aussi la taille cellulaire (63—-66). Ce phénoméne d’expansion pourrait s’expliquer
en partie par linduction de la biosynthése de la phosphatidylcholine, un
phospholipide prédominant dans les membranes du RE. En effet, XBP1ls
augmenterait l'activité de deux enzymes, CCT (Cytidyllyltransferase) et CPT
(Cholinephosphotransferase), impliquées dans la biosynthése de ce phospholipide.
Cela peut étre corrélé avec les observations réalisées sur des cellules sécrétrices
(plasmocytes, cellules pancréatiques) ou l'augmentation de la taille du RE est
importante pour le développement de ces cellules et ou XBP1s joue un rdle central
(64,67).

De plus, la branche ATF6 contribuerait également a ce phénomene
d’expansion du RE. En effet, ATF6a serait aussi impliqué dans la biosynthese de la
phosphatidylcholine mais de maniére difféerente d’XBP1s, par I'augmentation de

I'activité enzymatique de la CK (Choline Kinase) (68) (Figure 8).

ATP  ADP CTP PPi Cytidine DAG CMP
Choline S.& Phosphocholine &4 diphosphocholine S.&‘ Phosphatidylcholine ——» ‘ 7 Taille du RE
71 Biogénése du RE
CK CCT CPT -

Figure 8 : Biosynthése de la phosphatidylcholine. La choline kinase (CK) permet le transfert d’'un phosphate a
partir de I’ATP sur la choline pour former la phosphocholine. Cette derniére est prise en charge par la Cytidyllyl-
transferase (CCT) permettant le transfert d’'une cytidine phosphate a partir de la cytidine triphosphate (CTP),
formant ainsi la cytidine diphosphocholine. La cholinephosphotransferase (CPT) catalyse alors le transfert d’'un
diacylglycérol (DAG) sur la phosphocholine, libérant ainsi la cytidine monophosphate (CMP), pour former la
phosphatidylcholine. Comme que la phosphatidylcholine est un phospholipide prédominant de la membrane du
RE, cela contribue a la biogénése et a I'expansion du RE. ATF6 augmenterait I'activité enzymatique de la choline
kinase et XBP1s celle de la CCT et de la CPT.

Aussi, il est a noter qu’une perturbation de 'homéostasie lipidique peut étre a
I'origine de l'activation de la voie UPR. En effet, des modifications de la composition
lipidigue des membranes du RE peuvent perturber 'homéostasie calcique, la
translocation, le transport ou le trafic des protéines, causant ainsi un stress
protéotoxique. De plus, ces lipides, notamment les acides gras saturés, peuvent
également activer directement I'UPR indépendamment des protéines mal-

conformées (69).
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.2.4. ERAD

[.2.4.1. Voie ubiquitine-protéasome (ERAD I)

La voie ERAD | consiste en la reconnaissance des protéines solubles a
dégrader, puis a la rétrotranslocation de celles-ci vers le cytoplasme ou la machinerie
protéasomale se situe, suivi d’'une polyubiquitinylation servant de signal pour la
dégradation, et enfin se terminant par la dégradation des protéines par le
protéasome (70) (Figure 9).

Reconnaissance :

Ainsi, dans un premier temps, les protéines mal-conformées sont reconnues
par les protéines chaperons comme les membres de la famille HSP70 (ex : GRP78),
HSP40 (ex : Erdj1-5), HSP90 (ex : GRP94), calnexine, calréticuline ou encore des
PDI. Ces difféerentes protéines reconnaissent les protéines mal-conformées par
I'exposition de domaines hydrophobes ou encore par I'exposition de certains motifs
glucidiques.

L’activation de la voie UPR et en particulier IRE1a et ATF6 via leurs facteurs
de transcription XBP1s et ATF6f induisent I'expression de protéines chaperons
impliquées dans la reconnaissance de ces protéines mal-conformées pour étre

dégradées au niveau du protéasome.

Rétrotranslocation :

Ensuite, ces protéines seront amenées au nhiveau de la machine de
rétrotranslocation (rétrotranslocon) et/ou auprées d’'une E3 ligase, nécessaire pour la
rétrotranslocation des protéines du RE au cytoplasme. Ainsi, différentes protéines
interviennent lors de cette étape, comme HERP (HomoCystéine induced ER protein)
qui sert de récepteur des protéines non glycosylées, ou encore EDEM (ER
degradation-enhancing a mannosidase-like lectin), OS-9 (protéine osteosarcome 9)
et XTP3-B (XTP3-transactivated gene B protein) reconnaissant les protéines mal-
conformées glycosylées.

Ainsi, il a été démontré que XBP1s de la branche IRE1a induisait I’'expression
d’EDEM (29,63,71), EDEM2(72) et HERP (28,63). Du fait de I'hétérodimérisation
d’ATF6f avec XBP1s pour induire les génes dont les promoteurs présentent le motif
UPRE, la branche ATF6 serait également impliquée dans l'induction de certains
genes de la voie ERAD (28).
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La rétrotranslocation se réalise grace a différents complexe qui permettent de
former un canal au niveau de la membrane du RE et donc la sortie des protéines
précédemment liées a des protéines interagissant avec ce complexe. Le canal de
rétrotranslocation est formé du complexe protéique Sec61 (Protein transport protein
SEC61), des protéines de la famille Derlin mais aussi de certaines E3 ubiquitine
ligase.

Lors d’'un stress, la branche IRE1/XBP1 induirait I'expression des protéines
Derlin 1, 2 et 3 et accélérerait ainsi le processus ERAD (73). De plus cette méme
branche induit I'expression d’ERdj4 et RAMP4 (Ribosome-attached membrane
protein 4) qui sont deux protéines qui seraient associées au complexe Sec61
(28,63,74,75).

Ubiquitinylation :

La plupart des substrats ERAD seront poly-ubiquitinylés pour étre adresseés et
dégradés au protéasome. La conjugaison de [l'ubiquitine nécessite d’abord
lactivation d’une enzyme E1 (E1 ubiquitin-activating enzyme) pour réaliser une
liaison thioester avec une molécule d’ubiquitine. Ensuite, cette molécule d’ubiquitine
sera transférée a I'enzyme E2 (E2 ubiquitin-conjugating enzyme). Puis la liaison
covalente de l'ubiquitine au substrat ERAD est catalysée par I'enzyme E3 ubiquitin-
ligase.

L’activation de la voie UPR induit I'expression d’E3 ubiquitin-ligase comme
HRD1 (HMG-CoA reductase degradation protein 1), dont I'expression serait
dépendante des branches IRE1/ATF6 (28,76).

Dégradation au protéasome :

Une fois polyubiquitinylée, la protéine est reconnue par des récepteurs au
niveau du protéasome 26S. Le protéasome 26S est formé de deux sous unités
régulatrices 19S et d'un cceur catalytique 20S. Afin d’améliorer l'efficacité de
dégradation, la protéine pourra étre dé-ubiquitinylée et/ou déglycosylée par des
enzymes. Le substrat entre ensuite au niveau du site catalytique 20S du protéasome,
ou il est clivé en petits fragments peptidiques. L’ubiquitine généré par ce processus
pourra étre recyclé.

Une enzyme de déubiquitinylation USP14 (Ubiquitin Specific Protease 14) se

lierait a la forme inactive d’'IRE1a dans des conditions normales. Lors d’un stress,
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'activation de la voie UPR, entrainerait la dissociation d’'USP14 permettant son
action pour cette derniére étape de 'ERAD | (77).

La branche PERK/NRF2 est également impliquée dans la voie de dégradation
ERAD. En effet, NRF2 induit I'expression du protéasome 26S (78), 19S ainsi que de
12 des 14 sous-unités du protéasome 20S (79,80).
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Figure 9 : ER-associated degradation | (ERAD I). Les protéines mal-conformées sont reconnues par différentes
molécules comme les protéines chaperons, les PDI, HERP, EDEM etc. en fonction de leurs particularités. La
protéine entre ensuite en contact avec la machinerie de la rétrotranslocation (Sec61, Derlin, E3 ubiquitine ligase
...) nécessaire pour son passage du RE au cytoplasme. Ensuite, la plupart de ces protéines seront poly-
ubiquitinylées pour étre adressées et dégradées par le protéasome.

1.2.4.2. Autophagie (ERADII) :

L’autophagie est une autre voie de dégradation des protéines induite par
'UPR. En effet, si l'efficacité de la voie ERAD | est compromise, les protéines
peuvent s’agréger. L’autophagie permet alors de capturer les protéines solubles et
insolubles dans une structure composée d’'une double membrane phospholipidique,
appelée autophagosome, qui sera délivrée au lysosome pour dégradation.
L’autophagie permet également de recycler des organelles endommagées ou non
fonctionnelles. Ainsi, la formation de 'autophagosome comprend différentes étapes :
induction, la nucléation, I'élongation et la maturation de I'autophagosome (81,82)
(Figure 10).

Induction de 'autophagosome :

L’induction de l'autophagie est réalisée par I'activation du complexe ULK1
(Unc-51-like kinase 1) formé d’ULK1, ATG13 (Autophagy-related protein 13), FIP200
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(FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa) et ATG101. Celui-ci permet
I'induction de la double membrane ou l'isolation de la membrane connue sous le nom
de phagophore. La double membrane peut étre formée a partir des structures du
RE, du Golgi, de la mitochondrie, ou issue de la synthése de novo, en fonction du
type cellulaire, du stress inducteur et de I'’étendu de I'autophagosome a produire. Ce
complexe est modulé par différentes phosphorylations d’ULK1 menant a son
activation ou a son inhibition. Le complexe mTORC1 formé entre autre de mTOR,
Raptor, mLST8/GBL (Mammalian lethal with SEC13 protein 8), pPRAS40 (Proline-rich
AKT1 substrate 1) et DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-interacting protein),
est un régulateur clé de I'autophagie. En effet, dans des conditions normales, celui-ci
phosphoryle la sérine 757 d’'ULK1 déstabilisant sa liaison avec AMPK (Adenosine
Monophosphate-Activated protein kinase) nécessaire pour son activation, c’est donc
un inhibiteur de l'induction de I'autophagie (83). AMPK est le principal senseur de
I'énergie intracellulaire (senseur du ratio ATP/AMP), qui dans des conditions de
stress ou de privation en nutriment se lie a ULK1 et le phosphoryle a plusieurs
endroits permettant son activation (84). De plus l'activation d’AMPK entraine la
phosphorylation de TSC (Tuberous Sclerosis Complex), une GTPase Activating
Protein, impliguée dans la régulation de ce complexe mMTORC1 et permet ainsi
d’enlever cette inhibition de l'autophagie par ce dernier. De plus, le RE étant la
principale organelle de stockage du calcium intracellulaire, peut relarguer suite a un
stress cet ion dans la cellule (85). L’augmentation de la concentration intracellulaire
en calcium est également impliquée dans l'induction de I'autophagie, par une voie
impliquant la CaMKK-B (Ca2+/Calmodulin-dependent kinase kinase- ) nécessaire
pour l'activation d’AMPK, impliquée dans la régulation négative de mTOR, un
inhibiteur de I'autophagie (86,87).

Ainsi, I'activation de la voie UPR est impliquée dans cette étape d’induction de
'autophagosome. En effet, CHOP le facteur de transcription induit par ATF4 de la
branche PERK de I'UPR permet I'expression d’ERO1a une oxydoréductase
impliquée dans la formation des ponts disulfures des protéines au sein du RE. La
surexpression d’ERO1a stimulerait l'activité du récepteur a [linositol 1,4,5-
triphosphate (IP3R), entrainant la libération de calcium dans la cellule et ainsi
'autophagie (88). De plus, BCL-2 (Apoptosis regulator Bcl-2), localisé au niveau du
RE, jouerait également un réle dans le stockage du calcium dans cette organelle
(89). Ainsi, la diminution de la quantité en BCL-2, induite par CHOP (90) mais aussi
la phosphorylation de BCL-2 par JNK (91,92), affecterait sa fonction et entrainerait la
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libération de calcium dans la cellule, induisant I'autophagie. Enfin, ATF4/CHOP
induisent des inhibiteurs de mTORCL1 : DDIT4 (DNA damage-inducible transcript 4
protein) (93) et TRB3 (Tribbles 3)(94-96), et donc contribuent a l'activation de

I'autophagie.

Nucléation :

Le complexe Beclin 1/PI3K (Phosphatidyl Inositol 3 kinase) permet la
nucléation, [lincurvation du pré-autophagosome et la construction de
'autophagosome (97). Ce complexe est responsable de la formation de PI3P
(phosphatidylinositol 3-phosphate) nécessaire pour le recrutement d’effecteurs. I
existe deux complexes PI3K, formés de Vps34 (Phosphatidylinositol 3-kinase
VPS34), p150, Beclin-1, ATG14L (pour le complexe 1 PI3K) ou UVRAG (UV
radiation resistance-associated gene protein) (pour le deuxiéme complexe PI3K).
Dans des conditions normales, Beclin-1 interagit avec BCL-2, empéchant ainsi la
formation de ce complexe (98).

L’activation de la voie IRE1a/TRAF2/INK serait impliquée dans cette étape de
nucléation de l'autophagie. En effet, Ogata et al. ont montré que la formation des
autophagosomes dans des cellules de neuroblastome était induite lors d’un stress et
linhibition d’IRE1a et/ou de JNK inhibait ce phénoméne (35). Cependant, la
formation des autophagosomes dans ce type cellulaire ne serait pas impactée par
inhibition d’ATF6 et de PERK. Le mécanisme par lequel cette branche de 'UPR
induirait I'autophagie serait en partie lié a la phosphorylation de BCL-2 par JNK
entrainant sa dissociation de Beclin-1 nécessaire pour la formation du complexe avec
PI3K (92). Ainsi I'activation de JNK dans les phases précoces activerait I'autophagie
cytoprotectrice, alors qu’une activation prolongée dans le temps de JNK induirait
I’'apoptose (35). De plus, comme détaillé précédemment, la diminution de la quantité
en BCL-2 par CHOP participerait également a cette dissociation de Beclin-1/PI3K
(90). Enfin, il a été démontré qu’ATF4 induit I'expression de Beclin 1 (99).

La branche ATF6 serait également impliquée dans cette étape de I'autophagie
mais par une voie qui serait dépendante de I'lFNy. En effet cette cytokine de défense
contre les pathogénes induirait I'’hétérodimérisation d’ATF6f avec C/EBP-B
préalablement activé, pour induire I'expression de DAPK1 (Death Associated protein
Kinase 1) (100). Le mécanisme d’action de DAPK1l dans l'autophagie serait

multiple : DAPK1 phosphorylerait Beclin-1 entrainant sa dissociation de BCL-2(101),
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et il se lierait également a MAP1B (Microtubule-associated protein 1B) impliqué dans

I’élongation de I'autophagosome (102).

Expansion et élongation de la vésicule :

L’élongation de [l'autophagosome se réalise par deux systemes de
conjugaison, analogues aux systémes d’ubiquitinylation des protéines.

Le premier est un complexe formé d’ATG12/ATG5/ATG16L1, nécessaire pour
la formation de la membrane. ATG12 est d’abord activé par ATG7 (analogue de
'enzyme E1) par une réaction ATP dépendante. Ainsi, ATG12 peut se lier de
maniére covalente a ATGS5 grace a l'intervention d’ATG10, puis ensuite ce complexe
ATG12-ATG5 peut recruter ATG16-L1. Ce dernier complexe permet alors le
recrutement d’'un autre complexe MAP1LC3 sur I'autophagosome en formation.

Ce complexe MAP1LC3 (Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain
3B) aussi appelé LC3 intervient dans la biogénése de I'autophagosome. La protéase
ATG4B clive le résidu arginine du précurseur LC3 (proLC3) pour produire LC3-I situé
dans le cytosol. La liaison covalente au phosphatidyléthanolamine (PE) par ATG7 et
ATG3 (enzyme E2) permet de former LC3-ll, associé a I'autophagosome. Cette
conversion LC3-1 en LC3-1l est notamment utilisée comme un marqueur cellulaire
d’identification et de suivi des autophagosomes. LC3 fait partie de la famille d’ATG8
qui comprend également les y aminobutyric acid receptor-associated proteins
(GABARAPS), qui sont des protéines qui s’integrent également a la membrane de
'autophagosome. Ainsi, ces protéines interviennent dans [I'élongation et le
recrutement d’effecteurs et de récepteurs pour la capture des substrats a éliminer
comme p62 (Sequestosome-1l), qui agit comme un récepteur des substrats
ubiquitinylés, ou encore NBR1 (Next to BRCA1 gene 1 protein).

Lors d’un stress, la branche PERK/elF2a/ATF4/CHOP contribue a cette étape
d’élongation de I'autophagosome (99,103). En effet, ATF4 permet I'induction de la
transcription des genes codant pour les deux systémes de conjugaison impliqués
dans I'élongation de l'autophagosome : ATG16L1, ATG12, MAP1LC3, ATG3 et
GABARAP-L2 via sa liaison au motif AARE (amino acid response elements) aussi
appelé CARE (C/EBP-ATF Response Element) présent sur le promoteur de ces
derniers (99,103). De plus, ATF4 s’hétérodimérise avec CHOP pour induire
'expression d’ATG7, NRB1, P62 (99,103). Enfin, CHOP se lie sur le motif CHOP-RE
des promoteurs d’ATG10, GABARAP et ATG5 pour induire leurs expressions
(99,103).
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En revanche, XBP1 de la branche IRE1a a montré un effet inhibiteur sur cette
étape de l'autophagie. En effet, XBP1 inhiberait FoxO1 (Forkhead box protein O1) un
inducteur de l'autophagie, suggérant la dualité d’action de cette voie de signalisation

en réponse aux protéines mal-conformées(104-106).

Maturation de 'autophagosome :
L’étape finale de I'autophagie comprend le transport de I'autophagosome par

le réseau de microtubule et la fusion de celui-ci avec les lysosomes, pour former
I'autolysosome, dans lequel le contenu sera dégradé par des hydrolases résidantes.
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Figure 10 : Autophagie (ERAD II). L’autophagie est initiée par le complexe ULK1, permettant la formation de la
double membrane appelée phagophore. Ce complexe est modulé positivement par 'AMPK, senseur de I'énergie
intracellulaire, et négativement par le complexe mTORCL. Le recrutement de Beclinl apres dissociation avec BCL-
2 permet la nucléation, lincurvation du pré-autophagosome et la construction de I'autophagosome. Ensuite,
I’élongation de celui-ci est réalisée par deux systémes ATG12/ATG5/ATG16L1 et LC3/GABARAP. Ceux-ci sont
également impliqués dans le recrutement d’effecteurs nécessaires a la capture des substrats a éliminer. Ensuite cet
autophagosome sera fusionné aux lysosomes, pour former I'autolysosome dont le contenu sera dégradé par les
hydrolases lysosomales.

[.2.5. Métabolisme

L’'UPR permet de restaurer I’homéostasie protéique en augmentant
principalement les capacités de repliement et de dégradation des protéines.
Cependant, d’'un point de vue métabolique, cela est consommateur en énergie (ex :
besoin I’ATP pour I'activité des protéines chaperons), en acides aminés (ex : pour la
synthese des protéines), mais aussi en sucres (ex: pour les modifications post-

traductionnelles).
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Ainsi, l'activation de la branche PERK induit I'expression de transporteurs
d’acides aminés (neutral amino acid transporter), d’enzymes impliquées dans la
synthése des acides aminés (Asparagine synthetase, aspartate amino-tranférase,
pyrroline-5carboxylate reductase), dans la liaison des acides aminés aux ARNt pour
la traduction (Trp-tRNA-S, glycyl-tRNA synthetase) ou encore dans le métabolisme
glucidique (glutamine-fructose 6 phosphate amidotransferase) (107). La réponse de
'UPR via PERK est anticipatrice c’est-a-dire qu’elle est initiée par le flux protéique et
non par la déplétion en acides aminés qui active GNC2 et phosphoryle eiF2a
également (37) .

[.2.6. Réponse antioxydante

Lors d’un stress du RE, des espéces réactives de I'oxygéne (aussi appelés
ROS : Reactive Oxygen Species) peuvent étre geénérées suite aux processus
métaboliques cellulaires (comme la phosphorylation oxydative). Face a ce stress
oxydant, il est ainsi nécessaire et vital pour la cellule de détoxifier ces composes.

Ainsi, I'activation de la voie UPR et en particulier de la branche PERK via
ATF4 et Nrf2 induit une réponse antioxydante (46).

En effet, Nrf2 via sa liaison sur le motif ARE des promoteurs, induit
'expression d’enzyme antioxydantes comme NQO1 (NADPH Quinone
Oxydoreductase 1)(108), HO-1 (Heme oxygenase 1), GST (Glutathione S-
transferase)(109), GCLC (y glutamylcysteine synthetase)(110), ainsi que le
transporteur cellulaire cysteine-glutamate exchange transporter(111), empéchant
lefflux du glutathion. Aussi, ATF4 augmente la biosynthese du glutathion, essentiel
pour I'élimination des ROS (112).

[.2.7. Connexion avec des voies de survie cellulaire

Par 'ensemble des mécanismes adaptatifs induits par 'UPR [l'activation de
cette voie permet de rétablir 'homéostasie protéique et contribue ainsi, a la survie
des cellules. En plus de cela, il a été démontré que l'activation de la voie UPR
induisait des mécanismes de pro-survie.

En effet, Guo et ses collegues ont montré qu’XBP1s induisait la voie ERK1/2
(Extracellular signal-regulated kinase 1/2), impliquée dans la survie cellulaire (113) et

diminuait I'expression de CHOP favorisant la croissance des chondrocytes (114).
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De plus, l'activation de la voie UPR entraine I'activation de la voie de pro-
survie NFkB (Nuclear factor NF-kappa-B): IRE1 interagit avec IKK (Inhibitor of
nuclear factor kappa-B kinase) pendant le stress, permettant la phosphorylation
d’'IKBa qui sera dégradé par le protéasome. IKB forme un complexe avec NFkB le
facteur de transcription. La phosphorylation d'IKB entraine une dissociation du
complexe avec NFkB qui peut aller au noyau et induire les genes de pro-survie.
PERK contribue également a l'activation de la voie NFkB du fait de I'arrét de la
traduction globale qui entraine une diminution de la traduction d'IKBa et qui présente
une courte demi-vie (115). Ainsi, IRE1a est un pivot du destin cellulaire car il
intervient aussi bien dans la survie cellulaire mais aussi dans la mort cellulaire (116).

Enfin, pendant la phase adaptative CHOP induit TRB3 (Tribbles 3)
cytoplasmique permettant la translocation de la procaspase 3 dans le noyau la
protégeant de son activation et contribuant & la survie cellulaire (117) .

[.3. La mort cellulaire

Il existe deux formes de mort cellulaire : 'apoptose et la nécrose. La premiere
est une mort cellulaire programmeée, conduisant a la condensation nucléaire et
cytoplasmique en vésicules, ou corps apoptotiques, et ou I'intégrité de la membrane
plasmique est conservée. Ces vésicules seront ensuite reconnues et dégradées par
des macrophages de I'environnement : ’homéostasie tissulaire est donc maintenue.
Il existe différentes voies d’activation de I'apoptose cellulaire dont la voie extrinseque,
stimulée par des signaux de morts extracellulaires, et la voie intrinseque
mitochondriale. A 'opposé, la nécrose quant a elle est une mort cellulaire qui survient
généralement lors d’'un dommage tissulaire, par lequel la cellule va gonfler et éclater,
déversant ainsi son contenu dans le tissu environnant et provoquant une
inflammation de celui-ci (118).

Il est admis que lorsque le stress est trop intense ou de durée trop importante,
la voie UPR peut induire la mort cellulaire, protégeant ainsi I'organisme des cellules
présentant des protéines mal-conformées et potentiellement toxiques. Différents
mécanismes induits par 'UPR ménent a la mort cellulaire, en particulier par le facteur
de transcription CHOP, qui est induit principalement par la voie PERK et dont
l'inhibition in vitro et in vivo contribue a la survie cellulaire ; mais également par les

autres branches de 'UPR comme la voie IRE1a.
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[.3.1. La voie intrinségue mitochondriale de ’apoptose

.3.1.1. Présentation de la voie mitochondriale de ’apoptose

La voie intrinséque de I'apoptose peut étre induite par la voie extrinséque ou
encore par la dérégulation de la balance entre les protéines pro-apoptotiques et les
protéines anti-apoptotiques Bcl-2. Ces derniéres séquestrent des protéines
apoptotigues comme Bad, Bax, Bim, Noxa ou encore Puma. Bax et/ou Bak lorsqu’ils
sont libres peuvent former des canaux au niveau de la membrane mitochondriale,
conduisant a I'augmentation de la perméabilité de cette organelle. Cela est alors
responsable de la libération de protéines dans le cytoplasme comme le cytochrome
c. Cette protéine recrute alors APAF-1 (Apoptosis activating Factor-1) pour former le
complexe cytosoliqgue d’apoptosome, nécessaire pour le recrutement et I'activation
de la pro-caspase 9, puis de la pro-caspase 3. Les caspases sont des protéases a
cystéines qui induisent la protéolyse de protéines cibles, elles sont dites activatrices

ou effectrices en fonction de leur rang dans la cascade. Elles existent sous forme de

pro-enzymes inactives au sein du cytoplasme (Figure 11).
LR

Récepteur de mort
. 2 FADD
Calpaines Pro-caspase 8

l

el Caspase3 Rl Caspase9 g \W %Pro-caspaseg

Apoptose gk @ ﬁ
=~ ™~ iy ——
») o
Apoptosome BAX/BAX

E=x

Mitochondrie

Figure 11 : La réponse apoptotique. La voie extrinséque de I'apoptose induit par I'activation de récepteur de
mort permet I'activation de la caspase 8. Cette derniére peut induire la voie intrinséque mitochondriale par le
clivage de Bid en T-Bid impliqué dans la perméabilisation mitochondriale, mais peut également induire la cascade
des caspases dont la finalité est I'apoptose. La voie intrinséque mitochondriale est induite par un déséquilibre
entre les protéines pro-apoptotiques (Bim, Bax, Bak, Puma, Noxa, Bad ...) et antiapoptotiques (Bcl2, McL1 ...).
BAX et BAK forment des canaux au niveau de la mitochondrie permettant la libération du cytochrome c, qui,
associé a APAF1 et la pro-caspase 9 forment I'apoptosome. Celui-ci permet I'activation de la cascade des
caspases et donc de I'apoptose. Il y a également libération de diablo, un inhibiteur de XIAP lui-méme inhibiteur de
certaines caspases.
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.3.1.2. Implication de CHOP dans la voie mitochondriale

Le facteur de transcription CHOP, de la famille C/EBP, présente dans son
promoteur deux motifs distincts : ERSE et C/EBP-ATF(119). Ainsi, il est donc induit
par ATF4 (119), et pourrait étre également induit par XBP1s et ATF6f via le motif
ERSE, mais cette induction n’a pas été démontrée (63). CHOP peut étre également
induit par d’autres voies comme p38 MAPK (Mitogen-activated protein kinase) (120).
Ainsi CHOP est un facteur de transcription résultant de I'activation d’'une ou plusieurs
voies de 'UPR.

CHOP contribue a l'induction de la voie intrinséeque de I'apoptose car |l
diminue I'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl2, et augmente I'expression
des protéines pro-apoptotiques comme Bim (121) et PUMA (122), faisant ainsi
pencher la balance vers I'apoptose (90,123). CHOP induit également la translocation
de BAX du cytosol a la mitochondrie contribuant & ce phénoméne de
perméabilisation mitochondriale (124).

De plus, CHOP induit une déplétion du stock cellulaire en glutathion GSH,
elément essentiel pour la détoxification des radicaux libres, des espéces
électrophiles et pour le maintien de I'intégrité des protéines en prévenant I'oxydation
des thiols et en réduisant les ponts disulfures (90). Par cette action, CHOP contribue
a la génération d’espéces réactives de I'oxygéne ROS déléteres pour la cellule. En
effet, ceux-ci stimulent la dissociation du cytochrome c a la cardiolipine et contribuent
également a la formation de pores mitochondriaux. Cette génération de ROS est
renforcée par I'induction de I'expression d’ERO1a par CHOP, une oxydase impliquée
dans la formation des ponts disulfures dans les protéines. En effet, la surexpression
d’ERO1a est nocive pour la cellule car elle contribuerait a I’hyperoxydation de la
lumiere du RE, accentuant le mauvais repliement des protéines synthétisées et
contribuant aussi a la formation de ROS impliqués dans la mort cellulaire (125).

Aussi, CHOP lorsqu’il dimérise avec ATF4, induit I'expression de TRB3
(Tribbles 3), une pseudokinase qui est impliquée dans le rétrocontréle négatif de
CHOP (94), et qui présente des fonctions anti-apoptotiques(117). Ainsi, TRB3
présente, comme I'UPR, une dualité d’action et est également impliquée dans
'apoptose des cellules. En effet, les produits générés par le clivage de TRB3 par la
caspase 3 sont impliqués dans une boucle de rétrocontrdle positif de I'apoptose
(117).
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.3.1.3. Implication de la voie PERK/ elF2a dans la voie

mitochondriale

XIAP (X-linked inhibitors of apoptosis) est une protéine anti-apoptotique qui se
lie aux caspases, bloquant ainsi leur activité protéolytique. L’activation de la voie
PERK, en particulier lorsqu’elF2 a est phosphorylé, diminue la traduction de cette
protéine XIAP, qui, associé a 'augmentation de l'ubiquitination de XIAP par ATF4,
promeuvent sa dégradation et donc contribuent au maintien de l'activité caspase
(126). Aussi ATF4 serait essentiel a I'induction des protéines pro-apoptotiques Puma
et Noxa (127).

.3.1.4. Implication de la voie IRE1

La voie IRE1/TRAF2/ASK1/JNK est également impliquée dans I'apoptose. Les
protéines JNKs appartiennent a la grande famille des MAPK, et son activation
continue, par phosphorylation, est impliquée dans I'apoptose cellulaire, alors que son
activation aigue et transitoire serait impliquée dans la prolifération cellulaire, montrant
encore la dualité d’action de cette voie UPR (128,129). JNK phosphorylé va au
noyau ou il active des facteurs de transcription comme AP1, Jun D, ATF2, ATF3 ou
encore c-Myc et p53. JNK phosphoryle également les protéines BCL2 anti-
apoptotiques supprimant leurs effets, et phosphoryle des protéines pro-apoptotiques
Bim, Bmf activant leurs effets. JNK permet également le clivage de Bid en tBid
impliqué dans la perméabilisation mitochondriale par l'inhibition des protéines Bcl-2
(130).

De plus IRE1a interagit directement avec BAX et BAK. Cette interaction serait
impliquée dans l'activation de la voie IRE1q, indépendamment de la fonction pro-
apoptotique de ces protéines, mais cela renforce le lien entre cette branche IRE1 a et

le destin cellulaire (131).

[.3.2. La voie extrinseque de ’apoptose

La voie extrinseque de l'apoptose est induite par la liaison de ligands
extracellulaires, signaux de morts, sur des récepteurs de morts. L’activation de ces
récepteurs permet le recrutement et 'activation de la pro-caspase 8. Cette derniere
peut induire la mort cellulaire par différentes voies : une voie directe par I'activation
de la cascade des caspases ; ou encore par la voie mitochondriale par le clivage de

Bid en tBid (Figure 11).
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Ainsi, il a été démontré que CHOP induisait I'expression de DR5 (Death
receptor 5), un récepteur de mort, renforcant la démonstration de son effet
apoptotique dans 'UPR (132,133).

[.3.3. Apoptose induite par ’activation de la caspase 12

Le RE est la principale organelle responsable du stockage du calcium dans la
cellule. La libération de calcium lors d’'un stress, de I'ordre du millimolaire, permet
I'activation de la m-calpaine, une cystéine protéase impliquée dans le clivage de
nombreux substrats et en particulier de la pro-caspase 12 en caspase 12 puis de la
cascade des caspases (134). La libération de calcium jouerait donc un role
supplémentaire dans l'induction de I'apoptose dans la cellule suite au stress du RE
(Figure 11).

ERO1a induit par CHOP contribue a la libération de calcium dans le
cytoplasme, contribuant a l'induction de I'apoptose de maniére calcium dépendant
(88,118,134).

De plus, I'activation d'IREla et B lors d’'un stress, et en particulier de leur
activité kinase, permet le recrutement de TRAF2. Dans les cellules non stressées,
TRAF2 forme un complexe stable avec la pro-caspase 12. La dissociation de
TRAF2/pro-caspase 12 lors d’'un stress permet l'activation de cette caspase

impliquée dans l'initiation de I'apoptose (33).

.3.4. La mort cellulaire par autophagie

Il existerait une mort cellulaire programmée non apoptotique mais
autophagique (135). En effet, une sur-activation de ce processus physiologique
normalement protecteur, pourrait étre délétere pour la cellule et contribuerait a la
mort cellulaire. Ainsi plusieurs études démontrent cet effet néfaste, qui varie en
fonction du type cellulaire étudié ainsi que de la nature et de la concentration de
I'agent stresseur (136—140). Cependant, le lien de cause a effet entre I'autophagie et
la mort cellulaire n’est pas clairement établi et cela fait I'objet de nombreux débats

(141). L’UPR est notamment décrit pour induire 'autophagie.

[.3.5. Autres implications de ’'UPR dans la mort cellulaire

L’activation de la voie UPR en particulier de la branche PERK conduit a la

phosphorylation d’elF2 a et cela a pour conséquence, entre autre, un arrét global de
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la syntheése protéique ainsi qu'une synthése sélective de certaines protéines.

CHOP et ATF4 induisent I'expression d'un facteur de transcription ATFS5,
préférentiellement traduit lorsqu'elF2a est phosphoryle (142). ATF5 induit
I'expression de génes impliqués dans I'apoptose comme Noxa, Apaf-1. Aussi, la
phosphorylation d’elF2 a bloque I'expression des protéines de survie MCL1 (Induced
myeloid leukemia cell differentiation protein Mcl-1) de la famille BCL2 et contribue
ainsi a I'apoptose (143).

Enfin, IRE1a est capable de dégrader des microARNs, qui sont des
régulateurs négatifs de I'expression génique, et en particulier ceux qui répriment la
traduction de '’ARNm de la caspase 2, entrainant I'entrée en apoptose(144). De plus,
la destruction du microARN-17 augmente la stabilit¢ de 'ARNm de TXNIP
(Thioredoxin-interacting protein) qui active linflammasome NLRP3 (NACHT, LRR
and PYD domains-containing protein 3), causant le clivage de la procaspase 1 et la
sécrétion d’IL1 B(145). Aussi, I'activité RIDD serait un des points clés de I'orientation
de 'UPR vers l'apoptose. En effet, il a été observé une augmentation de l'activité

RIDD lorsque le destin cellulaire s’engage vers la mort (31).

|.4. Dualité de réponses de ’'UPR

Dans la littérature, de nombreuses études étudient I'inhibition ou l'activation
d’'une branche de 'UPR pour en déterminer son effet sur un événement. Cependant,
les trois branches de 'UPR fonctionnent simultanément au sein de la cellule. De
plus, plusieurs divergences ont été observées dans les réponses induites par 'UPR.
Cela peut étre imputé aux variabilitts des modéles cellulaires ainsi qu’aux agents
stresseurs utilisés.

A travers cette présentation générale des effets de I'activation de la voie UPR,
nous ne pouvons que confirmer sa dualité d’action sur le destin cellulaire. Ainsi,
guand est-ce que la réponse induite par 'UPR conduit—elle a la mort cellulaire plutét
qua la survie? |l s’agit la dune information cruciale pour la recherche
pharmaceutique, car des cibles potentielles pourraient n’étre que transitoirement
disponibles.

Différentes théories sont avancées comme ['activation préférentielle d’'une
branche plutét qu’'une autre, la cinétique d’activation des différentes branches de

I'UPR, ou encore basée sur les rétrocontroles entre les voies.
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[.4.1. Hypothése sur ’activation préférentielle d’'une branche de 'UPR

Lin et ses collaborateurs ont pour la premiere fois essayé de trouver un
rationnel moléculaire sur le destin cellulaire induit par 'TUPR. Dans leurs travaux ils
démontrent que les branches IRE1a et ATF6 sont atténuées lors d’un stress
persistant, alors que l'activation de la branche PERK persiste, notamment par
I'expression de CHOP qui conduit a la mort cellulaire. Ainsi, ils concluent alors que
I’activation des 3 branches lors d’un stress et en particulier d'IRE1a offre une fenétre
d’opportunité pour rétablir 'homéostasie cellulaire. Si cette derniere n'est pas
atteinte, les voies IRE1a et ATF6 s’atténuent, faisant pencher la balance de la
décision sur le destin cellulaire vers I'apoptose, ou la voie PERK joue un réle crucial
(1) (Figure 12).

Accumulation de protéines mal -conformées Temps

Figure 12 : Hypothése sur I'activation préférentielle d’'une branche de I’'UPR sur le destin cellulaire. Lors
d’'un stress réticulaire, I'ensemble des branches de I'UPR sont activées. Lorsque le stress persiste les branches
IRE1 et ATF6 s’atténueraient alors que la branche PERK persisterait pour conduire a la mort cellulaire.

1.4.2. Hypothése sur la cinétique d’activation

Walter et ses collaborateurs suggérent quant a eux que I'apoptose induit par
'UPR n’est pas due a I'activation préférentielle d’'une des branches de 'UPR mais
serait plutoét due aux différences de cinétique d’activation de celles-ci. lls démontrent
ainsi qu’un pic d’expression d’XBP1s de la voie IRE1a apparait plus rapidement dans
les cellules qui survivent que dans les cellules qui succombent au stress.
L’hypothése émise est alors une réponse protectrice de la voie IRE1a qui permet
d’agir rapidement (la quantité d’XBP1s ne semble pas étre déterminante dans cette
réponse). De plus, ils ont montré qu’un faible taux d’expression du facteur de
transcription ATF4 de la voie PERK permettait la survie cellulaire. Ainsi, ils concluent

que si les cellules montrent un pic d’expression de ces deux facteurs de transcription,
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XBP1s et ATF4, au méme moment, les cellules succombent au stress. A l'inverse, un
pic d’expression d’XBP1s précédant celui d’ATF4 serait plutdét un signe de survie
cellulaire (146) (Figure 13).
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Figure 13 : Hypothése de la cinétique d’activation de I'UPR sur le destin cellulaire. Un pic simultané
d’expression d’XBP1s et d’ATF4 contribuerait a la mort cellulaire, alors qu’un pic d’expression décalé dans le
temps serait plutét favorable a la survie.

1.4.3. Hypothése du déséquilibre des rétrocontrbles entre les branches
de 'UPR

Une autre théorie repose sur les différents rétrocontrles présents au niveau
de cette voie UPR (Figure 14).

Tout d’abord il existe un rétrocontrole négatif de la branche IRE1a sur la
branche PERK, en lien avec la premiere hypothese. En effet, la branche IREla par

son facteur de transcription XBP1s induit 'expression de p58'¢

(Protein kinase
inhibitor of 58 kDa) (63). Cette protéine appartenant a la famille des HSP40 interagit
avec PERK pour inhiber son activité kinase, diminuant ainsi la phosphorylation
d’elF2a et permettant le retour a la traduction globale des protéines, qui peut étre
délétére si ’homéostasie protéique n’est pas rétablie (147).

Aussi, il existe des rétrocontrbles négatifs au sein d’'une méme branche de
'UPR. En effet, au sein de la voie PERK, I'expression de GADD34 est induite par
ATF4, permettant la déphosphorylation d’EIF2a, réalisée préalablement par
'activation de PERK (148). De la méme facon, il existe un rétrocontréle négatif au
sein de la branche IRE1a. En effet, il a été démontré qu’XBP1u réprimait les facteurs
de transcription XBP1ls et ATF6f. En effet, XBP1u peut former un complexe avec
XBP1s et ATF6f dans le noyau. Ces complexes seront dégradés dans le cytoplasme
par le protéasome du fait de la présence d’'un domaine de dégradation sur XBP1u

(149,150).
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De plus, des différences de stabilité entre des protéines de survie et des
protéines de mort induites par 'UPR ont été décrites. En effet, GRP78 qui est une
protéine de pro-survie présente une longue demi-vie de son ARNm ainsi que de sa
protéine (environ 46h), alors que la protéine pro-apoptotique CHOP présente une
demi-vie relativement courte (entre 2 et 3h pour 'TARNm, et 4h pour la protéine)
(151).

Pour conclure sur cette hypothese, par ces différents rétrocontrdles négatifs
sur les branches de 'UPR, la cellule garantie un certain équilibre de la réponse.
Ainsi, un déséquilibre de ceux-ci par l'intensité et la durée du stress généré pourrait
étre a l'origine de la réponse apoptotique par l'atteinte d’un seuil d’expression de

CHOP responsable de l'induction apoptotique (152).

PERK IREla
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Figure 14 : Hypothése du déséquilibre des rétrocontréles de I’'UPR sur le destin cellulaire. Il existe différents
rétrocontréles dans la voie de 'UPR, au sein de la méme branche mais aussi entre les différentes branches. Au
sein de la branche IRE1a, XBP1u est un répresseur de I'expression d’XBP1s et d’ATF6f. Au sein de la branche

PERK, ATF4 induit GADD34 impliqué dans la déphosphorylation d’elF2a. Entre les différentes branches, XBP1s
induit I'expression de p58 K responsable de I'inhibition de I'activité kinase de PERK.

1.4.4. E2F1,laprotéine qui fait pencher la balance ?

E2F1 est un facteur de transcription impliqué dans différentes fonctions
cellulaires comme la prolifération, la différenciation ou encore la mort cellulaire. La
régulation de I'expression E2F1 pourrait étre la clé de du destin cellulaire suite a
I'activation de la voie de signalisation UPR (153). En effet, suite & un stress du RE,
XBP1s induit I'expression d’E2F7. Celui-ci, avec ATF6, lient le promoteur d’E2F1

résultant en la répression de I'expression d’E2F1. La synchronisation (dans I'espace
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et dans le temps) des deux voies de 'UPR, IRE1a et ATF6, serait donc nécessaire
pour réprimer I'expression de ce facteur de transcription. La diminution de
'expression d’E2F1 entraine l'augmentation de I'expression des facteurs pro-
apoptotiques Noxa et Puma. Ainsi, la répression de la transcription d’E2F1 serait
donc le point de non-retour de 'UPR conduisant a la mort cellulaire (127) (Figure
15).

Mort

Temps

ER stress

Figure 15 : Hypothése sur I’expression d’E2F1 sur le destin cellulaire induit par PFUPR. XBP1s induit
I'expression I’E2F7. Ce dernier, avec ATF6 lie le promoteur d’E2F1 pour réprimer son expression. La diminution
de l'expression d’E2F1, par la synchronisation dans le temps et dans I'espace des voies IRE1a et ATF®G,
contribuerait a la mort cellulaire.
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Partie Il - Réle de I’'Unfolded Protein Response dans la

physiopathologie du cancer
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Les cellules cancéreuses proliferent et survivent dans un environnement
tumoral, normalement incompatible a la croissance rapide et a I'expansion clonale.
En effet, cet environnement est faiblement vascularisé, limitant les apports en
oxygene, en nutriments, en glucose, en facteurs de croissance etc. (154), qui sont
des éléments essentiels pour la survie cellulaire. Ainsi, de telles conditions devraient
normalement conduire a la mort des cellules. Cependant, les cellules tumorales
utilisent des voies adaptatrices, comme I'UPR, pour faire face a ce stress généré par
I'environnement. Ainsi 'UPR constitue une voie « d’addiction non oncogéne » pour

les cellules tumorales (Figure 16).

( ) ( )

Hypoxie Privation Acidose Activation  Croissance Perte des suppresseurs
\ en nutriment d’'oncogenes rapide de tumeurs |
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Activation de la voie UPR

Adaptation Autophagie Angiogenese Métastase Dormance Résistance

L — Progression tumorale J

Figure 16 : Implication de 'UPR dans le cancer. Différents stress extrinseques, propres a I'environnement
tumoral (hypoxie, privation en nutriment, acidose) et intrinséques, propres aux caractéristiques de la cellule
cancéreuse (activation d’oncogénes, croissance rapide, perte de suppresseurs de tumeurs) contribuent a
I'activation de la voie UPR. L’'UPR dans les cellules cancéreuses serait impliqué dans l'adaptation a
I'environnement, I'autophagie, I'angiogénese, les métastases, la dormance, les résistances aux traitements,
contribuant & la progression tumorale.

I.1. Adaptation des cellules a P’environnement tumoral

I1.1.1. Adaptation a I’hypoxie

L’hypoxie, qui est une diminution de la quantité en oxygene dans un tissu, est
toxique pour les cellules saines mais aussi pour les cellules cancéreuses (altération
des lipides, dommages de I'ADN ...). Ces dernieres développent alors des

changements génétiques et adaptatifs pour survivre et proliférer dans ces conditions.
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Dans les conditions hypoxiques, les cellules, entre autres, changent leur
métabolisme, induisent I'expression de facteurs de transcription spécifiques comme
HIF-1 et HIF-2 (Hypoxia inducible Factor) responsables d’une réponse adaptative a
I’hypoxie ; développent 'angiogénése, qui est une production de nouveaux vaisseaux
sanguins pour augmenter I'apport en nutriments et en oxygene ; et diminuent leurs
dépenses énergétiques. La tolérance a I'hypoxie est donc cruciale et est impliquée
dans linvasion des tumeurs, dans la cascade métastasique mais aussi dans la
résistance aux traitements anticancéreux, par un manque de diffusion de ces
derniers, ou encore la résistance aux radiations ionisantes qui nécessitent la
présence d’oxygene pour provoquer des dommages de I’ADN cellulaire (Figure 17).

Il a été observé que la phosphorylation d’elF2 a était induite par I'hypoxie, de
maniére PERK dépendante et HIF-1 indépendante (155), mais dont le mécanisme
exacte est encore incertain, probablement par I'accumulation de protéines mal-
conformées induites par la perturbation de la balance redox lors de I'hypoxie. En
effet, 'hypoxie n’est pas favorable a la formation de ponts disulfures dans les
protéines et contribue donc a la formation de protéines mal-conformées. La
phosphorylation d’elF2a permet ainsi de réduire la synthése protéique, qui est le
deuxieme processus le plus énergétique de la cellule. Ainsi la branche PERK est
fortement décrite comme impliquée dans la croissance tumorale dans les conditions
hypoxiques (156,157).

Aussi, la survie des cellules tumorales en condition hypoxique serait
dépendante de I'expression d’XBP1s (158). Un lien fonctionnel entre IRE1 et HIF-1
pourrait exister du fait que I'expression transcriptionnelle et protéique d’HIF-1 est
diminuée lors de I'inhibition d’IRE1(159).

Enfin, Nrf2 est la principale réponse antioxydante de la voie de signalisation
de 'UPR. Il a été démontré que le niveau d’expression de Nrf2 était associé a de
faibles pronostics de survie des patients dans de nombreux cancers en particulier

dans le cancer du poumon (160).
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Figure 17 : Implication de ’'UPR dans I'adaptation a I’hypoxie. L'UPR est induit par I’hypoxie et contribuerait a
I'adaptation métabolique, a I'angiogenése, ainsi qu’a la réduction des dépenses énergétiques. L'ensemble de ces
effets favorisent I'invasion tumorale et la résistance aux traitements.

[1.1.2. Adaptation a la privation en nutriments et a I’acidose

Les cellules cancéreuses proliferent rapidement ce qui nécessite un apport en
nutriments adéquat (glucose, acides aminés...), indispensable a leur bon
fonctionnement (production d’ATP, synthese protéique, production d’intermédiaires
métaboliques etc.).

Il a été observé que les cellules cancéreuses changeaient leur métabolisme
glucidique comparé a une cellule saine, on parle d’effet « Warburg ». Dans des
conditions normales aérobies, le glucose est métabolisé en pyruvate, puis pris en
charge par le cycle de Krebs dans la mitochondrie. Ce cycle permet la production de
coenzymes réduites, NADH et FADH2, qui pourront étre oxydées par la chaine
respiratoire mitochondriale, on parle de phosphorylation oxydative. L’ensemble de
ces étapes permet ainsi une production importante d’ATP (environ 36 molécules
d’ATP par molécule de glucose). Cependant, les cellules cancéreuses transforment
préférentiellement ce pyruvate en lactate, malgré la présence d’oxygéne, permettant
seulement la production d’'un peu d’ATP (2 molécules d’ATP par molécule de
glucose) mais cela est fait beaucoup plus rapidement, c’'est I'effet « Warburg »
(Figure 18). Il est a lorigine d’une acidification du milieu intracellulaire et
extracellulaire, par la sécrétion des lactates dans le milieu extracellulaire. Cette

acidose lactique aurait des effets bénéfiques pour les cellules cancéreuses car cela
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contribuerait & leur survie ainsi qu’a l'inhibition des fonctions des lymphocytes T

(prolifération, sécrétion de cytokines)(161,162).
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Figure 18 : Métabolisme des cellules cancéreuses. Dans des conditions aérobies, les cellules métabolisent le
glucose en pyruvate, qui par le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative permet une production importante
d’ATP. En condition anaérobie, le pyruvate est métabolisé en lactate, permettant une faible production d’ATP. Les
cellules cancéreuses, malgré la présence d'oxygene, métabolise préférentiellement le pyruvate en lactate, on
parle d’effet Warburg.

Ainsi, les cellules cancéreuses survivent et proliferent dans un environnement
ou le manque de glucose ainsi que le pH acide peuvent engendrer des
malformations des protéines (défaut de glycosylation, défaut de repliement des
protéines par la modification de leurs charges etc.) et activer 'TUPR.

Comme détaillé dans la partie 1.2.5, I'activation de la branche PERK de 'UPR
permet I'expression de transporteurs d’acides aminés mais aussi d’enzymes
impliquées dans la synthese des acides aminés. De plus, PERK serait impliqué dans
la glycolyse des cellules cancéreuses. En effet, son inhibition dans des cellules de
gliome entraine une diminution de la production d’ATP/lactate, ainsi qu’une inhibition
de I'hexokinase 2 (enzyme responsable de la conversion du glucose en glucose-6-
phosphate) limitant la croissance tumorale (163). Il est & noter que I'hexokinase 2 est
surexprimée dans de nombreux types de cancers et est associée a un mauvais
pronostic pour les patients, peut-étre par son implication dans cet effet Warburg
(164,165).
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Enfin, la cellule cancéreuse met également en place d’autres mécanismes
pour s’adapter a cette privation en nutriments, comme 'autophagie pour les recycler
(166), mais également I'angiogenese, pour permettre un apport plus important en
nutriments et en oxygéne. L'implication de 'UPR dans ces deux processus cellulaires

a été décrite et est détaillée dans les parties 11.3 et 1.4 respectivement.

[1.1.3. Communication cellulaire

Le microenvironnement tumoral constitue un élément essentiel au
développement tumoral, notamment par les interactions qu’il entretient avec les
cellules tumorales, de maniéere direct (par contact) et indirect (via la sécrétion de
molécules). De nombreuses études in vitro ne prennent pas en compte celui-ci, du
fait de la difficulté a le mettre en place et a I'étudier, mais cela constitue un point
important pour I'étude du développement tumoral dans sa globalité. Ainsi, 'TUPR
intervient dans la régulation de ce microenvironnement par son implication dans

linflammation, la communication cellulaire et sur la réponse immunitaire (167).

Tout d’abord, GRP78, la protéine chaperon du RE associé aux effecteurs de
'UPR est également retrouvée a la surface cellulaire des cellules cancéreuses. Son
expression a la membrane est a l'origine d’'une communication cellulaire. Son
interaction avec I'a2-macroglobulin ou encore avec CRIPTO promeut la croissance
tumorale (168,169).

De plus, il a été démontré que PERK et IRE1 étaient essentiels a la sécrétion
des exosomes. Ces derniers sont des vésicules contenant de nombreux constituants,
et qui seront reversés dans le milieu extracellulaire contribuant a la communication
cellulaire (167).

I1.1.4. Inflammation

Les cellules stromales de la moelle osseuse (BMSC, Bone Marrow Stromal
Cells) sont un élément clé au développement du myélome multiple. En effet, les
plasmocytes tumoraux adherent a ces cellules via VCAM-1, une glycoprotéine de
surface. Aussi, les BMSCs sécrétent des facteurs importants a la croissance
tumorale comme I'lL6 ainsi que des cytokines promouvant la dégradation de I'os. On
retrouve parmi elles le TNFa et RANKL, qui stimulent la différenciation et I'activité

des ostéoclastes. Il a été démontré qu’XBP1s était surexprimé dans ces cellules
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BMSCs et était impliqué dans I'expression de ces protéines VCAM1, IL6 et RANKL in
vitro et in vivo. L’inhibition de son expression dans ces cellules a permis de diminuer
la croissance des cellules cancéreuses de myelome multiple (MM) ainsi que de
réduire la formation des ostéoclastes (170).

[1.1.5. Réponse immunitaire

L’'immunité anti-tumorale est également modulée par 'UPR. Les cellules
cancéreuses peuvent transmettre leur stress du RE (« Transmissible ER Stress »)
par la sécrétion de facteurs solubles et ainsi induire un stress du RE dans les cellules
de I'environnement tumoral. Ainsi, 'UPR est impliqué dans la sécrétion de facteurs
pro-inflammatoires par les macrophages (XBP1s induit I'expression d’'IL6 et de
TNFa), mais aussi dans la capacité de présentation des antigénes des cellules
dendritiques. De plus, I'activation de 'UPR dans ces cellules entraine la sécrétion de

molécules immunosuppressives comme l'arginase (171).

1.2. Transformation oncogénique

La transformation est un processus par lequel une cellule devient cancéreuse.
Cela est la résultante d’altérations génétiques qui aboutissent a ['activation
d’oncogénes, qui stimulent la croissance cellulaire, dérivant de genes normaux
appelés proto-oncogenes ; et a linactivation de génes suppresseurs de tumeurs,
dont le réle est d’'inhiber la croissance cellulaire.

Nous retrouvons parmi les oncogenes, BRAF muté, qui dérive du proto-
oncogene BRAF, une sérine/thréonine kinase impliquée dans I'envoi de signaux pour
la prolifération cellulaire. La mutation V600E sur BRAF, principalement retrouvée
dans les mélanomes, conduit a I'activation constitutive de son activité kinase, donc a
la prolifération des cellules cancéreuses. |l a été démontré que I'oncogene BRAF
induisait un stress chronique aboutissant a l'activation de 'UPR. En effet celui-ci
active l'autophagie cytoprotectrice par les voies IRE1L/ASK1/IJNK et PERK,
permettant la progression du mélanome (172,173).

Un autre oncogene est Myc, un facteur de transcription qui induit I'expression
de nombreux genes dont ceux impliquées dans le cycle cellulaire, comme les
cyclines D et E, et induit donc une prolifération cellulaire. Myc est également impliqué
dans la biogénese ribosomale, et son activation résulte en une augmentation

importante de la synthése protéique. Les oncogenes c-Myc et N-Myc activent la
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branche PERK de 'UPR dans un modéle murin de lymphome pour induire, comme
BRAF muté, l'autophagie cytoprotectrice (174).

Un dernier exemple, 'oncogene HRas, une GTPase impliquée dans la division
cellulaire. Cette protéine lorsqu’elle est mutée induit une prolifération puis une
sénescence prématurée. Il a été démontré que HRas muté induisait TUPR et en
particulier IRE1a pour induire cette sénescence prématurée via son activité RNAse,
mais est aussi important pour la prolifération tumorale induite par Ras via XBP1s
(175,176). ATF4 serait quant a lui important pour cette sortie de sénescence lors de
la transformation (177).

Parmi les suppresseurs de tumeurs, on retrouve les genes TSC 1 et 2
permettant I'expression des protéines hamartine et tubérine respectivement. Le
dimere de ces protéines inhibe le complexe mTOR. Ainsi, la perte d’expression de
ces protéines conduit a une activation constitutive de mMTOR, résultant au
développement tumoral (5). De plus, la perte de ces genes suppresseurs de tumeurs
résulte en [l'activation des voies UPR en particulier de la voie PERK via
'augmentation importante de la phosphorylation d’elF2a, mais cela rendrait plus
sensibles les cellules a un stress du RE (178,179).

Un autre suppresseur de tumeur est BRCA1l (Breast Cancer type 1
susceptibility protein), impliqué notamment dans la réparation de 'ADN. BRCAl
muté, induit la surexpression de la protéine chaperonne GRP78 (180).

Aussi, PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome
10), une protéine suppresseur de tumeur est mutée ou délétée dans de nombreux
cancers, conduisant a l'activation constitutive de la voie PI3K/AKT et ainsi a la
prolifération tumorale. Cette derniére est notamment dépendante de I'expression de
GRP78 et de la phosphorylation d’elF2a (181,182).

Ainsi, nous venons de voir que la transformation oncogénique entraine
I'activation de la voie de signalisation de 'UPR, ce qui s’interpréte par le fait qu’'une
cellule cancéreuse a besoin d’augmenter la taille de son RE pour pouvoir se diviser
tout en préservant ’homéostasie protéique nécessaire a sa survie. Cependant, y
aurait-il un lien entre le stress du RE et I'induction de cette transformation ?

Il a été démontré que lors d’un stress du RE, p53, un géne suppresseur de
tumeur, est d’autant plus dégradé par le protéasome. Cela pourrait ainsi favoriser la

transformation, mais aucun lien direct entre l'activation de I'UPR et l'induction
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d’'oncogénes n’a été établi (183). En revanche XBP1s serait un élément clé dans le
développement de la pathologie du myélome multiple (MM), un type de cancer
caractérisé par la prolifération anormale de plasmocytes tumoraux. Dans des
conditions saines, XBP1s est essentiel a la différenciation des lymphocytes B en
plasmocytes et a la sécrétion des immunoglobulines. Son réle dans la transformation
des plasmocytes a été évoqué par l'acquisition d’un phénotype de MM dans un
modele vivo de souris transgénique Ep-XBP1ls ou XBP1s est surexprimée (184)

(Figure 19).
Transformation oncogénique
@ ° ’ Suppresseurs de tumeurs

BRAF Myc HRas TSC BRCA1 PTEN
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Prolifération - Autophagie - Senescence ...
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Myélome multiple
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Transformation oncogénique

Figure 19 : Implication de la voie UPR dans la transformation oncogénique, processus par lequel une
cellule devient cancéreuse. La transformation oncogénique est la résultante de I'activation d’oncogénes (BRAF,
Myc, HRas etc.) et de I'inactivation de suppresseurs de tumeurs (TSC, BRCA1, PTEN etc.). Cette transformation
est associée a I'induction de 'UPR favorable a la cellule cancéreuse. Aussi, 'UPR pourrait également contribuer
a cette transformation oncogénique notamment par la dégradation plus importante de p53 lors d’un stress du RE
mais également par l'induction d’'un phénotype de myélome multiple lors de la surexpression d’XBP1s.

1.3. Autophagie dans la cellule cancéreuse

L’autophagie, qui est la voie de dégradation des protéines et des organelles
mais qui est aussi un mécanisme adaptatif induit par TUPR, serait impliquée dans la
tumorigénese. En effet, l'autophagie fournit une source de nutriments non
négligeable pour la cellule, certaines tumeurs seraient méme dites « autophagie-
addictes » en particulier celles ou Ras et BRAF sont mutées (185). De plus,

'autophagie est impliquée dans la survie cellulaire en condition hypoxique (186).
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Enfin, 'autophagie pourrait permettre la dégradation de p53, un gene suppresseur de
tumeur qui induit I'arrét du cycle cellulaire.

Cependant, I'autophagie, comme I'lUPR, peut présenter une dualité d’action et
étre cette fois-ci impliquée dans la suppression tumorale, en particulier dans les
premiers stades (187,188). En effet, I'autophagie permettrait de prévenir les
dommages chroniques tissulaires qui peuvent étre a lorigine de [linitiation
cancéreuse. En effet, l'autophagie permet [élimination des mitochondries
(mitophagie) endommageées, permettant ainsi de réduire la production de ROS par
ces mitochondries qui sont générateurs de dommages de ’ADN et promeuvent ainsi
la tumorigénése.

L’'implication de l'autophagie dans la tumorigénése est type cellulaire et

environnement dépendant ; il est a prendre dans son contexte tumoral global.

1.4, Angiogénese

1.4.1. Généralités

L’angiogenése est un processus important pour I'expansion du réseau
vasculaire, nécessaire pour la fourniture en oxygene et en nutriment des cellules
cancéreuses. Ce processus se realise a partir de vaisseaux préexistants, et est
contrélé par des facteurs pro-angiogéniques (VEGF, IL6, FGF-2, TGFB2, NRG1,
NGF...) et anti-angiogéniques (CXCL10, CXCL14, THBS1...). La premiére étape de
'angiogénése est appelée « bourgeonnement » et correspond a l'activation des
cellules endothéliales (cellules qui constituent la face interne des vaisseaux),
entrainant la dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire
(MEC) environnante, essentiel pour la migration de celles-ci. Ensuite ces cellules
proliferent et se différencient pour former une structure de type capillaire. Enfin, ce
nouveau vaisseau va permettre lirrigation de la tumeur (189). Le niveau
d’angiogéneése refléte le degré d’agressivité des tumeurs. Cependant, ces nouveaux
vaisseaux formés sont immatures, faiblement oxygéné, avec des interruptions du flux

sanguin conférant des cycles d’hypoxie- réoxygénation (Figure 20).
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Figure 20 : Processus d’angiogenése. Les cellules endothéliales d’'un vaisseau préexistant sont activées, la
matrice extracellulaire et la membrane basale sont dégradées permettant leur migration, c'est I'étape de
bourgeonnement. Ces cellules proliferent et se différencient pour former une structure de type capillaire
permettant lirrigation de la tumeur, c’est I'étape d’élongation.

11.4.2. Liens UPR et angiogenese

L’hypoxie, la privation en glucose ainsi qu’un stress du RE sont impliqués
dans l'angiogenese. Quels sont alors les effets de 'UPR sur I'angiogenese mais
aussi de l'induction de l'angiogenése par I'hypoxie et la privation en glucose, sur
'UPR ?

L’'induction d’'un stress du RE par des petites molécules stresseurs dites
référentes comme la Tunicamycine ou la Thapsigargine, induisent I'angiogenese
notamment par 'augmentation de I'expression de 'TARNm de VEGF-A, un facteur
pro-angiogénique. Cela a été démontré dans de multiples cellules cancéreuses et
serait indépendant d’HIF-1a, régulateur central de I'hypoxie (190-192). Ainsi,
I'activation de 'UPR favoriserait I’'angiogenese.

De plus, comme précisé dans la partie I, le VEGF peut lui-méme induire 'lUPR
en I'absence de la dissociation de GRP78 aux différents senseurs. Ainsi, le VEGF
sécrété par les cellules tumorales, permettrait I'activation de la voie UPR dans les
cellules endothéliales, par une voie impliquant la PLCy et le complexe mTORC1 et
contribuerait ainsi a la survie de ces cellules, nécessaire pour l'induction de
nouveaux vaisseaux (17).

Aussi, une hypoxie, sévere seulement, et la privation en glucose activent
également la voie UPR, et permet I'expression transcriptionnelle de VEGF-A de
maniere IRE1 dépendante dans des cellules cancéreuses pulmonaires et de gliome

(159) mais aussi PERK dépendant dans des cellules cancéreuses de la voie
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aérodigestive supérieure (192). Cela participerait alors au shift de la balance des

facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques favorable pour I'angiogenese.

Ainsi, 'activation de 'UPR dans les cellules cancéreuses semble étre une

induction favorable pour I'angiogenése (Figure 21).

AV
angiogéniques

Capillaire

Figure 21 : UPR et angiogenese. L’activation de 'UPR dans les cellules tumorales favoriserait la formation de
I'angiogenése notamment par l'induction de facteurs pro-angiogéniques.

1.4.2.1. Implication de GRP78

La protéine chaperon GRP78 aurait un réle dans ce processus d’angiogenese.
En effet, linhibition de cette protéine dans les cellules tumorales diminue
’angiogenése (193). De plus, GRP78 serait également important pour la survie des
cellules endothéliales par sa sécrétion dans le milieu extracellulaire, mais également

par sa liaison a la membrane cellulaire avec la T-cadhérine (194,195).

[1.4.2.2. Implication de la branche IRE1

L’implication de la branche IRE1a dans I’'angiogenese a été largement décrit et
en particulier dans des tumeurs du cerveau (159,191,196,197). En effet I'expression
d’'un mutant dominant négatif d'IRE1 dans un modéle de souris de gliome, inhibe
’'angiogenése tumorale, diminue la croissance tumorale et prolonge la survie des
souris. De plus, I'étude in vitro de ces cellules présentent une diminution de
'expression de facteurs pro-angiogéniques comme IL1- B, IL6, IL8, VEGF-A (197).

Cependant, I'expression de ce mutant dominant négatif d'IRE1 augmenterait le
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comportement invasif et métastasique de la tumeur. Cet effet indésirable a déja été
observé avec des traitements antiangiogéniques développés, c’est une dualité
d’action qui est donc connu (189,198,199). L’effet de [linhibition d’IRE1a sur
'angiogenése n’impliquerait pas son domaine RNase, qui serait, lui, associé a
invasion des cellules tumorales (196). En effet, il serait responsable du clivage de
I’ARNm codant pour un marqueur invasif SPARC (Secreted protein acidic and rich in
cysteine), une protéine de la matrice extracellulaire impliquée dans l'interaction et la
migration des cellules tumorales (200). Cependant, il est a noter que l'inhibition de
'angiogenése n’a été observée que lors de I'inhibition des deux activités, kinase et
endoribonucléase, d’'IRE1a.

Aussi, I'implication d’XBP1s dans I'angiogenése a été largement décrite. En
effet, I'inhibition d’XBP1s dans des cellules cancéreuses de fibrosarcome diminue
'angiogenése. A linverse, l'induction de I'expression d’XBP1s dans ces cellules
cancéreuses de fibrosarcome exprimant cette fois-ci un dominant négatif d'IRE1aq,
restaure l'angiogenése, et cela serait indépendant du facteur pro-angiogénique
VEGF-A (201). Toutefois, il a été démontré qu’XBP1s se liait au promoteur de VEGF-
A (190,191).

[1.4.2.3. Implication de la branche PERK

La branche PERK de 'UPR serait également impliguée dans le processus de
'angiogenése (202). En effet, PERK intervient dans la régulation traductionnelle via
la phosphorylation d’elF2a de transcripts proangiogéniques. Il favorise notamment la
traduction de VCIP (VEGF & type | Collagen Inducible Protein), une molécule
impliquée dans I'adhésion cellulaire et la morphogénése des capillaires ; MMP13
(matrix metalloproteinase 13), une métalloprotéase essentielle pour I'activation et la
migration des cellules endothéliales ; ou encore PDGFR- B (Platelet-derived growth
factor receptor (), le récepteur pour le recrutement des cellules progénitrices
péricytaires du capillaire (202). De plus, l'inhibition de PERK dans des tumeurs
entraine une diminution de la prolifération tumorale ainsi qu'une diminution de la
vascularisation tumorale (192,203). Enfin, linhibition d’ATF4 dans ces cellules
cancéreuses entraine une diminution de I'expression en ARNm de facteurs
proangiogénigues comme VEGF, IL6, FGF-2. ATF4, tout comme XBP1s, se lierait au
promoteur de VEGF-A (192).
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1.4.2.4. Implication de la branche ATFG6

ATF6 semble également jouer un réle dans I'angiogenése. En effet, I'inhibition
d’ATF6 diminue l'expression de 'ARNm en VEGF-A (190), mais cela pourrait
s’expliquer par I'induction d’XBP1s par ATF6 (191).

I1.5. Métastase
[1.5.1. Généralités

La dissémination de cellules cancéreuses d’'une tumeur primaire vers un tissu
distant pour former de nouvelles colonies tumorales implique plusieurs étapes,
connues comme la cascade d’invasion métastasique (204).

L’étape initiale consiste en la dissémination de cellules tumorales, c’est-a-dire
'acquisition de propriétés cellulaires pour quitter le site primaire et se disséminer
vers des tissus distants. L’'EMT (Epithelial-Mesenchymal Transition) est 'un des
processus physiopathologique mis en cause dans cette étape (205). En effet, il s’agit
d’'un mécanisme physiologique utilisé notamment lors de la réparation tissulaire mais
est également connu pour promouvoir la progression cancéreuse. L’EMT confére aux
cellules épithéliales des propriétés essentielles pour l'invasion métastatique comme
'acquisition de propriétés migratoires, d’invasion ainsi que la capacité a dégrader
des composants de la matrice extracellulaire. Ce processus complexe est orchestré
et coordonné par une série de facteurs de transcription comme Snaill, Snail2, Twist
ou encore Zeb, couplés a des modifications post-transcriptionnelles et post-
traductionnelles, régulant par exemple I'expression de molécules d’adhésion comme
la Cadhérine. Différents facteurs interviennent dans l'induction de 'EMT comme I'lL6
dans le cancer du sein (206), le VEGF dans le cancer du sein et du pancréas, faisant
un lien avec I'angiogenése (207,208), ou encre I’hypoxie.

Ensuite, la migration de cellules cancéreuses dans la circulation sanguine
(mais aussi dans la circulation lymphatique, non détaillée dans cette these) est
appelé lintravasation. La plupart des cellules qui entreront dans la circulation
sanguine seront éliminées, mais certaines arriveront a échapper au systeme
immunitaire pour se disséminer dans d’autres tissus.

Ainsi, par des interactions avec les cellules plaquettaires mais aussi avec les
polynucléaires neutrophiles, les cellules tumorales vont traverser la paroi

endothéliale des vaisseaux, c’est I'étape d’extravasation. Les cellules cancéreuses
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disséminées pourront soit étre éliminées par le tissu distant, soit entrer dans un état
de dormance dans des niches spécialisées, ou soit continuer a proliférer. Elles
devront alors s’adapter au nouvel environnement par des mécanismes adaptatifs

propres a chaque tissu (Figure 22).

Tumeur primaire

Intravasation

Figure 22 : Processus métastatique. Les cellules cancéreuses peuvent se disséminer par différents processus a
partir d’'une tumeur primaire et entrer dans la circulation sanguine afin de se disséminer dans d’autres tissus pour
former ce que I'on appelle une métastase.

[1.5.2. Implication de la voie UPR dans le processus métastatique

L’'implication de la voie UPR dans ce processus métastatique n’est pas tres
bien décrit mais on retrouve quelques données dans la littérature qui établissent un

lien.

[1.5.2.1. UPR et EMT

Tout d’abord, de nombreuses études montrent que linduction de I'EMT
activerait la voie UPR. En effet, par exemple l'induction de 'EMT par Twist dans des
cellules épithéliales du sein met en évidence I'activation constitutive de la voie
PERK/NRF2 (209). Dans une autre étude, linduction de I'EMT par SCCA1
(Squamous Cell carcinoma antigen 1), une serpine, dans les cellules épithéliales
mammaires provoque I'induction de 'UPR (210). Aussi, I'induction de 'EMT dans les
cellules cancéreuses humaines du colon, cette fois-ci par I'hypoxie (HIF-1 a) ou la
privation en nutriment, est dépendante de Zeb-1, et provoque un stress du RE
observé par 'augmentation de I'expression de GRP78 et ATF6f (211). De plus, dans
les cellules cancéreuses gastriques, I'induction de 'EMT par I'’hypoxie sévére induit
'UPR et l'inhibition de cette voie reverse les caractéristiques phénotypiques de
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'EMT(212). Enfin, un dernier exemple, la surexpression de LOX-L2 (Lysyl oxidase-
like 2) induit TEMT et est associé a un phénotype cellulaire invasif. LOX-L2 interagit
avec GRP78 et active ainsi 'UPR, en particulier la branche IRE1/XBP1(213).
Cependant, 'EMT dans des cellules cancéreuses du sein se caractérise par
I'activation de la branche PERK mais pas de la branche IRE1. Ainsi, on remarque
que l'implication d’'une branche plus qu’une autre de I'UPR est dépendante du

contexte physiopathologique et est type cellulaire dépendant (214).

Aussi, les scientifiques ont également cherché a savoir si I'activation de 'UPR
pouvait contribuer a l'induction de 'EMT, et il semblerait que cela soit le cas. En effet,
linduction d’'un stress du RE dans les cellules épithéliales alvéolaires par la
Tunicamycine induirait 'EMT, du fait de I'observation de la diminution des marqueurs
épithéliaux comme I’E-Cadhérine, et 'augmentation de marqueurs mésenchymateux
comme la Vimentine, N-Cadhérin, a-SMA. Ce processus serait notamment medié par
Smad et Src kinases, et dont la phosphorylation serait modulée par IRE1 (215). De
plus, il a été démontré qu’XBP1 interagissait avec les promoteurs des facteurs de
transcription de 'EMT : SNAIL, SNAI2, ZEB2, TCF3 (Figure 23).

LOXL2
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SCCA1l
Privation en Twist Hvooxic
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Figure 23 : Implication de ’'UPR dans PEMT. L’induction de 'EMT, par différents facteurs de transcription, la
privation en nutriments ou encore I'hypoxie, activerait 'UPR. De plus, I'activation de 'UPR pourrait également
contribuer & ce processus notamment par I'acquisition de marqueurs mésenchymateux.
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[1.5.2.2. Autres liens UPR et métastases

[I'y aurait également un lien entre 'UPR et le processus métastatique via
LAMP3. LAMP3 (Lysosomal associated membrane protein 3) est une protéine
associée a la membrane lysosomale dont la surexpression stimule la formation de
meétastases dans des modéles animaux de xénogreffes tumorales (216). Son
expression est ainsi corrélée a la capacité métastatique dans le cancer du sein, du
colon et avec I'’hypoxie dans le cancer du col de l'utérus (217). L’expression de cette
protéine est notamment induite pendant I'hypoxie d’'une maniére PERK/ATF4
dépendante et HIF-1 indépendante (217-220). LAMP1 est impliquée dans la
formation de filopode dans les cellules tumorales migratrices, une hypothése serait
gue LAMPS ait des fonctions similaires, avec peut étre un rbéle supplémentaire dans

I'adhésion aux cellules endothéliales vasculaire facilitant 'extravasation.

11.6. Dormance
11.6.1. Généralités

La dormance ou la quiescence est un processus par lequel une cellule arréte
de se diviser, elles présentent ainsi un arrét en phase GO0/G1 du cycle cellulaire
(221). La dormance se distinguerait de la sénescence par la réversibilite¢ du
processus. En effet, les cellules dormantes seraient capables de proliférer a nouveau
sous l'effet de stimulus, alors que les cellules sénescentes ne le pourraient pas. La
sénescence serait donc impliguée dans des processus physiologiques comme la
survie des cellules mémoires T ainsi que dans des conditions physiopathologiques
comme par exemple les dysfonctions liées a 'age. Malgré de fortes similarités, il
existerait ainsi des différences moléculaires entre ces deux processus. Cependant, la
distinction entre les deux termes dans la littérature n’est pas trés bien établit. La
dormance serait caractéristique des cellules souches ainsi que des cellules
cancéreuses. Dans ce dernier cas, elle serait notamment induite en réponse a des
conditions environnementales défavorables. Dans la physiopathologie du cancer, la
dormance des cellules cancéreuses peut étre percue de deux manieres opposées.
Tout d’abord, elle peut étre percue comme une barriére a la progression tumorale
établissant un mécanisme suppressif tumoral. A l'inverse, elle peut constituer une
phase de progression du cancer ou les cellules disséminées dormantes, conferent un

risque de rechute important ainsi qu’une résistance aux traitements.
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[1.6.2. Implication de la voie UPR

La voie UPR semble impliguée dans la dormance des cellules tumorales
disséminées notamment par le fait que 'UPR contribuerait a la survie de ces cellules.
De nombreuses études ont été menées pour comprendre les différences entre des
cellules humaines métastatiques de carcinome squameux (T-Hep3) et des cellules
guiescentes de méme origine (D-Hep3). Les cellules dormantes montrent notamment
une activation importante de p38, connu pour induire un arrét de la croissance.
L’étude des genes cibles de p38 a notamment pu mettre en évidence le gene GRP78
(222). Ainsi, les cellules dormantes sur-expriment la protéine chaperon GRP78, ainsi
gue GRP94 et la PDI dans plusieurs types de cancers. La surexpression de ces
protéines chaperons contribueraient a la tolérance a I'hypoxie mais aussi a la
résistance aux traitements (223). Les cellules dormantes présentent également une
activation importante des trois branches de 'UPR: ATF6 (224), IRE1a par la
surexpression d’XBP1s, et PERK, de maniére p38 dépendant (222).

L’activation de PERK dans les cellules dormantes permettrait I'arrét du cycle
cellulaire en GO/G1 par linhibition de la traduction de la cycline D1 induite par la
phosphorylation d’elF2a, ainsi que la survie cellulaire (225,226). L’inhibition de
PERK ou de GRP78 dans ces cellules, augmente la sensibilit¢ de celles-ci au
traitement par la Doxorubicine (222). L'induction d’ATF6 dans les cellules dormantes
participerait a la survie de ces dernieres. ATF6 induirait Rheb, un activateur de la
voie mTOR, impliqué dans une voie de survie cellulaire, indépendamment d’AKT. De
plus, son inhibition induit leur apoptose et les sensibilise a la Doxorubicine, ce qui
pourrait s’expliquer par la diminution de I'expression de GRP78(224). Enfin, les
cellules dormantes présentent également un niveau plus important des protéines de
autophagie, qui est un processus crucial pour leur survie et dont 'UPR est
étroitement lié (227).

Ainsi, un lien entre 'UPR et la quiescence est établit, cependant est-ce que
I’activation de la voie UPR est une conséquence ou est-ce plutét un moteur ? (Figure
24). Des arguments en faveur des deux hypotheses pourraient se confronter. En
effet, on remarque que 'UPR est activé lorsque le phénotype quiescent est en place
mais on remarque également que l'activation de PERK en particulier, peut étre

responsable de cet arrét en GO/G1 du cycle cellulaire.
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Figure 24 : UPR et dormance. Les cellules dormantes présentent une activation de 'UPR contribuant a la survie
et a I'arrét de la croissance, cependant est-ce une conséquence ou un moteur de cette quiescence ?

1.7. Résistances aux traitements anticancéreux

Les cellules cancéreuses peuvent étre résistantes aux chimiothérapies
actuelles, ou développer une résistance aux traitements a l'origine de rechute. I
existe différents mécanismes de résistances aux traitements comme I'augmentation
de l'expression de pompes d’efflux, la perte ou la modification de la cible
thérapeutique, la présence d’enzymes de détoxification conduisant a I'inactivation du
médicament ou encore par des mécanismes intracellulaires contrebalangant I'effet du
médicament. L’'implication de la voie de signalisation de 'UPR a été démontrée
comme impliguée dans la résistance aux chimiothérapies, notamment par sa

modulation qui restaure la sensibilité aux traitements (Figure 25).
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Figure 25 : Mécanismes de résistances aux traitements. L'augmentation de I'expression de pompes d’efflux,
I'expression d’enzymes détoxifiantes, la perte ou la modification de la cible, ou encore I'activation de mécanismes
intracellulaires contrebalangant I'effet du médicament, sont des éléments contribuant a la résistance aux
traitements.

11.7.1. Expression de pompes d’efflux

La branche PERK, via le facteur de transcription Nrf2, induit la surexpression
de la pompe d’efflux MRP1 (Multidrug resistance Related Protein 1) / ABCC1 (ABC-
transporter C1), l'une des principales impliquée dans la résistance aux
chimiothérapies (228,229). La surexpression de Nrf2 est également associée a

'augmentation de I'expression de la P-gp, une autre pompe d’efflux importante (230).

[1.7.2. Enzymes de détoxification

Les cellules cancéreuses sont capables d’exprimer des enzymes de
détoxification de phase | et de phase Il afin de dégrader le médicament (231,232).
Une dégradation trop importante et/ou trop rapide d’'un médicament peut étre a
'origine d’une inefficacité de celui-ci. Ainsi, I'expression de Nrf2 est corrélée a
I'expression d’enzymes détoxifiantes notamment de phase Il comme la NQO1 qui
détoxifie les quinones et ses dérivés, ou encore des enzymes de conjugaison comme

la GST, les UGTs (UDP-glucuronosyltransferases) et les sulfotransferases,
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permettant notamment la détoxification des molécules électrophiles ou réactives
produites par les enzymes de phase I, pour les rendre hydrosolubles et facilement
éliminables dans les urines ou la bile (233,234).

[1.7.3. Mécanismes intracellulaires contrebalancant ’effet du médicament

11.7.3.1. Dormance

Tout d’abord, la résistance aux traitements peut étre attribuée a la dormance
des cellules métastatigues par leur manque de prolifération. En effet, les
chimiothérapies classiques ciblent préférentiellement les cellules a haut niveau de
renouvellement. Comme détaillé dans la partie 11.6., 'UPR aurait un réle dans ce
mécanisme de résistance. En effet, la dormance de cellules humaines de carcinome
épidermoide confére une résistance aux traitements comme a la Doxorubicine, un
agent intercalant ou encore I'Etoposide, un inhibiteur de la topo-isomérase Il. Cette
résistance est dépendante de 'augmentation de I'expression de GRP78 et de PERK
(222). De plus, ATF6 est eégalement impliqgué dans la résistance aux traitements tel
gue la rapamycine, par son implication importante dans la dormance des cellules
(224). Ainsi, via 'augmentation de 'UPR les cellules dormantes se protegent du

stress provoqué par les chimiothérapies.

11.7.3.2. Dédifférenciation

Une cellule cancéreuse peut se dédifférencier et acquérir un phénotype de
cellule souche. Cela passe notamment par l'induction de 'EMT, et est associé a une
résistance importante aux chimiothérapies. La voie UPR est notamment impliquée
dans ce processus de dédifférenciation (décrit en partie 11.5.2.1). La résistance aux
traitements associés a ce phénotype serait notamment attribué a la voie de
signalisation de PERK-Nrf2 (209).

[1.7.3.3. Réponse antioxydante

Aussi, la résistance a certains agents anticancéreux peut s’expliquer par
linduction de I'expression d’agents antioxydants, comme lors de l'activation de la
voie UPR. En effet, certains agents anticancéreux entrainent la formation d’agents

oxydants qui sont déléteres pour la cellule dans le but de la tuer (235). Ainsi, la
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surexpression notamment de Nrf2 est impliquée dans la résistance a ces traitements

et est associé a un mauvais pronostic (233).

[1.7.3.4. Mécanismes de pro-survie

Dans le myélome multiple, la résistance au bortezomib, un inhibiteur du
protéasome, pourrait s’expliquer par la surexpression du géne codant pour GRP78.
En effet, cette protéine chaperon serait impliquée dans la formation d’aggrésome,
une sous-structure périnucléaire ou les protéines mal-conformées sont agrégées et
ainsi regroupées au sein de la méme structure (236). L’aggrésome peut étre qualifié
de protecteur pour la cellule car il pourra étre ensuite dégradé par autophagie. Ainsi,
lorsque la voie de dégradation des protéines par le protéasome est inhibée,
'accumulation de protéines mal-conformées, toxiques, est normalement délétere,
mais la cellule peut échapper a cette thérapeutique en impliquant d’avantage I'autre
voie de dégradation des protéines qu’'est l'autophagie, par la formation
d’aggrésomes.

Ainsi, I'induction de I'autophagie est également associée a la résistance a de
nombreux traitements (comme les inhibiteurs de récepteurs a tyrosine kinase,
Cisplatine, les agents alkylants...) dans plusieurs types de cancer, car cela permet
de faire face au stress métabolique induit par les chimiothérapies (81,237). Ainsi, les
patients ayant un index autophagique important répondent moins bien aux
traitements et ont une plus faible survie (238). L’expression élevée d’ATF4, facteur
de transcription important pour la réponse autophagique de 'UPR, est ainsi corrélée
a la résistance aux traitements comme aux taxols (239).

Aussi, une surexpression de GRP78 est observé dans de nombreux cancers
et est corrélée a la résistance a différents traitements (5FU, inhibiteurs de
topoisomérase, etoposide, cisplatine, bortezomib...) et a une faible survie du patient
(237,240-244). Ainsi le taux d’expression de GRP78 pourrait étre utilisé comme un
indicateur prédictif de la réponse aux chimiothérapies. Cela peut s’expliquer par le
fait que GRP78 médie une survie cellulaire par plusieurs voies, comme par la liaison
et I'inactivation de la caspase 7 (245), ou encore par l'inhibition de BIK, molécule pro-
apoptotique, libérant ainsi la protéine BCL-2 anti-apoptotique (246).

Enfin, dans le myélome multiple la surexpression d’XBP1s est fréquente et le
ratio XBP1s/XBP1u pourrait étre un marqueur pronostigue de la réponse aux
traitements, notamment au Thalidomide. En effet, XBP1s permet I'’expression d’IL6,
un élément important pour la prolifération de ces cellules tumorales, un faible ratio
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XBP1s/XBP1u témoignerait de la dépendance de ces cellules pour I'IlL6 du
microenvironnement, inhibait par le Thalidomide. Ainsi, un ratio élevé en
XBP1s/XBP1u (supérieur a 1,33) est associé a une faible survie du patient (40 mois
contre 56 mois) (247). Cependant, un faible taux d’expression d’XBP1 total est
observé dans les cellules résistantes au Bortezomib (248).

[1.7.4. Perte ou modification de la cible thérapeutiqgue

Il n’existe pas de liens directs entre la mutation de la cible thérapeutique des
différents traitements anticancéreux et 'UPR. Cependant, il existe des mutations sur
des effecteurs de 'UPR conférant une résistance a des traitements. Par exemple, la
mutation L1671 sur la région épissée de 'ARNm d’XBP1 observé chez certains
patients atteints de myélome multiple, empéche le splicing XBP1 et confére une
résistance au Bortezomib.

Aussi, de nombreuses mutations sur les 3 effecteurs principaux de 'UPR
PERK, ATF6 et IRE1 ont été répertoriées a partir de la base de données des
mutations somatiques dans le cancer (COSMIC), avec des prédominances
différentes en fonction du type de cancer (249). Les conséquences de ces
mutations nécessitent d’étre approfondies mais cela accentue le fait que ces

protéines sont importantes pour la survie des cellules cancéreuses.

11.8. Protéines de I'UPR : de nouveaux margueurs moléculaires

tumoraux ?

Nous avons vu que la voie UPR pouvait étre associée a la résistance aux
traitements et/ou a I'agressivité de la tumeur, peut-on alors faire de I'expression des
protéines de 'UPR un marqueur pronostique ? Le niveau d’expression des protéines
de 'UPR a été étudié dans plusieurs types de cancer afin de déterminer s’il existait
une corrélation avec le pronostic du patient et/ou la réponse aux traitements. Evaluer
les caractéristiques biologiques d’'une tumeur d’'un patient permet d’augmenter ses
chances de survie du fait de I'adaptation du traitement en fonction de la biologie de la
tumeur. Ainsi, cela a pour but de lui procurer la prise en charge thérapeutique la plus
adaptée a sa tumeur; on s’oriente de plus en plus vers une médecine dite
personnalisée. Le challenge repose sur la découverte d’'un marqueur fiable avec un

score valide déterminé par une méthode reproductible.
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GRP78

Le taux d’expression de GRP78 a été beaucoup étudié dans de multiples

tumeurs. La corrélation entre son expression et le pronostic du patient est
controversée dans la littérature. Ces divergences pourraient s’expliquer par la
meéthode de mesure de son expression, prenant en compte ou non son expression
membranaire ; par les différents traitements dont les patients ont déja bénéficiés ; de
la tumeur en elle-méme et de ses autres caractéristiques génétiques ; de
'environnement tumoral ; de la taille de la population étudiée ; de la méthode
d’analyse de corrélation ; ou encore de la méthode de quantification de GRP78 et du
seuil sélectionné. Ainsi, peut-étre qu’'une protéine peut étre un marqueur dans un
type tumoral et ne pas I'étre dans un autre.

Ainsi, GRP78 exprimé a la membrane plasmique constituerait un facteur de
bon pronostic dans le cancer du sein et du colon (250,251). Mais cela est
controversé pour le cancer du célon (252). Une expression importante de GRP78
(sans distinction de sa localisation) dans le cancer du poumon et dans le
neuroblastome est également associé a une meilleure survie du patient (253,254). A
inverse, un fort taux d’expression de GRP78 a été associé a une faible survie du
patient dans le cancer du sein (255) ; dans les adipocytes du cancer de 'endométre

(242) ; dans le glioblastome (256) ; ou encore le cancer du poumon (257).

XBP1s

L’étude de I'expression d’XBP1s dans les tumeurs pourrait étre un marqueur
intéressant de pronostic du patient. En effet, 'augmentation de I'’expression d’XBP1s
(en particulier nucléaire), semblerait étre associée a une faible survie dans plusieurs
tumeurs comme le carcinome épidermoide oral, le carcinome hépatocellulaire, le
myélome multiple, le cancer du sein ou encore l'ostéosarcome (247,257-262),
comme en témoigne ces nombreuses études. A linverse, une étude dans la
leucémie myéloide aigue associerait I'expression d’XBP1s et de I'activation de 'TUPR
en général avec une meilleure survie des patients (263). Aussi, le diagnostic de
'expression d’XBP1s dans le myélome multiple semblerait étre trés intéressant pour
'adaptation du traitement. En effet, des tumeurs exprimant fortement XBP1s
répondraient bien au Bortezomib alors que des tumeurs exprimant faiblement XBP1s

répondraient mieux au thalidomide (247,264)

ATFG6
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Il ne semble pas que I'étude de I'expression d’ATF6 dans le cancer, puisse
étre un bon marqueur pronostique, ou du moins pas seul (265). En effet, par exemple
dans le carcinome biliopancréatique, I'étude de I'expression d’ATF6 n’est pas
significativement corrélée au taux de rechutes mais en revanche, I'association d’'une
expression forte d’ATF6 avec une expression faible en p38-phosphorylé constitue un
haut facteur de risque de rechute pour les patients ayant subis une
pancréaticoduodénectomie (266). Une étude récente montre que le niveau
d’expression d’ATF6 dans l'ulcére colique était un trés bon facteur pronostique de
I’évolution vers le cancer colorectal et semble méme étre un facteur plus fiable que
celui actuellement utilisé, qui est I'étude de p53. Cela permettrait ainsi de

diagnostiquer de maniére précoce la transformation néoplasique de l'ulcere (267).

elF2a phosphorylé :

Le taux de phosphorylation d’elF2 a semble également intéressant a évaluer,
notamment dans le cancer du poumon non a petites cellules ou sa forte expression
est associée a une meilleure survie (268). Cela a été également observé dans le
cancer du sein triple négatif, mais n’est malheureusement pas applicable aux autres

types de ce cancer (269).

Ainsi, on remarque que |'étude du niveau d’expression des protéines de 'UPR
peut constituer un facteur pronostique intéressant. On remarque cependant que cela
reste difficile a généraliser pour 'ensemble des cancers. En effet, ce qui est vrai pour
un type ou sous-type tumoral ne I'est pas forcément pour un autre type de cancer.
L’hétérogénéité de la tumeur par ses caractéristiques moléculaires, biologiques,
tissulaires ou encore thérapeutiques compliquent les études. La voie UPR est malgré
tout une voie de signalisation fortement sollicitte pour la survie des cellules
cancéreuses, méme si les niveaux d’activations des différentes voies peuvent différer
entre les types de cancers, on confirme via ces différentes études que les protéines

de 'UPR peuvent étre de bons marqueurs pronostiques.

[1.9. Tableau de synthése

Pour conclure, nous constatons que 'UPR est étroitement impliqué dans la
physiopathologie du cancer comme en témoigne le tableau 1 synthétisant cette

partie 1.
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Physiopathologie du cancer Implication Impact cellulaire Référence(s)
de 'UPR
PERK/IRE1 Croissance et survie en | (155-158)
Hypoxie condition hypoxique
NRF2 Réponse antioxydante (160)
Privation PERK Induction transportg:urs et | (37,107,163)
nutriments enzymes _dfe synthése des
acides aminés - Glycolyse
Ad S GRP78 Croissance tumorale (168,169)
aptation a _—
I'environnement Communlpatlon (membrane)
tumoral EE o
PERK/IRE1 Sécrétion des exosomes (167)
Inflammation XBP1s _Sécrétion ~ de facteurs | (170)
inflammatoires par les BMSCs
XBP1s Sécrétion de facteurs pro- | (171)
. inflammatoires par les
Reéponse
immunitaire m:’:\crpphages .
CHOP/XBP1s | Sécrétion molécules | (171)
immunosuppressives
Oncogeénes
e BRAF IRE1/PERK Autophagie, progression du (172,173)
mélanome
e Myc PERK Autophagie (174)
e HRas IRE1a/ATF4 Sénescence, prolifération (175-177)
Transformation | Suppresseurs
oncogénique | de tumeurs
e TSClet2 | PERK Sensibilise au stress (178,179)
e BRCA1 GRP78 Survie et prolifération (180)
e PTEN GRP78/elF2a | Prolifération (181,182)
XBP1s Phénotype du MM (184)
GRP78 Stimule angiogenése, survie | (193-195)
des cellules endothéliales
IRE1 Expression de facteurs pro- | (159,191,196,
Angiogenese angiogéniques 197)
XBP1s Induit expression VEGF-A (190,191)
PERK/elF2a Favorise  I'expression  de | (192,202,203)
IATF4 molécules pro-angiogéniques
PERK/IRE1/ Induction lors de [I'EMT, | (209-214)
Métastase ATF6/GRP78 | implication dans le phénotype
IREL/XBP1 Expression de facteurs de | (215)
transcriptions de 'EMT
GRP78/ATF6 | Survie des cellules (222—-224)
Dormance PERK Arrét du cycle cellulaire et | (222,225,226)
survie
Expression de | PERK/NRF2 Induction de pompes d’efflux (228-230)
pompes d’efflux
Enzymes de NRF2 Induction d’enzymes | (233,234)
détoxification détoxifiantes
PERK/GRP78 | Dormance des cellules (222)
- PERK/NRF2 Dédifférenciation (209)
ReS|s_tances NRF2 Réponse antioxydante (209)
aux traitements ; .
. GRP78 Formation aggrésomes, | (236)
Mécanismes .y
intracellulaires resistance aux IF S
ATF4 Autophagie, résistance aux | (239)
taxols
GRP78 Survie des cellules (237,240
244)

Tableau 1 : Principales implications de ’'UPR dans la physiopathologie du cancer.
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Partie Il - L’Unfolded Protein Response : vers de nouvelles

stratégies thérapeutiques anticancéreuses ?
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Le cancer est un fléau mondial qui constitue la deuxieme cause de décés
dans le monde apres les maladies cardiovasculaires selon 'OMS. La prévention, le
dépistage précoce, le diagnostic, et le développement de nouvelles thérapies sont
essentiels pour combattre cette maladie. La prise en charge du cancer repose sur
trois principaux moyens : la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. En
cancerologie la polychimiothérapie est de mise, c’est-a-dire I'association de plusieurs
médicaments pour améliorer l'index thérapeutique, obtenir un effet synergique ou
additif, ou encore réduire l'apparition de résistance et de rechute. L’arsenal
thérapeutique en oncologie est constitué de différentes classes pharmacologiques :
les chimiothérapies cytotoxiques, I’hormonothérapie, les médicaments agissant le

systéme immunitaire ainsi les thérapies ciblées (270).

I".1. Les classes pharmacologiques en oncologie

I11.1.1.Les chimiothérapies cytotoxigues

Les chimiothérapies cytotoxiques ne sont pas speécifigues des cellules
cancéreuses méme si elles touchent principalement les cellules a division rapide.
Ainsi, elles présentent de nombreux effets indésirables comme des toxicités
hématologiques, digestives puis d’autres toxicités plus ou moins marquées selon
'agent anticancéreux (toxicités rénales, pulmonaires, neuronales, cardiaques...).
Ces meédicaments peuvent également induire des cancers secondaires, par le fait

qu’ils peuvent étre mutagénes et cancérigénes.

1.1.1.1. Alkylants et apparentés

Les médicaments alkylants établissent des liaisons covalentes par alkylation
de '’ADN empéchant ainsi la transcription et la réplication cellulaire.

On retrouve parmi les alkylants, les dérivés des moutardes a l'azote
(Melphalan, Bendamustine, Chloraminophéne, Cyclophosphamide, Ifosfamide,
Chlorméthine), les dérivés du platine (Carboplatine, Cisplatine, Oxaliplatine), les
nitroso-urées  (Carmustine, Lomustine, Fotémustine, Streptozocine), les
alkylsulfonates (Busulfan) ainsi que d’autres molécules (Mitomycine C, Dacarbazine,

Altrétamine, Procarbazine, Témozolomide, Thiotépa, Pipobroman, Trabectédine).
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I11.1.1.2. Les antimétabolites

Les médicaments antimétabolites vont empécher I'utilisation d’'un métabolite,
notamment du fait de la similarité structurale avec ce dernier. Dans le cas du cancer,
iIs vont empécher la synthése de I'ADN et/ou de 'ARN et ainsi induire la mort
cellulaire.

On retrouve parmi les antimétabolites, les antifoliques (Pemetrexed,
Methotrexate, Raltitrexed), les antipuriques (Nélarabine, Clofarabine, Fludarabine,
Thioguanine, Cladribine, Pentostatine, Mercaptopurine), les antipyrimidiques
(Cytarabine, Capecitabine, Décitabine, Fluorouracile, Gemcitabine, Azacitidine),
ainsi que les analogues nucléosidique de la thymidine (Trifluridine), et les inhibiteurs

de la thymidine phosphorylase (Tipiracil).

I11.1.1.3. Les inhibiteurs des topo-isomérases

Les médicaments inhibiteurs des topo-isomérases provoquent des cassures
simples brins (topo-isomérase 1) ou doubles brins de I'ADN (topo-isomérase II)
inhibant ainsi sa réplication et conduisant a la mort cellulaire.

Les inhibiteurs de la topo-isomérase | sont dérivés de la camptothécine
(Irinotécan, Topotécan). Il existe plusieurs inhibiteurs de la topo-isomérase Il dérivés
ou non des anthracyclines (Doxorubicine, Amsacrine, Etoposide, Daunorubicine,

Mitoxantrone, Epirubicine, Idarubicine, Pixantrone).

[11.1.1.4. Les agents du fuseau

Il existe deux types de médicament agissant au niveau du fuseau mitotique :
les poisons du fuseau et les stabilisants du fuseau. Les poisons du fuseau inhibent la
polymérisation des microtubules, arrétant ainsi les cellules en mitose et induisant la
mort cellulaire. Les stabilisants du fuseau stimulent 'assemblage des microtubules et
empéchent leur dépolymérisation conduisant ainsi a une stabilisation anormale des
microtubules et donc a I'inhibition de la mitose et a la division cellulaire.

On retrouve parmi les poisons du fuseau, les vinca-alcaloides et analogues
(Vindésine, Vinflunine, Vinorelbine, Vincristine, Vinblastine) et parmi les stabilisants
du fuseau, les taxanes (Paclitaxel, Docetaxel, Cabazitaxel). D’autres molécules

cytotoxiques agissent sur les microtubules comme I'Eribuline.
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I1.1.1.5. Autres cytotoxiques

Des antibiotiques cytotoxiques sont utilisés pour le traitement du cancer
comme la Bléomycine ou la Dactinomycine, décrits pour inhiber la réplication de
I’ADN. Il existe également I'hydroxycarbamide qui inhibe la synthése de I’ADN ou

encore l'arsenic trioxyde qui induit des cassures de ’ADN.

[11.1.2. L’hormonothérapie

L’hormonothérapie est utilisée lorsque le développement cancéreux est
stimulé par les hormones. Les médicaments bloquent ainsi la synthese de celles-ci
(Figure 26). lls présentent cependant de nombreux effets indésirables qui peuvent
impacter la qualité de vie du patient.

e\

Glande pituitaire
A LH/FSH ACTH

W///II/

Testostérone Estrogéne And rogenes
Progestérone

Aromatase

Figure 26 : Schéma représentant I'axe hypothalamo-hypophysaire dans la synthése des hormones et leurs
régulations.

111.1.2.1. Hormones et apparentées

On retrouve parmi les molécules apparentées aux hormones, les analogues
de la GnRH (Buséréline, Triptoréline, Leuproréline, Goséréline), les analogues de la
somatostatine (Octréotide, Lanréotide), les estrogenes (diethylstilbestrol) et les
progestatifs (Médroxyprogesterone, Megestrol). Ceux-ci inhibent la synthése des

hormones notamment par un effet de rétrocontrdle négatif.
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I11.1.2.2. Les antihormones et apparentées

On retrouve parmi les antihormones, les antiestrogenes (Torémiféne,
Tamoxifene, Fulvestrant) les inhibiteurs de I'aromatase (Anastrozole, Exemestane,
Létrozole), les antiandrogénes (Acétate de cyprotérone, Nilutamide, Apalutamide,
Bicalutamide, Enzalutamide, acétate d’Abiratérone) et les antagonistes GnRH

(Dégarelix).

[11.1.3. Agents agissant sur la réponse immunitaire

Des médicaments anticancéreux peuvent agir sur le systéeme immunitaire afin
de le stimuler dans le but qu’il lutte contre la tumeur. On retrouve ainsi le TNFa-1a,
IFNa-2b, IFNa-2a et I'lL-2 recombinants, des molécules immunomodulatrices
(Thalidomide, Pomalidomide, Lénalidomide) ainsi que la thérapie par le BCG
(Bacilles Calmette Guérin) (271). Aussi, il existe des thérapies immunocellulaires
autologues comme les spécialités Kymriah et Yescarta. Ces thérapies contiennent
entre autres des lymphocytes T génétiguement modifieés ex vivo afin qu'ils identifient

et éliminent les cellules exprimant le CD19.

l11.1.4.Les thérapies ciblées

Les médicaments de thérapies ciblées, ciblent une protéine en particulier,
comme une enzyme, un récepteur... Ces thérapies augmentent ainsi le pourcentage
de réponse car elles répondent a une caractéristique de la tumeur. Il peut s’agir
d’anticorps monoclonaux ou de petites molécules chimiques. Cependant, ils ne sont
pas exempts de toxicités, ils sont tout aussi toxiques que les médicaments de

chimiothérapies cytotoxiques.

[1.1.4.1. Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux ciblent une protéine en particulier afin d’'inhiber
son action. Les anticorps monoclonaux peuvent également présenter une cytotoxicité
cellulaire anticorps-dépendante (ADCC) par la liaison de I'anticorps a une cellule, qui
est ainsi reconnue par le systéme immunitaire afin d’étre dégradée. Les anticorps
monoclonaux utilisés en oncologie ciblent ainsi des facteurs de croissance comme le
facteur de croissance de [I'endothélium vasculaire VEGF (Bevacizumab,
Ramucirumab), le facteur de croissance épidermique I'EGFR (Cetuximab,

Panitumumab) ou HER2 (Pertuzumab, Trastuzumab), ou encore I'lL-6 (Siltuximab).
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lls peuvent également cibler des antigénes transmembranaires comme le CD20
(Rituximab, Obinutuzumab, Ibritumomab), le CD19 (Blinatumomab) ou encore le
CD38 (Daratumumab) sur les cellules B, ou le disialoganglioside 2 présent sur des
cellules de neuroblastomes (Dinutuximab [3). Ces anticorps peuvent également cibler
les lymphocytes T afin de les stimuler, en inhibant le régulateur négatif PD-1
(programmed death-1) (Avélumab, Atézolizumab, Durvalumab, Pembrolizumab,
Nivolumab, Cemiplimab) ou le régulateur négatif CTLA-4 (Ipilimumab).

Les anticorps monoclonaux peuvent étre également conjugués a des agents
antinéoplasiques afin qu’ils ciblent spécifiquement la tumeur par la liaison de
’anticorps monoclonal a la cellule cancéreuse. On retrouve par exemple le
Bentuximab védotine (un anti-CD30 associé a un poison du fuseau) ; Trastuzumab
emtansine (un anti-HER2 associé a un poison du fuseau); Gemtuzumab
Ozogamicin (un anti-CD33 associé a une molécule induisant des cassures doubles
brins de ’ADN); Inotuzumab Ozogamicin (un anti-CD22 associé a une molécule

induisant des cassures doubles brins de ’'ADN).

I11.1.4.2. Les inhibiteurs de kinases

Ces inhibiteurs de kinase ont pour cible une ou plusieurs kinases et bloquent
ainsi les signaux liés a ces kinases. On retrouve entre autres des inhibiteurs de
BRAF (Dabrafénib, Vemurafénib, Régorafénib, Sorafénib), BCR-ABL (Bosutinib,
Imatinib, Panotinib, Dasatinib), mTOR (Temsirolimus, Everolimus), PI3K (Idelalisib),
MEK (Cobimetinib, Tramétinib), CDK (Palbociclib, Abémaciclib Ribociclib), ALK
(Alectinib, Brigatinib) VEGF-R (Midostaurine, Vandétanib, Cabozantinib, Axitinib,
Lenvatinib) BTK (lbrutinib), PDGFR (Sunitinib) EGF-R (Osimertinib, Géfinitib,
Afatinib) ou encore JAK (Ruxolitinib).

[11.1.4.3. Autres médicaments de thérapies ciblées

Il existe aussi d’autres thérapies ciblées, celles ciblant le protéasome
(Bortezomib, Carfilzomib, Ixazomib), les protéines BCL-2 (Vénétoclax), la voie
Hedgehog impliqguée dans la survie (Sonidégib, Vismodégib), les enzymes PARP
(Niraparib, Talazoparib, Olaparib), HDAC (Panobinostat). On retrouve également
comme thérapies ciblées des enzymes, |'asparaginase, crisantaspase, ou encore

une protéine de fusion recombinante ciblant le VEGF (Aflibercept).
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[11.1.5. Traitements associés

Les agents anticancéreux sont responsables de nombreux effets indésirables,
ceux-ci sont souvent associés a d’autres médicaments afin de les atténuer
(antiémétiques, chimioprotecteurs, modulateurs de [l'activité des antimétabolites,
inhibiteurs de la résorption osseuse, médicaments utilisés soins palliatifs, stimulants
de I'hématopoiése, corticoides...).

Pour conclure, les chimiothérapies actuelles ont des limites. En effet, elles
sont responsables de nombreux effets indésirables, notamment par le manque de
spécificité ou par I'index thérapeutique étroit. Le développement de thérapies ciblées
permet d’étendre I'arsenal thérapeutique et de cibler des caractéristiques tumorales.
Cependant, les risques de rechutes et les résistances aux traitements sont toujours
nombreux, c’est pourquoi il est primordial d’approfondir la recherche pour
comprendre les mécanismes tumoraux mis en jeu pour développer de nouvelles

thérapies anticancéreuses. Une recherche innovante et de qualité est donc requise.
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Figure 27 : Les principales classes pharmacologiques en oncologie.
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1l.2. Cibles thérapeutiques potentielles

Les deux premiéres parties de cette these ont permis de mettre en évidence
'importance de la voie UPR dans la survie des cellules cancéreuses. Du fait de sa
frontiere étroite avec le destin cellulaire (survie/mort), la voie de signalisation de
'UPR comporte de nouvelles cibles attractives pour le développement de nouvelles
thérapies anticancéreuses.

On peut ainsi distinguer 3 groupes de cibles thérapeutiques potentielles vis-a-
vis de 'UPR. Le premier groupe se constitue des 3 senseurs de 'UPR et de la
protéine chaperon GRP78, a la base de l'induction de cette voie de signalisation. Le
deuxiéme se constitue lui, des protéines impliquées dans la réponse de 'UPR suite a
I'activation des 3 senseurs. Enfin, le dernier groupe est composé d’agents stressants
qui, par leur mécanisme d’action, induisent une réponse UPR. Ainsi, moduler 'UPR,

en I'activant ou en l'inhibant, semble étre une stratégie thérapeutique prometteuse.

[11.2.1.Les 3 senseurs de ’'UPR et GRP78

[1.2.1.1. PERK

Le kinome humain est un sous ensemble protéiqgue composé de toutes les
kinases cellulaires (plus de 500 kinases décrites). Toutes ces enzymes catalysent
une réaction de phosphorylation par la transformation de 'ATP en ADP et le transfert
d’'un groupement phosphate sur une protéine cible. Découvrir un inhibiteur de kinase
releve d’un challenge important notamment en termes de sélectivité vis-a-vis de
toutes les kinases décrites. En effet, un moyen pour inhiber une kinase est de mimer
son substrat ATP, mais cela est commun a I'ensemble du kinome. Il est donc
nécessaire de développer des inhibiteurs sélectifs, basés sur des interactions
supplémentaires et assez fortes pour la kinase cible, dans le but de limiter les effets
indésirables di a la non-sélectivité.

PERK est donc une kinase parmi I'ensemble du kinome. Des inhibiteurs de
PERK ont été décrits dans la littérature : GSK2606414, un inhibiteur de premiére
génération et GSK2656157, un inhibiteur de seconde génération, amélioré, et
développés tous les deux par le laboratoire pharmaceutique GlaxoSmithKline (GSK)
(Figure 28). GSK2606414 a été découvert a la suite de I'optimisation d’'un hit issu
d’un criblage d’'une librairie ciblée, c’est-a-dire composée de potentiels inhibiteurs de
kinase de par leur structure, sur un essai mesurant la capacité de PERK a

phosphoryler son substrat. L’'optimisation a été basée sur le meilleur compromis
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entre I'activité in vitro, in cellulo et in vivo, la sélectivité vis-a-vis d’autres kinases
(designé de maniére rationnelle grace a la structure cristallographique d’'un composé
de la série chimique avec la protéine PERK) ainsi que les propriétés
pharmacocinétiques désirés pour une administration par voie orale (faible clairance,
bonne biodisponibilité par voie orale). GSK2606414 a démontré une activité
antitumorale significative chez la souris (xénogreffe de cellules tumorales
pancréatiques humaines), avec l'inhibition d’environ 60% de la croissance tumorale
apres 21 jours de traitement. Sa sélectivité a été testée sur 294 kinases, ou une
inhibition de plus de 85% de l'activité de 20 kinases a 10uM a été découverte.
Cependant, le composé présente une grande sensibilité pour PERK, avec un
différentiel de 385 fois par rapport a la deuxieme kinase c-kit inhibée par le composé
en termes de puissance d’inhibition (272).

GSK2656157 est issu de I'optimisation des propriétés physicochimiques,
métaboliques et pharmacocinétiques de GSK2606414. En effet, le composé de
premiére génération est un inhibiteur du CYP2C8, impliqué dans la détoxification de
composés comme les meédicaments, du fait de sa lipophilie importante. Cela peut
étre génant notamment pour les interactions médicamenteuses (273). La polarité du
composé a donc été augmentée améliorant ses propriétés pharmacocinétiques tout
en conservant I'activité et la sélectivité (inhibition de 17 kinases sur 300 testés a plus
de 85% a 10uM mais avec une sensibilité plus importante pour PERK) (273).
L’activité anti-tumorale de ces deux composés inhibiteurs de PERK s’expliquerait par
I'impact sur I'angiogénése et le métabolisme des acides aminés (274). Cependant, ils
n‘ont pas réussi a démontrer de changement dans les niveaux d’expression de
protéines de la voie de signalisation de PERK (elF2a, ATF4 et CHOP). De plus, des
atteintes pancréatiques ont été décrites par I'utilisation de ce composé (diminution du
poids des souris, atrophie des cellules acineuses exocrines pancréatiques), mais cet
effet serait réversible apres 'arrét du traitement (274).

Un article récent a démontré que ces deux composés de GSK étaient
également de puissants inhibiteurs de la kinase RIPK1 (Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 1) impliquée dans l'induction de la mort cellulaire
induite par le TNF lors de l'inflammation. Ces composés ont donc un effet protecteur
vis-a-vis de l'induction de la mort par le TNF, indépendamment de l'inhibition de
PERK (275). Ceci met en évidence le challenge de la sélectivité pour le

développement d’inhibiteurs spécifiques de kinase mais met aussi en garde sur
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l'interprétation des effets de ces composés qui sont a mettre en confrontation avec

leur sélectivité.
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Figure 28 : Structures des molécules GSK2606414 et GSK2656157, décrites comme étant des inhibiteurs de
PERK.

[1.2.1.2. IRE1

Les composés comportant un motif Hydroxy-Aryl-aldehyde (HAA) inhibent de
maniere sélective le domaine RNAse d'IRE1a. En effet, ce motif forme une base de
Schiff stable avec une lysine du domaine endoribonucléase d’IRE1, ayant pour
conséquence la formation d'une liaison covalente avec la cible, bloquant
'accessibilité aux substrats (Figure 29) (276,277). lls agissent de maniére non
compétitive avec les substrats ARN d’'IRE1. On retrouve des composés décrits dans
la littérature comportant ce motif : 4u8c, les composés MKC ou encore STF083010
(Figure 30). Cibler que le domaine endoribonucléase d’IRE1a et ne pas toucher son
domaine kinase peut étre avantageux car ce dernier est responsable de la

phosphorylation de JNK et des effets pro-apoptotiques.

Domaine RNAse
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Figure 29 : Liaison covalente entre IRE1 et le motif HAA de petites molécules. Les composés présentant un
motif HAA, via l'aldéhyde sont susceptibles de former une base de Schiff avec la lysine du domaine
endoribonucléase d’'IRE1 via 'amine, formant ainsi une liaison covalente de type imine.
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4u8c, a été découvert a la suite d’un criblage de plus de 230 000 composés
d’extraits naturels dans le but de trouver des inhibiteurs de I'activitt RNAse d’'IRE1.
Cela a permis la découverte d’'une classe d’inhibiteur, les umbelliferones (dérivés du
7-hydroxy-4-methylcoumarine). Le 4 methyl umbelliferone 8 carbaldehyde (4u8c ; 7-
hydroxy-4-methyl-8-((pyridine-2-ylimino)methyl)-2H-chromenone) est un inhibiteur
spécifique de l'activité ribonucléase d’IRE1a, responsable entre autres de la
formation d’XBP1s et de l'activit¢ RIDD. La perte d’XBP1 est particulierement
intéressante pour compromettre le développement et lintégrité des cellules
cancéreuses sécrétrices comme les cellules de myélome multiple, et qui par
I'utilisation de ce composé voient leur prolifération diminuée. Les cellules 3
pancréatiques ainsi que les cellules cancéreuses de colon voient également leur
prolifération atténuée par cette molécule (278). 4u8c ne présente cependant pas
d’effet synergique avec des inducteurs de stress. De plus, cette molécule aurait, tout
comme le compose inhibiteur de PERK de GSK, des effets off-targets notamment un
effet « scavenger » de ROS de par sa structure (279). Cela affirme une fois de plus
gu’une petite molécule ne peut étre a 100% spécifique d’une cible thérapeutique et
que linterprétation de ses effets vis-a-vis de la modulation de la cible est a relativiser.
Les effets off-targets ne sont pas forcément indésirables et peuvent étre, au
contraire, bénéfiques lorsque cela présente un avantage de combiner plusieurs effets
dans la pathologie ciblée (par exemple le diabete ou une production de ROS est
délétere et ou 'ARNm de linsuline est dégradé par lactivit¢ RIDD d’'IRE1).
Cependant, 4u8c présente des propriétés pharmacocinétiques non favorables a son
développement clinique, cette molécule est donc ainsi seulement utilisée comme un
outil de modulation d’IRE1 in vitro (280).

Aussi, plusieurs composés MKC ont été décrits: MKC8866(281) ;
MKC9989(277) ou encore MKC3946 (282). Ce dernier présente un effet modeste
seul sur l'inhibition de la croissance tumorale de cellules de myélome multiple
(toxicité de 40% sur les cellules les plus sensibles aprés 48H de traitement avec la
dose la plus forte de 12.5uM) et présente I'avantage de ne pas induire de toxicité sur
des cellules mononucléaires normales. La combinaison de ce composé avec le
Bortezomib, provoque un effet additif, alors qu’un effet synergique est observé en
association avec le Tanespimycine, inhibiteur de HSP90, actuellement en phase 3
pour le traitement du myélome multiple. La combinaison avec le Bortezomib est

toujours efficace méme lors de I'ajout du microenvironnement tumoral représenté par
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les cellules stromales de la moelle osseuse, et dont on sait que cela promeut la
survie des cellules de MM notamment via la sécrétion d’IL-6. Dans une xénogreffe de
cellules de MM chez la souris, MKC3946 présente une activité anti-tumorale seul, et
la combinaison avec une faible dose en bortezomib augmente la survie de ces
souris. Ce composé s’est montré plus efficace in vivo qu’in vitro, ce qui pourrait
s’expliquer par un stress du RE plus important in vivo, du fait de la présence d’'une
hypoxie au niveau de ces tumeurs (282).

Un autre exemple, le STF083010 découvert a la suite d’'un criblage cellulaire,
est également un inhibiteur de I'activitét RNase d’IRE1 a et n’affecte pas son activité
kinase (283). Cependant, ce composé actif est instable in vitro, son métabolite
hydrolysé le 2-Hydroxy-1-naphtaldehyde, est également actif (284). Ce composé
démontre une activité cytotoxique, de maniere dose dépendante, sur des lignées
cellulaires de myélome multiple, de leucémie lymphoide chronique et dans des
cellules cancéreuses pancréatiques (283-285). Il inhibe également la croissance de
tumeurs chez la souris ayant subi une xénogreffe de ces cellules de myélome
multiple. Enfin, la combinaison de cet inhibiteur d'IRE1a avec des traitements
approuvés dans ces types de cancer, comme la Fludarabine, le Bortezomib ou

encore le Dasatinib, montre un effet synergique.
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Figure 30 : Structures des composés MKC9989, MKC8866, MKC3946, 4u8c, STF083010 et Toyocamycine
décrits comme inhibiteurs de 'activité RNAse d’IRE1.

Enfin, la toyocamycine (Figure 30), un antibiotique découvert dans les années
1960 de la souche Actinomycete, inhibe également de maniere dose-dépendante
I'épissage de XBP1u en XBP1s sans affecter I'autophosphorylation d'IRE1a. Sa
structure avec un motif adénosine a été montrée comme importante pour cette

activité. Cet antibiotique induit 'apoptose de lignées cellulaires de myélome multiple
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résistantes ou non au Bortezomib sans toxicité sur des cellules mononuclées du
sang périphérique de donneurs sains. De plus, ce composé démontre un effet additif
ou synergique avec le Bortezomib in vitro et in vivo dans un modéle de myélome
multiple (286).

IRE1a est également une kinase, des compétiteurs de I'ATP ont donc été
développés dans le but dinhiber IRE1a de maniere sélective. Lors du
développement de ces molécules, il a été découvert que la liaison d’'un ligand au
niveau du site de liaison a ’ATP pouvait entrainer une augmentation (inhibiteurs de
type | comme APY29, Sunitinib) ou une diminution de l'activité RNase d'IRE1a
(inhibiteurs de type 2 comme les KIRA (Kinase inhibiting RNase attenuators)) (287).
En effet, les inhibiteurs de kinase d’IRE1 de type | comme APY29 se lient au
domaine kinase dans une conformation dite active, et favoriseraient ainsi la formation
de diméres/oligomeres dont on sait que cette auto-association promeut l'activité
RNase d’'IRE1. A linverse, les inhibiteurs de kinase d’'IRE1 de type Il comme les
KIRAs stabilisent une conformation dite inactive du domaine de liaison a 'ATP et

favoriseraient ainsi la forme monomérique d’IRE1a (Figures 31 et 32) (287,288).
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Figure 31 : Principe des inhibiteurs de I’activité kinase d’IRE1a. Les inhibiteurs de type Il comme les KIRA
favoriseraient I'état monomérique d’IRE1aq, inhibant aussi I'activité endoribonucléase d'IRE1a. Les inhibiteurs de

type | comme APY29, Sunitinib, favoriseraient I'état oligomérique d'IRE1a, favorable a I'activité endoribonucléase
d'IRE1 a.

Parmi les KIRA on retrouve une aryl-sufonamide développée par Amgen, mais
ce composé malgré son inhibition démontrée d'IRE1a ne montre pas d’effet sur la
viabilité d’'une centaine de lignées cellulaires cancéreuses in vitro (289). Une autre

KIRA avec un motif imidazopyrazine (KIRA6) promeut la survie de plusieurs lignées
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cellulaires contre différents stress et présente des effets favorables comme
traitement antidiabétique (Figure 32) (290).

APY29 KIRA (Amgen)

Figure 32 : Structures des composés Sunitinib, KIRAG6, APY29 et KIRA (Amgen), décrits comme étant des
inhibiteurs de I'activité kinase d'IRE1a.

Ainsi, on remarque que le senseur IRE1a a fait 'objet de développement de
nombreux modulateurs chimiques probablement par le fait qu'IRE1 ait été le premier
senseur caractérisé. Aussi, le développement de modulateurs d’'IRE1 n’est pas
forcément facile du fait de la présence de deux activités, kinase et RNAse,
etroitement liées au sein de cette protéine, dont les conséquences biologiques ne
sont pas identiques. Pour le développement de thérapies anticancéreuses, on
constate qu’il est préférable d’'inhiber le domaine RNase d’IRE1a et cela semble
prometteur. Si le développement de ces molécules continue jusqu’en clinique, il
faudra prendre en compte le réle physiologique d’IRE1a dans I'embryogénése, ou

linactivation d’'IRE1 chez la souris cause la mort de 'embryon (291).

11.2.1.3. ATF6

Les Ceapins, sont des pyrazole amides inhibiteurs sélectifs de la voie de
signalisation d’ATF6a (Figure 33). Ces derniers inhibent la migration d’ATF6a du RE
au Golgi par favorisation de I'état oligomérique d’ATF6a (292,293). Ceux-ci n’ont pas
d’effet sur la translocation d’ATF6 et SREBP dont les mécanismes de translocation
sont similaires a ATF6a. En effet, comme précisé dans la premiére partie de cette
these, seul ATF6a sous I'état de monomére peut se rendre jusqu’au Golgi. Le

rationnel de découverte de ces inhibiteurs a été un criblage d’environ 100 000
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composes, vis-a-vis de l'inhibition de I'expression de génes régulés par ATF6, par un
systeme rapporteur luciférase induit par la Thapsigargine. Les ceapins seuls ne sont
pas toxiques pour les cellules, mais I'association avec un agent stresseur augmente
la sensibilité des cellules au stress et augmente I'apoptose cellulaire. Cependant, ces
composés posseédent des propriétés de pharmacocinétiques insuffisantes pour étre
étudiées chez l'animal. Des études de relations structure-activité sont nécessaires

afin d’améliorer ceux-ci (294).
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Figure 33 : Structure des ceapins, molécules décrites comme étant des inhibiteurs d’ATF6 par favorisation de
I’état oligomérique d’ATFB, inhibant ainsi sa translocation jusqu’au Golgi et donc son activation.

[1.2.1.4. GRP78

HA-15 ou son analogue 1b de la famille des thiazole benzenesulfonamides
sont des inhibiteurs de la chaperon GRP78 (295-298). Suite a I'observation que les
Thiazolidinedione (TZD), utilisés auparavant pour le traitement du diabéte de type I,
induisaient la mort de lignées cellulaires de mélanome, I'équipe francaise du Dr
Stephane Rocchi a optimisé ces produits afin de perdre I'activité sur le récepteur
nucléaire PPAR-y tout en gardant I'activité anticancéreuse (Figure 34). Un travail de
détermination de la cible a ensuite été réalisé et a permis de trouver que ces
composeés étaient des inhibiteurs de l'activité ATPase de BIP. Ainsi, ils activent la
voie UPR dans les cellules cancéreuses, responsable de la mort cellulaire
(autophagie et apoptose). BIP est surexprimée dans plusieurs types de cancer en
particulier dans les mélanomes ce qui peut expliquer 'effet de ces molécules et
'absence de toxicité de ces composés sur les cellules saines. HA-15 démontre une
activité anticancéreuse puissante sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses
(mélanomes, pancréas, leucémie myéloide chronique, carcinome adrénocortical),
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sensibles mais aussi résistantes a des traitements existants, ce qui pourrait étre un
espoir thérapeutique pour les patients en échec de traitements (297,299). De plus,
un traitement prolongé de plus de 4 mois sur des cellules de mélanome de patients,
n'entraine pas de développement de résistance a l'inverse du Vémurafénib utilisé
comme comparatif. Aussi, ce composé présente également une activité
anticancéreuse in vivo sur des xénogreffes de mélanome chez la souris sans
toxicités apparentes. Ces composés ont des propriétés pharmacocinétiques
favorables pour leurs évaluations in vivo et peut étre prochainement en clinique chez
I’lhomme (295).
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Figure 34 : Rationnel de découverte d’HA15, molécule décrite comme étant un inhibiteur de GRP78. Le
troglitazone présente une activité antidiabétique via son activité agoniste sur PPARy qui serait d0 au motif
dihydrobenzopyrane, ainsi qu’une faible activité anticancéreuse qui serait due au motif thiazolidinedione. Apres
des études de relations structure-activités, HA15 présente une activité anticancéreuse via son motif thiazole
benzenesulfonamide.

Il existe d’autres composés dont les effets anticancéreux seraient attribués a
une action sur GRP78. Deux exemples, non exhaustif, la molécule OSU-03012 ou
encore I’Honokiol (Figure 35). Le composé OSU-03012 (2-Amino-N-[4-[5-(2
phenanthrenyl)-3-(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yl] phenyl]-acetamide) est un dérivé
du Celecoxib (sans activité Cyclo-oxygénase 2 (COX2)) et ayant des effets
anticancéreux sur des cellules de leucémie lymphoide chronique, de myélome
multiple, de glioblastome ainsi que sur des cellules cancéreuses du sein et du
pancréas. Son activité anticancéreuse a été attribuée a linhibition de PDK-1
(Phosphoinositide-dependent protein kinase-1), Aurora kinase A ainsi qu’a GRP78.
En effet, OSU-03012 diminue I'expression de GRP78 et la surexpression de cette
derniére abolit son effet anticancéreux (300). Ce composé est allé en Phase 1
clinigue pour le traitement des tumeurs solides ainsi que des lymphomes.
Cependant, lors de cette étude, le composé a montré des propriétés
pharmacocinétiques trés variables ainsi qu'une absorption limitée. Une optimisation
de la formulation galénique est en cours (301). Aussi I'Honokiol, un composé
biphénolique dérivé du Magnolia, induit I'apoptose de plusieurs lignées cellulaires
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cancéreuse. Ce composé aurait plusieurs cibles dont GRP78. Il serait notamment un
ligand du domaine ATPase de cette derniere en formation, ce qui serait responsable

de l'induction d’un stress du RE délétere pour la cellule (302).

0OSU-03012 Honokiol

Figure 35 : Structures des molécules OSU-03012 et Honokiol, décrites comme modulatrices de GRP78.

I11.2.2.Les protéines impliguées dans la réponse UPR

[1.2.2.1. RTCB

Le complexe RTCB ligase permettant la formation du facteur de transcription
XBP1s pourrait étre une cible intéressante pour le développement de molécules a
propriétés anticancéreuses(303). En effet, cela permettrait la diminution de
I'expression d’XBP1s, dont on sait que cela joue un rdle crucial dans plusieurs types
de cancer, comme le myélome multiple ou encore la leucémie lymphoide chronique.
De plus, il a été démontré que la formation de cette forme épissée d’XBP1 était
spécifique de cette ligase, ce qui en fait une cible attractive. L’abolition de cette
ligase diminue la durée de vie des cellules exposées a un stress (304). A ce jour, il
n’y a pas de petites molécules décrites comme étant des inhibiteurs de cette ligase.
Si des molécules sont en développement, il faudra prendre en compte que cette
ligase permet également la ligation d’ARN de transfert, pouvant étre a l'origine
d’effets indésirables di a des défauts de traduction. Ces molécules devront donc, si

possible, présenter une certaine sélectivité vis-a-vis du substrat.

.2.2.2. EIF2

Des molécules empéchant la déphosphorylation d’elF2a ont été identifiées.
Tout d’abord, Guanabenz, un agoniste a2 adrénergique utilisé dans le traitement de

I'hypertension artérielle, a été identifi€ comme un inhibiteur de l'interaction protéine-
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protéine GADD34-PP1c, responsable de la déphosphorylation d’elF2a (Figure 36).
Cette inhibition est spécifigue de GADD34 et n’affecte pas CReP. Cependant, ce
n‘est pas une activité partagée par d’autres agonistes a2 adrénergique (305).
L'utilisation de ce composé protége les cellules B pancréatique et HelLa contre
'induction d’un stress par la Tunicamycine (306). Dans le contexte thérapeutique du
cancer, Guanabenz présente une activité anti-tumorale par I'induction de I'apoptose
de cellules de carcinome hépatocellulaire (307). Salubrinal, un composé qui promeut
la phosphorylation d’elF2a, par I'inhibition trés probable des phosphatases GADD34
et Crep, montre également un effet cytoprotecteur dans des cellules de
phéochromocytome contre [I'exposition a des différents agents stresseurs
(Tunicamycine, Brefeldin A) (Figure 36) (308). L’utilisation de ces deux composés
serait intéressante dans les pathologies a protéines mal-conformées. L'utilisation de
Salubrinal dans le contexte thérapeutique du cancer, montre un effet synergique lors
de la combinaison avec les inhibiteurs de protéasome sur des lignées cellulaires de

leucémie et sur des cellules de myélome multiple (286,287).
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Figure 36 : Structures de Guanabenz et Salubrinal, décrites comme étant des molécules inhibant la
déphosphorylation d’elF2a.

Ainsi, on remarque que [utilisation de ces composés dans le contexte
thérapeutique du cancer est dépendant du type cellulaire et du type de stress induit
dans la cellule, du fait que ces composés présentent dans certains contextes un effet
cytoprotecteur et dans un autre contexte un effet potentiateur de la cytotoxicité. Il
existe de nombreuses phosphatases cellulaires, présentant un large panel de
protéines cibles, ce qui rend difficile la conception d’inhibiteurs de la phosphorylation
ou déphosphorylation de substrats particuliers. Le fait que ces phosphatases, comme
PP1c, présentent une unité catalytique interagissant avec des unités régulatrices,
comme GADD34, cela peut étre un moyen d’augmenter la spécificité d’action vis-a-

vis de substrats par le développement d’inhibiteurs de l'interaction protéine-protéine.
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Cependant, le développement de ces inhibiteurs peut s’avérer étre difficile, du fait de
la grande surface dinteraction et souvent plane entre deux protéines, mais la
découverte, certes fortuite, de Guanabenz comme un inhibiteur de I'interaction

protéine-protéine est la preuve que cela n’est pas impossible.

A linverse, les ISRIB (Integrated Stress Response Inhibitor) sont de petites
molécules symétriques qui rendent insensibles les cellules aux effets de la
phosphorylation d’elF2a (Figure 37). En effet, ils seraient des activateurs du
complexe elF2B par la favorisation de la formation du dimére, empéchant ainsi les
changements traductionnels induits par la phosphorylation d’elF2a (311). L’utilisation
des ISRIB dans le contexte thérapeutique du cancer, en particulier dans le cancer de
la prostate ou la phosphorylation d’elF2a est un marqueur de faible survie pour les
patients, a montré une cytotoxicité prometteuse sur un modéle murin de tumeur de la
prostate présentant une forte phosphorylation d’elF2a, sans toxicité apparente pour
la souris. De plus, une inhibition de la dissémination métastatique a été également
observée (312).

R1
R2

NSeaa

ISRIB

R3
R4

Figure 37 : Structure des molécules ISRIB, décrites comme étant des activateurs du complexe elF2B.

Ainsi, on remarque que favoriser la phosphorylation d’elF2a ou empécher
I’'action de cette derniére peut s’avérer intéressant pour le traitement du cancer. Cela
souligne d’avantages que cibler une protéine de 'UPR, en l'inhibant ou en I'activant
entraine un déséquilibre de la balance de cette voie de signalisation, qui est délétere

pour la cellule cancéreuse qui avait trouvé un équilibre vital.

1.2.2.3. Nrf2

Nrf2 est le principal facteur de transcription de la voie UPR responsable de la

réponse antioxydante. Il faut savoir que Nrf2 est également induit par de multiples
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facteurs (stress oxydatif, inflammation, hormones etc.), il n’est donc pas spécifique
de la voie UPR (313). Nrf2 est surexprimé dans plusieurs types de cancer dans
lesquels il est associé a un mauvais pronostic, ainsi le développement d’inhibiteurs
de Nrf2 semble étre une piste thérapeutique intéressante. A l'inverse, I'activation de
Nrf2 semble étre également envisagée comme réponse antioxydante en
chimioprévention du cancer, c’est-a-dire perturber ou retarder les voies moléculaires
conduisant a la cancérogénese. Du fait d’'une connaissance accrue de ce facteur de
transcription, de nombreux modulateurs de Nrf2 ont été développés mais aucun
modulateur spécifique n’est pour le moment sur le marché(314).

On peut citer de maniére non exhaustive parmi les inhibiteurs les composés
ML385 (315); AEM1 (ARE expression modulator 1) (316) ; 1M3829 (317); le
corticoide, le propionate de Clobetasol (318) ; mais aussi des composés naturels
comme le Brusatol (319) ou encore l'acide rétinoique (320) (Figure 38). Ces
inhibiteurs de Nrf2, par divers mécanismes (augmentation de sa degradation,
inhibition de sa translocation dans le noyau ou encore l'inhibition de sa liaison a son
promoteur) montrent une activité anti-tumorale intéressante sur des lignées
cellulaires ou tumeurs, présentant des mutations ou non de Keapl avec une
surexpression de Nrf2, seul ou en combinaison avec des agents anticancéreux déja
approuves.

Parmi les activateurs, nous pouvons citer par exemple I'omaveloxolone, un
ligand de Keapl permettant de limiter la dégradation de Nrf2, en phase Il dans le
mélanome en combinaison. L’'omaveloxolone démontre une activité anti-tumorale
prometteuse, malgré une non spécificité vis-a-vis de Nrf2 mais favorable pour le
traitement du cancer, notamment envers la voie de signalisation de NFkB (321). Son
analogue, le Bardoxolone, présente également une activit¢ anticancéreuse
intéressante (322). Cependant, celui-ci a présenté des effets indésirables
cardiovasculaires en phase Il pour le traitement des complications rénales du
diabéte, pouvant limiter son développement (Figure 38) (323).

Ainsi, on remarque qu’il existe des molécules déja connues possédant des
effets sur la modulation de Nrf2 (clobétasol cité précédemment, mais aussi la
Metformine par exemple), ce qui peut constituer une stratégie de repositionnement
parfois plus rapide et moins couteuse que le développement de nouveaux
médicaments, avec cependant le risque d’inefficacité et/ou de manque de sélectivité.
On remarque également que moduler Nrf2 dans le cancer est une fois de plus une

balance dont il faut estimer si un activateur ou un inhibiteur de celui-ci est plus
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avantageux pour l'effet escompté. L'établissement du profil Nrf2 de la tumeur semble

étre également un point important pour déterminer I'efficacité de ces agents.

TSy oo 13

ML385 IM3829 AEM1

o]
|
SO T T

Acide rétinoique

Brusatol

Bardoxolone Omaveloxolone
Figure 38 : Structures des molécules ML385, IM3829, AEM1, Brusatol, Clobetasol, acide rétinoique, décrites

comme étant des inhibiteurs de Nrf2 et Bardoxolone, Omaveloxolone, décrites comme étant des activateurs de
Nrf2.

[1.2.2.4. CHOP :

La petite molécule LGH00168 serait un activateur de CHOP, en induisant
'expression de genes induit par CHOP via la liaison aux promoteurs de ce dernier
(Figure 39). Ce composé a montré une activité anticancéreuse in vitro sur plusieurs
lignées cancéreuses (poumon, colon, utérus, sein, ovaire, foie), et in vivo dans une
xénogreffe de cellules cancéreuses pulmonaires chez la souris. Cependant, il
induirait plutdt la mort cellulaire par nécrose que par apoptose, ce qui pourrait étre un
avantage par l'induction d’'une réponse immunitaire a la suite de cette mort cellulaire
(324). De plus, cela entrainerait la mort des cellules indépendamment de p53 dont on
sait qu’il peut étre muté dans certains types de cancer.

Ainsi, cette petite molécule cible un effecteur terminal de la voie UPR impliqué
dans la mort cellulaire. Cela semble efficace sur les lignées cancéreuses mais il
serait également intéressant de connaitre sa sélectivité vis-a-vis de cellules saines
non stressees.
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Figure 39 : Structure de la molécule LGH00168, décrite comme étant un activateur de CHOP.

I11.2.3.Les agents stressants

Il existe des molécules appelées agents stresseurs qui induisent, par leur
mécanisme d’action, un stress du RE, conduisant a I'activation de la voie UPR. Ces
molécules sont utilisées comme des outils d’étude de cette réponse. Certaines sont
développées comme médicament afin d’'induire un stress, dont I'effet serait délétéere
dans les cellules cancéreuses, a condition d’obtenir un profil pharmacocinétique et

pharmacodynamique favorable a I'utilisation chez ’lhomme.

Tout d’abord, la tunicamycine est un antibiotique naturel inhibant la N-
glycosylation des protéines via son action sur I'enzyme GlcNac phosphotransférase
(Figure 40). L’inhibition de cette enzyme, nécessaire aux modifications post-
traductionnelles essentielles au bon fonctionnement des protéines, conduit a
’accumulation de protéines mal-conformées dans la cellule et a I'activation de la
réponse UPR. La tunicamycine constitue ainsi I'outil chimique le plus utilisé en
recherche pour I'étude de la voie UPR, car I'ensemble des branches est active.
S’agissant d’'un mécanisme cellulaire global, I'effet de la Tunicamycine ne peut
cependant pas étre résumé qu’a lactivation des voies UPR. L’étude de la
tunicamycine in vitro et ou in vivo démontre une activité anti-cancéreuse, seul ou en
combinaison avec des agents anticancéreux sur plusieurs types de cancer (poumon,
ovaire, prostate, myélome multiple...) (325-327). Cependant, ayant une fenétre
étroite d’efficacité du fait d’'une toxicité hépatique, son utilisation en clinique est
impossible (328).

La thapsigargine, molécule extraite d’'une plante Thapsia garganica L, est un
inhibiteur de la pompe SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase), qui

normalement permet I'entrée du calcium du cytoplasme au RE par I'hydrolyse de
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I’ATP (Figure 40). L’accumulation de Ca2+ dans le cytosol perturbe le RE et conduit
a l'activation des voies UPR par I'accumulation de protéines mal-conformées, ce qui
en fait également un bon outil d’étude. Tout comme la Tunicamycine, 'effet de la
Thapsigargine n’est pas seulement di a I'induction de la voie UPR, mais aussi aux
autres conséquences qu’entraine I'accumulation de calcium dans le cytoplasme,
notamment 'induction de la mort cellulaire. Cette molécule présente une cytotoxicité
non spécifique aux cellules cancéreuses.

Du fait de sa non-spécificité aux cellules cancéreuses, une pro-drogue
(composé qui n'a pas deffet pharmacologique en lui-méme mais qui une fois
transformé par le corps permet la libération/production d'un composé actif
pharmacologiquement) de la Thapsigargine a été créée : la Mipsagargine. La
Thapsigargine est couplée a un peptide inerte, améliorant la solubilité et présentant
un motif de clivage spécifique de I'’enzyme carboxypeptidase PSMA (prostate-
specific membrane antigen). Cette enzyme est présente principalement au niveau
des cellules endothéliales de certaines tumeurs, elle est faiblement exprimée dans
les tissus normaux (prostate, tubule proximal, duodénum) et non exprimée au niveau
des cellules endothéliales vasculaires normales (329). Ainsi, I'agent cytotoxique
Thapsigargine est directement libéré au niveau des cellules exprimant la PSMA, soit
principalement les cellules cancéreuses, a haute concentration permettant ainsi une
spécificité d’action. Mipsagargine est actuellement en phase 2 pour le traitement du

glioblastome et du carcinome hépatocellulaire.

Brefeldin A est une lactone macrocyclique produite par Penicillium
brefeldianum, connue pour inhiber le transport des protéines du RE au Golgi (Figure
40). La Brefeldin A induit ainsi une accumulation de protéines mal-conformées dans
la cellule a l'origine de la réponse UPR. Cette molécule démontre une activité
anticancéreuse dans plusieurs types de cancer (330-332) mais est uniqguement
utilisé en recherche comme outil d’étude du fait de propriétés pharmacocinétiques
tres défavorables (333).
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Figure 40 : Structures des molécules Tunicamycine, Brefeldin A, Thapsigargine et Mipsagargine, décrites
comme étant des agents stresseurs. La Mipsagargine est une pro-drogue de la Thapsigargine, présentant des
motifs de clivage de I'enzyme carboxypeptidase PSMA, principalement exprimée au niveau des cellules
cancéreuses.

Les inhibiteurs de protéasome (IP), par leur mécanisme d’action principal qui
est I'inhibition de la voie de dégradation des protéines par le protéasome, entraine
une accumulation de protéines mal-conformées dans la cellule causant
secondairement I'activation de la voie de signalisation UPR (334,335). L’action des
IPs n’est donc pas limitée a l'activation de la voie UPR mais aussi a I'action des
protéines qui ne sont plus dégradés et qui jouent un role sur le destin cellulaire. Des
inhibiteurs de protéasome sont déja approuvés pour le traitement du myélome
multiple comme le Bortezomib, le Carfilzomib ou encore I'lxazomib (Figure 41).
L’Oprozomib est un inhibiteur du protéasome actuellement en phase 3 de

développement.
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Figure 41 : Structures du Bortezomib, Carfilzomib, Ixazomib et Oprozomib, décrites comme étant des inhibiteurs
du protéasome.

1".3. Combinaison des modulateurs de PUPR avec des

médicaments déja approuves

Les associations de meédicaments pour le traitement du cancer est une
stratégie thérapeutique intéressante pour augmenter l'efficacité de ceux-ci (effet
synergique, effet additif ou effet booster; tumeurs hétérogénes ...), réduire
apparition de résistance et de rechutes par la combinaison de mécanismes
d’actions distincts, permettre de raccourcir les durées de traitement, ou encore
diminuer les posologies afin de limiter l'apparition d’effets indésirables. Les
combinaisons thérapeutiques présentent de nombreux avantages mais nécessitent
aussi une observance plus importante pour le patient qui doit ainsi prendre plusieurs
médicaments. Une association de plusieurs molécules au sein d’'un méme comprimé
serait un atout, mais cela peut s’avérer difficile a mettre au point, notamment lorsque
les composés sont développés par des laboratoires différents, mais aussi car cela
nécessite des études de compatibilité galénique, pharmacocinétique et
pharmacodynamique.

On remarque particulierement que l'association d’agents modulateurs de

'UPR avec d’autres agents cytotoxiques serait intéressante, du fait de la dualité de
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réponse de 'UPR, dans le but de garantir un destin de mort cellulaire aux cellules
cancereuses.

Ainsi, de nombreuses études démontrent l'effet additif ('effet de Ia
combinaison est égale a la somme des effets des agents seuls) ou synergique (I'effet
de la combinaison est supérieure a la somme des effets des agents seuls) des
combinaisons d’agents modulateurs de 'UPR avec des agents stressants, et en
particulier les inhibiteurs du protéasome déja approuvés comme agents
anticancéreux, mais aussi avec d’autres agents cytotoxiques sur le marché.

Certaines combinaisons ont été précédemment évoquées dans la précédente partie.

Ainsi, les exemples suivants permettent de mettre en exergue les propos
précédents mais n'‘en sont pas une liste exhaustive. L’inhibiteur de PERK,
GSK2606414 combiné a la digoxine, un glucoside cardiotonique utilisé dans
insuffisance cardiaque mais démontrant des effets anticancéreux, démontre un effet
de combinaison sur un modéle murin de leucémie (336). La digoxine seul est
également activateur de la voie UPR. Les inhibiteurs d’'IRE1 a ont été également
etudiés en combinaison avec des agents anticancéreux. Le composé MKC-3946
présente un effet de combinaison avec le Bortezomib dans un modele murin de
myeélome multiple (282). Les ceapins, inhibiteurs d’ATF6, sensibilisent les cellules
d’ostéosarcome a l'agent stresseur Thapsigargine (294). Concernant GRP78,
linhibiteur HA15 montre un effet synergique in cellulo avec le mitotane, le seul

traitement approuveé pour le carcinome corticosurrénalien (299).
Par conséquent, on constate qu'un modulateur de la voie UPR, seul mais

aussi en association avec d’autres agents anticancéreux est une stratégie

thérapeutique anticancéreuse prometteuse (Tableau 2).
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Etape de
développement

Voie Cible Nom Mécanisme d’action I Référence(s)
pour I’'indication
anticancéreuse
GSK2606414 '”h'b'teﬁ{n‘;‘ze'} actvite | preciinique (272)
PERK — TR
GSK2656157 InhlblteE_r de l'activité Préclinique (273,274)
inase
Inhibi .
Guanabenz Ir’1inl’[t(i,lr?:::{[riodr:e re oEi?iSoarl:ndeement N((;%i:aog?l)og
GADD34-PP1c P
EIF2a . Inhibiteur de e
Salubrinal GADD34 Préclinique (309,310)
Activateur du L
ISRIB complexe EIF2B Préclinique (311,312)
ML385 Inhibiteur Préclinique (315)
PERK AEM1 Inhibiteur Préclinique (316)
IM3829 Inhibiteur Préclinique (317)
Brusatol Inhibiteur Préclinique (319)
Clobetasol Inhibiteur Préclinique (318)
Acide rétinoique Inhibiteur Préclinique (320)
NRF2 (322,323)
Bardoxolone Activateur Phase I/l NCT00529438
NCT00529113
(321)
. NCT02029729
Omaveloxolone Activateur Phase Il NGT02259231
NCT03593499
CHOP LGHO00168 Activateur Préclinique (324)
Inhibiteur de l'activité .
MKC9989 RNAse Préclinique 277)
Inhibiteur de I'activité P
MKC8866 RNAse Préclinique (281)
Inhibiteur de I'activité P
MKC3946 RNAse Préclinique (282)
Inhibiteur de I'activité P
4u8c RNAse Préclinique (278-280)
Inhibiteur de I'activité g
STF083010 RNAse Préclinique (283-285)
. Inhibiteur de I'activité P
Toyocamycine RNAse Préclinique (286)
IRE1 IRE1 Indigué dans I_es
cancers du rein,
tumeurs
Sunitinib InhlblteE_r de l'activité neuroendogrlnes (287,288)
inase du pancréas,
tumeurs
stromales gastro-
intestinales
KIRA 6 Inh'b'tet.r de I'activite Préclinique (290)
inase
APY29 Inh'b'tet.r de I'activite Préclinique (288)
inase
KIRA (Amgen) Inhlbltezirnc;z(le activite Préclinique (289)
ATF6 ATF6 Ceapins Inhibiteurs d’ATF6 Préclinique (292—294)
HA15 Inhibiteur Préclinique (295-299)
i Diminue I'expression (300,301)
GRP78 | GRP78 OSU-03012 de GRP7S Phase | NCT00978523
Honokiol Ligand Préclinique (302)

Tableau 2 : Molécules ciblant ’'UPR.
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Discussion

A travers cette thése, nous constatons l'importance de la voie UPR dans le
destin des cellules cancéreuses et son implication dans la physiopathologie du
cancer. Cette voie cellulaire, découverte dans les années 1990 est depuis trés
étudiée comme en témoigne le nombre important d’articles scientifiques disponibles
sur NCBI (Figure 42). La caractérisation de cette voie de signalisation ainsi que sa
modulation en font un grand intérét pour la communauté scientifique, notamment a

des fins thérapeutiques.
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Figure 42 : Nombre de publications disponibles sur Pubmed présentant le mot clé « Unfolded Protein Response »
ou « ER stress » a la date du 09 Aodt 2019.

Par ce travail bibliographique on remarque qu’il existe une variabilité de
réponse dans les différentes études, ce qui peut s’expliquer d’'une part par les
modeles utilisés. En effet, dans le domaine de la recherche, les expériences se
réalisent sur des modeles de plus en plus complets en termes de physiologie. Cela
commence par des tests acellulaires, comme des essais enzymatiques par exemple.
Puis vient ensuite les modeles cellulaires dont la réponse est plus physiologique,
mais peut varier en fonction de la lignée cellulaire utilisée, du nombre de passage, de
la composition du milieu de culture, des conditions de culture, de I'agent stresseur
utilisé etc. De plus, ce modele ne prend pas en compte I'environnement cellulaire
dont on sait que celui-ci joue un réle essentiel sur les réponses, notamment dans le
contexte tumoral. Il existe ainsi des modeles de co-culture cellulaire, consistant a

cultiver des cellules cancéreuses au contact de cellules de I'environnement tumoral
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dans le but de mimer I'impact de ce dernier. Ce modéle est ainsi trés informatif mais
est assez complexe a mettre en place. Ensuite, le modéle animal permet de prendre
en compte une réponse dans un organisme entier. La réglementation et I'éthique
concernant les études menées sur I'animal sont trés encadrées et limitent leurs
utilisations. Le modéle animal permet d’avoir une preuve sur un organisme complet
mais cela est encore différent d’'un patient X avec un environnement et une
génétique variable. Ainsi, il est trés difficile de comparer les études entre elles, mais
aussi de savoir ce en quoi 'UPR est vraiment responsable, notamment quand les
résultats sont contradictoires. Cependant, il s’agit de modéles qui sont nécessaires,
essentiels pour apporter des premiéeres réponses, il faut simplement étre conscient
des limites de ceux-ci.

D’autre part, les outils utilisés pour caractériser la voie UPR est également une
source de variabilité pour les réponses. En effet, une réponse induite par la
Tunicamycine par exemple pour caractériser 'UPR, n’est pas forcément de la méme
nature et de la méme intensité qu’un autre agent stresseur comme la Thapsigargine,
dont les mécanismes d’action sont différents. De plus, I'affranchissement de
I'utilisation d’outils pharmacologiques comme ceux cités précédemment, par une
modification génétique (abolition d’'un géne ou surexpression de celui-ci), n'est peut-
étre pas non plus un modéle parfait pour la caractérisation de ces effets. En effet, la
cellule se retrouve modifiée et/ou stressée par cette modification définitive ou
transitoire, ce qui fait que la cellule peut s’adapter a celle-ci, ce qui n’est pas
forcément le reflet de I'activité du géne en lui-méme. Il n’existe donc pas de modéles
parfaits pour caractériser une voie de signalisation, mais ce qu’'on remarque c’est
gu’avec I'’ensemble des études, toutes convergent vers le fait que 'UPR est une voie
de signalisation importante au destin cellulaire et est impliquée dans la
physiopathologie cancéreuse.

Aussi, I'UPR est une balance, un équilibre entre la vie et la mort dont on ne
comprend pas encore toutes les subtilités qui font qu’elle penche plut6t vers la survie
ou la mort. Ce que l'on sait c’est qu’'une simple variation de celle-ci peut la faire
basculer, notamment la ou son activation est vitale, vers la mort cellulaire. Ainsi, on
remarque que la modulation de cette voie de signalisation constitue une stratégie
thérapeutique prometteuse dans le cancer qui est une pathologie « UPR addict »,
comme en témoigne le développement de petites molécules ciblant cette voie. Les

recherches doivent donc continuer afin de mettre en exergue toutes les implications
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de la voie UPR pour permettre le développement de molécules a visée
thérapeutique.

Cependant, concernant le développement des petites molécules il faut savoir
gu’elles auront une cible dite principale mais ont, systématiquement, d’autres cibles
dites secondaires. En effet, une petite molécule ne peut étre totalement spécifique
d'une protéine, elle se lie forcément a d’autres cibles, avec des affinités souvent
moindres certes, mais qui peuvent contribuer, ou non, a son effet thérapeutique.
Ainsi, l'utilisation de ces petites molécules dites « sélectives » ou « spécifiques »
comme outil d’étude et de caractérisation de la voie de signalisation de la cible
principale peut étre biaisé. Cette non-spécificité est a prendre en considération lors
des conclusions des études. De plus, la petite molécule la plus puissante sur un
modele n’est pas forcément celle qui deviendra un médicament. Celui-ci est le
meilleur ~ compromis entre toutes les  propriétés  physico-chimiques,
pharmacodynamiques et pharmacocinétique, ce qui fait toute la complexité du
développement d’un médicament.

Enfin, 'TUPR est une voie de signalisation commune a I'ensemble des cellules,
mais les niveaux de dépendance de cette voie pourraient permettre une certaine
sélectivité vis-a-vis des cellules saines. En effet, la modulation de 'UPR dans une
cellule saine pourrait étre maitrisée pour la survie de ces cellules. En revanche, la
modulation de 'UPR dans une cellule cancéreuse, ou sa survie dépend fortement du
bon équilibre de cette voie de signalisation, sera d’autant plus critique, conduisant
inexorablement a la mort cellulaire. Cependant, il est a garder a 'esprit I'éventuel non
spécificité vis-a-vis de certaines cellules saines qui sont également dépendantes de
'UPR par leurs fonctions sécrétrices importantes comme les plasmocytes par
exemple.

De plus, une des stratégies thérapeutiques pour le traitement du cancer est
’'association de plusieurs principes actifs. Cette option thérapeutique présente de
nombreux avantages, comme l'augmentation de [lefficacité afin de limiter les
résistances et les rechutes. Les combinaisons sont une opportunité, en particulier si
'un des produits cible 'UPR. En effet, cela permettrait de garantir un destin de mort
cellulaire par la combinaison par exemple avec un traitement dit de « thérapie
ciblée », qui présente une séléctivité vis-a-vis de la cellule cancéreuse. Cette
sélectivité d’action est I'un des enjeux des agents anticancéreux pour limiter les

effets indésirables.
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Conclusion

Pour conclure, la caractérisation de la voie de signalisation de 'UPR a permis
de découvrir de potentielles cibles thérapeutiques, dont la modulation présente un
intérét pour le traitement du cancer, pathologie ou le besoin médical est important.
De nombreuses recherches sont actuellement en cours pour continuer la
caractérisation de cette voie cellulaire complexe, mais aussi pour la moduler dans

une approche thérapeutique. Ces recherches méritent alors qu’on s’y intéresse.
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