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Heat Shock Protein

Inhibiteur NF-xB

IxB Kinase

InterLeukine

Inositol-Requiring Enzyme 1

Integrated Stress Response

c-Jun N-terminal Kinase

KARyogamy 2

Kilo base

KDa
LCM
LH
LLC
MA
MAPK
MH
MM
MP
NF-xB
NRF2
nt
oMS
ORF

PAEL-R

PCD
PDI
PERK
PKR
PPI
PS1/2
RCPG
RE
RIDD
RIP
ROS
SEP
SERCA
SLA
s1/2p
TLR
TNBC
TNFa.
TRAF2
UMF
UPR
UPRE
vcP
VDW
VEGF
VHC
VHS
XBP1

Kilo Dalton

Lymphome a Cellules du Manteau
Liaison Hydrogéne

Leucémie Lymphoide Chronique
Maladie d’Alzheimer
Mitogen-Activated Protein Kinase
Maladie de Huntington

Myélome Multiple

Maladie de Parkinson

Nuclear Factor kB

NFE2-Related Factor 2

Nucléotide

Organisation Mondiale de la Santé
Open Reading Frame

Parkine Associated Endothelin receptor-Like
Receptor

Programmed Cell Death

Protéine Disulfure Isomérase
PKR-like ER Protein Kinase

Protein Kinase RNA-activated
Peptidyl-Prolyl cis/trans-Isomérases
PréSénilline 1/2

Récepteur Couplé a la Protéine G
Réticulum Endoplasmique
Regulated IRE1-Dependent Decay
Regulated Intramembrane Proteolysis
Reactive Oxygen Species

Sclérose En Plaques

Sarco/ER Ca2+-ATPase

Sclérose Latérale Amyotrophique
Site 1/2 Protease

Toll-Like Receptor

Triple Negative Breast Cancer
Tumour Necrosis Factor a

TNF Receptor-Associated Factor 2
UPR Modulatory Factor

Unfolded Protein Response
Unfolded Protein Responsive Element
Valosin-Containing Protein

Van Der Waals

Vascular Endothelial Growing Factor
Virus de I'Hépatite C

Virus Herpes Simplex
X-box-binding protein 1




Espéce Nom latin Sygrrgl:‘zle du ;:-g:’ai:?a la
La souris Mus musculus Abcd ABCD
L'Homme Homo sapiens ABCD ABCD
pourgeonnante | corevisie. ABCD il
L a;:;eet:e des /?ll;aallailadls):sm ABCD ABCD

Tableau 1. La nomenclature suivie dans cette étude pour désigner les génes et les protéines dans les
différentes espéces.




I. Introduction générale

1. Le Réticulum Endoplasmique et la synthese protéique

e Réticulum Endoplasmique (RE) (Figure 1.) est un organite dynamique qui joue

un role essentiel dans le maintien de I'homéostasie calcique, la signalisation, la

sécrétion, ainsi que la biosynthése des acides gras et des phospholipides destinés
a lI'assemblage des membranes biologiques. C'est également le principal compartiment
subcellulaire impliqgué dans la synthese, le repliement et la modification post-
transcriptionnelle des nouvelles protéines membranaires, ou sécrétoires, destinées a la
surface des cellules ainsi qu'a d'autres organites intracellulaires, tels que les lysosomes
et I'appareil de Golgil-*. La lumiere du RE contient 2 a 5 mM de la réserve de calcium
(Ca?*) intracellulaire, contre 1 uM dans le cytosol2. De plus, le RE représente la moitié
des membranes d’une cellule et environ un tiers du protéome total y transite®®.

Ribosome

Appareil de Golgi

Réticulum endoplasmique

Réticulum endoplasmique lisse

rugueux

Lysosome

Mitochondrie

Microtubule

Membrane nucléaire

Pore nucléaire
Membrane plasmique Nucléole

Figure 1. L'organisation des organites a I'intérieur de la cellule (ChemDraw®, PerkinElmer Informatics, version 16).



Les feuillets et les tubules du RE sont appelés le RE rugueux et le RE lisse,
respectivement. Le RE rugueux est abondant dans les cellules qui manifestent une grande
capacité sécrétoire, telles que les cellules p pancréatiques sécrétant l'insuline. Le RE lisse
est abondant dans les cellules musculaires, hépatiques et corticales surrénaliennes,
responsables respectivement du stockage du Ca?*, de la détoxification et de la production

d'hormones stéroidiennes’.

La biosynthese des protéines (Figure 2.) est un mécanisme qui permet la traduction
de l'information génétique en séquences d'acides aminés (AA). L'information est portée
par I'ADN (Acide DésoxyriboNucléique), puis elle est transcrite en ARN messager (ARNm,
Acide RiboNucléique messager) qui, a son tour, est traduit en séquence d’AA. Cette
biosynthese démarre dans le cytosol par le biais du ribosome qui capture les ARNm et
traduit leurs codons (1 codon = 3 nucléotides) en I'un des 22 AA composants les
protéines. Le processus de traduction comporte 4 étapes essentielles : l'initiation,
I"élongation, la terminaison et le recyclage, qui sont assurées par la coordination de I'ARN
de transfert (ARNt), I'ARNm et les ribosomes. La biosynthése d'une protéine s'effectue

de I'extrémité N-terminale vers I'extrémité C-terminale.

Acides amineés
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Figure 2. La biosynthése protéique (ChembDraw®, PerkinElmer Informatics, version 16).



D’une part, toute protéine synthétisée selon « la théorie fondamentale de la biologie
moléculaire » - le dogme central - émerge dans la cellule sous forme de polypeptide
linéaire et doit étre repliée en ses structures, tertiaire et quaternaire, spécifiques pour
remplir sa fonction attribuée par le code génétique. Le repliement consiste a faire subir
aux protéines des modifications post-traductionnelles, telles que le clivage, la N-
glycosylation, la phosphorylation, I'acétylation, la méthylation et la formation de ponts
disulfures..., qui auront lieu dans le RE. A ce niveau, la protéine doit acquérir des
propriétés nécessaires a I'obtention de sa forme native, en adéquation avec sa fonction.
C'est un mécanisme qui implique des protéines chaperonnes, localisées majoritairement

dans la lumiere du RE, mais également dans le cytoplasme?l:28,

D'autre part, selon le « dogme d'Anfinsen », la structure d'une protéine est
principalement déterminée par sa séquence d’AA, mais ce repliement spontané est tres
difficile a réaliser dans le milieu intracellulaire, ou les concentrations extrémement
élevées de protéines peuvent facilement conduire a un mauvais repliement, voire a une
agrégation??, En effet, les protéines immatures entrant dans le RE présentent une
quantité considérable de zones hydrophobes qui s'attirent entre-elles dans le milieu
aqueux du RE, donnant lieu a des agrégats. Afin d'éviter ces interactions indésirables et
d'assurer le bon repliement de ces protéines, le RE est assisté par de nombreuses
protéines, dites résidentes du RE, telles que les protéines chaperonnes. Une fonction
« normale » du RE est donc requise pour le repliement correct et la modification post-

traductionnelle des protéines?>10.11,

Quoi qu’il advienne, en conditions physiologiques, un polypeptide en cours de
repliement, appelé protéine non-repliée (dépliée), est pris en charge par des protéines
chaperonnes qui se lient a ses domaines hydrophobes et maintiennent les protéines
transmembranaires a I|'état inactif jusqu'a ce que les protéines synthétisées soient
repliées. Ces chaperonnes jouent un rdle central en favorisant un repliement normal et
en évitant la formation des agrégats. En effet, plusieurs familles de chaperonnes sont
impliquées dans ces processus, telles que certaines protéines de choc thermique « Heat
Shock Protein » (HSP) de poids moléculaires différents (HSP60, 70, 90 et 100) qui
facilitent le repliement des protéines en protégeant les régions non-repliées ; en plus des
foldases catalysatrices des étapes du repliement et des lectines telles que la calnéxine
(CNX) et la calréticuline (CRT) impliquées dans la formation des liaisons aux glucides (N-

glycosylation). En addition, la famille des Protéines Disulfures Isomérases (PDI) et la



famille des Peptidyl-Prolyl cis/trans-Isomérases (PPI) contribuent a la formation des
ponts disulfures au sein de la structure protéique, augmentant ainsi sa stabilité1:2>2.11,
Les protéines chaperonnes utilisent I'énergie de I'hydrolyse de I'ATP pour s'associer de
maniére transitoire aux polypeptides nouvellement synthétisés, supprimer les
interactions inappropriées entre les zones hydrophobes et les aider a se replier
conformément au dogme d'Anfinsen. Une fois que les protéines sont correctement
repliées, la protéine chaperonne s’en dissocie. Puis, les protéines néosynthétisées sont
envoyées vers |'appareil de Golgi ou elles peuvent subir d'autres modifications telles que
I'0-glycosylation, la phosphorylation et le traitement protéolytique®®1112, Le transport
des protéines entre le RE et I'appareil de Golgi est bidirectionnel et est assuré par des
vésicules spécifiques: les complexes protéiques d'enveloppe « Coat Protein Complex II »
(COPII) qui interviennent dans le transport antérograde du RE vers Golgi, tandis que les

vésicules COPI interviennent dans le transport rétrograde?!?.

2. La protéine chaperonne BiP « Binding Immunoglobulin
Protein »

Au milieu des années 1970, deux protéines de poids moléculaires 78 et 94 KDa,
induites a la suite d'une carence en glucose dans le milieu de culture cellulaire, ont été
découvertes. Elles ont été baptisées « Protéines Régulées par le Glucose » ou « Glucose-
Regulated Proteins » (GRP78 et GRP94) en 197713, Au milieu des années 1980, il s'est
avéré que la protéine GRP78 était identique a la protéine de liaison a la chaine lourde de
I'immunoglobuline dans les cellules lymphocytaires pré-B découverte durant des
recherches sur le cancer et appelée BiP « Binding Immunoglobulin Protein »415, La
protéine GRP94, quant a elle, est une protéine chaperonne qui se lie aux protéines en
cours du repliement!2, La protéine BiP/GRP78 fait partie de la famille des protéines
HSP70, c'est I'une des chaperonnes les mieux étudiées®. Elle sera désignée dans le reste
de ce projet par « BiP ». La chaperonne BiP se lie aux segments hydrophobes de la chaine
polypeptidique afin d'éviter I'agrégation protéique et favorise la translocation de la chaine
polypeptidique a travers la membrane. De plus, elle est impliquée dans leur repliement
et leur assemblage ultérieurst®. L'interaction de BiP avec ces polypeptides garantit que
seules les protéines correctement repliées sortent du RES. La chaperonne BiP contient un
domaine d'ATPase N-terminal et un domaine de liaison au substrat C-terminal. Que la

reconnaissance de l'état non/mal-replié des protéines se produise directement ou



indirectement via BiP est peu clairl’-1° (Cf. IV.2.7). Dans la forme liée a I'ATP, BiP lie les
substrats avec une faible affinité. La liaison au substrat stimule I'activité ATPase de la BiP
pour générer la forme liée a I'ADP ayant une plus haute affinité pour le substrat (peptide)
lié. L'échange d'ADP avec de I'ATP libére le substrat de BiP, qui progresse ensuite sur sa

voie de repliement? (Figure 3.).
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Figure 3. BiP et le cycle ADP/ATP?,
Le domaine ATPase du BiP hydrolyse I’ATP et BiP retourne a I'état de haute
affinité de I'ADP.



II. CHAPITRE I : La voie UPR « Unfolded Protein Response »

1. Introduction : Le stress du RE et la voie UPR

¥ accumulation des protéines non/mal-repliees et des acides gras, I'hypoxie
cellulaire, le stress oxydatif, la carence en éléments nutritifs, le déséquilibre

calcique et bien d'autres stimuli tels que l'altération de la glycosylation, les
substances chimiques toxiques, la haute température, I'infection par un agent pathogéne
et I'activation de I'inflammation déclenchent un stress au niveau du RE48:10:11 Pour faire
face au « stress du RE », ce dernier répond par une cascade complexe de réponses
cytoprotectrices. C'est une voie de signalisation intracellulaire reliant le RE au noyau,
appelée la réponse aux protéines non-repliées « Unfolded Protein Response » (UPR). Le
prototype de la voie UPR est découvert en milieu des années 1970, par la découverte de
la protéine GPR78/BiP3. Cette voie est le principal mécanisme de protection et de
compensation pendant le stress du RE, qui conduit a une atténuation de la traduction et
a une régulation positive sélective d'un certain nombre de facteurs de transcription. L'UPR
est généralement associée au maintien de I'homéostasie de la voie de sécrétion dans des
cellules sécrétrices, telles que les plasmocytes, les hépatocytes, les blastocytes, les
glandes salivaires et les cellules B pancréatiques... L'UPR est considérée comme un
mécanisme de contrble homéostatique permettant de remodeler la voie de sécrétion en

fonction des besoins de la cellule>10.20,

En effet, la voie UPR s'active afin d’éviter le surencombrement des protéines non/mal-

repliées, permettant ainsi la limitation du transport de nouvelles protéines vers la lumiere
du RE. Egalement, la voie UPR permet I'amélioration des capacités de repliement et de
contrdle qualité des protéines, ainsi que l'augmentation de la transcription des genes
cibles de I'UPR et de la biosynthese des protéines chaperonnes et des foldases impliquées
dans le repliement des protéines3®. La voie UPR régule I'expression de nombreux genes
codant pour les chaperonnes et les enzymes de repliement dans le RE*12:21, De plus, la
voie UPR permet d'augmenter la clairance des protéines accumulées, soit par export via
la voie de sécrétion, soit par autophagie??, ou bien par dégradation des protéines
non/mal-repliées par le protéasome a travers la voie de dégradation associée au RE «
ER-Associated Degradation » (ERAD)3%811 (Cf, I1.3.4; I1.4.2). Cette dégradation des
protéines non/mal-repliées se produit dans le cytoplasme. Elles sont reconnues dans le

RE, puis rétro-transloquées dans le cytoplasme pour étre dégradées par le protéasome.



Une série d’événements collectivement dénommés ERAD3>82:23, Ainsi, la qualité des
protéines dans le RE est assurée par deux mécanismes distincts de sens opposé, a savoir
le repliement productif médié par les chaperonnes dans le RE et la dégradation associée
au RE?>!1, Ces mécanismes d'adaptation sont mis en place dans le but de survivre au
stress du RE, de rétablir 'homéostasie au niveau de ce compartiment et de protéger la
cellule de la mort319, Le cas échéant, si le stress ne peut étre résorbé, et par conséquent
I'hnoméostasie du RE restaurée, la signalisation de I'UPR conduit a la mort cellulaire

programmée « Programmed Cell Death » (PCD) ou apoptose!®810 (Cf. I1.4.4).

2. La voie UPR chez Saccharomyces cerevisiae

Issu de la recherche sur le cancer chez ’'Homme, le domaine de recherche sur la voie
UPR est né en 1988, mais elle a été caractérisée pour la premiére fois chez
Saccharomyces cerevisiae. Les genes cibles de la voie UPR chez cette levure sont au
nombre de 381, représentant plus de 5% de son génome?*. Cette voie régule I'expression
de nombreux genes codant pour des chaperonnes, ainsi que des enzymes et protéines
impliquées dans divers processus cellulaires!!. L'activité de BiP est un marqueur classique
de I'activation de la voie UPR. En effet, la chaperonne BiP est impliquée dans la régulation
de I'UPR grace a son association avec la protéine transmembranaire du RE, « Inositol-
Requiring Enzyme 1 » (Irelp), qui requiert l'inositol pour son fonctionnement®1i,
L'inositol est un précurseur essentiel du phosphatidylinositol, un phospholipide structural

majeur de la levure, nécessaire au bon fonctionnement du systéme sécrétoire?.

2.1. Le mécanisme d’action de la protéine Irelp

La protéine Irelp a été identifiée a I'origine pour son rdle dans la prototrophie de
I'inositol chez S. cerevisiae®. C'est une protéine transmembranaire de type I composée
de trois domaines fonctionnels?’ (Figure 4.). Le premier, luminal, est la poche de liaison
au nucléotide liés a la protéine BiP et joue le role de capteur de I'état de repliement des
protéines dans le RE!!, Les deux autres, cytosoliques: un domaine sérine/thréonine
(Ser/Thr) kinase?%:27 et un domaine endoribonucléase (abréviation RNase)2. Irelp est la
seule protéine kinase transmembranaire sur environ 6000 codées par les genes de S.

cerevisiae®, C'est la composante la plus en amont de la voie de signalisation UPR16:23,



HACI

Figure 4. La protéine Irelp au sein du RE (ChemDraw®, PerkinElmer Informatics, version 16).
L : Domaine Luminal ; K : Domaine Kinase ; R : Domaine RNase (endoribonucléase).
A) Les domaine Kinase et RNase sont inactifs.
B) Les domaines Kinase et RNase sont activés.

Dans les conditions homéostatiques, Irelp existe principalement sous forme de
monomere lié par son domaine luminal a la chaperonne BiP (Figure 4. A). En cas de
stress du RE et, au fur et a mesure que la concentration de protéines non/mal-repliées
augmente, le domaine luminal d'Irelp libére la protéine BiP!%2°, ce qui provoque sa
dimérisation et son autotransphosphorylation sur les résidus Ser via son domaine Ser/Thr
kinase339, Ceci entraine une activation de son domaine RNase?8:3! qui va reconnaitre son
substrat, 'ARNm « Homologous to Activating transcription factor/cAMP-Response-
Element-Binding protein 1 » HAC1v (uninduced) (non induit) de 1,4 Kb (Figure 4. B) et y
effectuer un clivage sur deux sites d'épissage, en excisant un intron de 252 bases de
maniere  inconventionnelle,  cytoplasmique, indépendante du  spliceosome

nucléaire3!32(Figure 5.).
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Figure 5. L'épissage d'un intron inconventionnel de I’'ARNm HAC1Y ™,
La boite en gris foncé représente la partie codant pour les 10 AA C-terminaux de I'ARNm
HAC1Y. La boite noire représente la partie codant pour le domaine d'activation, de 18 AA.

Le clivage se produit au niveau de deux structures en tige-boucle de 7 nucléotides (nt)
entre le troisieme et le quatrieme nt de chaque boucle ; entre les bases G et C du site 5’
(SL1) et entre G et A du site 3’ (SL4). Les clivages au niveau de ces sites d'épissage, SL1
et SL4, se produisent indépendamment et dans un ordre aléatoire, contrairement a
I'épissage induit par le splicéosome nucléaire, dans lequel les sites d'épissage 5’ et 3’
sont clivés séquentiellement. Les deux exons ainsi libérés s'associent par appariement
de bases et sont ligués par I’ARNt ligase Rlg1p, conduisant ainsi a la formation d’'un ARNm
induit HAC1' (induced) (induit) de 1,2 Kb qui va étre traduit en un facteur de transcription
actif Hac1p de type « basic Leucine ZIPper » (bZIP)89:21:28.32 | es facteurs de transcription
bZIP sont conservés au cours de I'évolution chez les eucaryotes. La taille de la famille
bZIP differe considérablement d'une espéce a l'autre : 53 chez I'Homme, 78 chez
Arabidopsis, 92 chez le riz, 125 chez le mais et 247 chez le colza33. La structure
symétrique des sites d'épissage et le fait que la protéine Irelp se dimérise lors de
I'activation de I'UPR reflete une situation pendant laquelle un monomeére d'Irelp interagit
avec le site 5', alors que Il'autre monomeére interagit avec le site 3'. L'événement
d'épissage fonctionne donc comme un mécanisme permettant de joindre le domaine de
liaison de I'ADN a son domaine d'activation, permettant ainsi la génération post-
transcriptionnelle rapide d'un activateur de transcription puissant en cas de besoin®!!

(Figure 6.).
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Figure 6. Le mécanisme de |'épissage inconventionnel de I’'ARNm HAC1Y°,

Les deux protéines Hac1/Up possedent des domaines N-terminaux identiques, mais se
distinguent a la fois par la longueur et la séquence d'AA du domaine C-terminal. La
protéine Hacl'p de 230 AA est traduite de 'ARNm HAC1Y, tandis que la protéine Haclp
de 238 AA est traduite a partir de 'ARNm HAC1'. En effet, étant donné que I'extrémité 5’
de I'intron est située dans le cadre ouvert de lecture « Open Reading Frame » (ORF) de
HAC1Y, lors de la traduction, I'épissage par Irelp conduit a un décalage de I'ORF de
I'ARNm HAC1Y et remplace les 10 derniers codons par un exon codant pour 18 AA au
niveau de I'extrémité C-terminale. Cette queue de 18 AA s'est avérée fonctionner comme
un puissant domaine d'activation de la transcription (Figure 6.). En revanche, I'épissage
n'affecte pas la partie N-terminale de 220 AA qui contient a la fois le domaine de liaison
a I'ADN et le domaine d‘activation. L'ARNm HAC1Y est mal traduit en raison du blocage
causé par la présence de I'intron de 252 nucléotides proche de I'extrémité 3'. En d'autres
termes, I'élimination de l'intron permet la production d'un facteur de transcription
hautement actif, Hac1'p, car le domaine de liaison a I'ADN inclus dans la région de 220
AA est joint directement au domaine d'activation de la transcription de 18 AA (sécurité

intrinseéque)?11:34,
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L'’ARNm HAC1Y est identifié en tant que le seul substrat du domaine RNase d'Irelp.
L'épissage de I'ARNm HAC1Y est donc considéré comme I'étape clé de la régulation de la
voie UPR chez S. cerevisiae. La protéine Hacllp traduite a la suite de cet événement
chemine vers le noyau ou elle active ou augmente la transcription des genes cibles de
I'UPR. En effet, le niveau d'épissage d'ARNm HAC1Y en HAC1' est un indicateur sensible
de l'induction de la voie UPR32, Pour ce faire, Haclp se lie a une séquence d'activation
en amont « Upstream Activator Sequence » (UAS)3, présente sur le promoteur des génes
cibles de la voie UPR, appelée I'élément de réponse aux protéines mal repliées : «
Unfolded Protein Responsive Element » (UPRE); CAGCGTG®16:21,32,36,37 | 'UPRE est
I'élément le plus en aval de la voie de signalisation intracellulaire UPR16:32, 1| 3 été identifié
a l'origine comme étant un élément de 22 paires de bases présent dans le géne
« KARyogamy 2 » (KAR2) codant pour la protéine BiP chez la levure?! et il s'est avéré
étre nécessaire et suffisant pour I'activation de la transcription en réponse au stress du
RE'®36:38 (Figure 6., Figure 7.). Le facteur de transcription Hacl'p régule donc
positivement |'expression des génes impliqués dans la fonction du systeme sécrétoire, y
compris les chaperonnes, tel que le gene KAR238, ainsi que les foldases, les enzymes de
glycosylation, les vésicules de transport protéique et des génes impliqués dans la voie
ERAD!1/16:27,343940 En cas de stress du RE, la traduction n'est pas atténuée et les
chaperonnes du RE ainsi que les composants ERAD sont induits par la transcription via la
voie Irelp/Haclp. L'induction de ces genes améliore la dégradation des protéines a
repliement lent dans le RE et diminue ainsi la charge protéique compétitive du RE pendant
le stress21134, De plus, I'expression du facteur de transcription Haclp controlant I'UPR

chez la levure3? entraine I'expansion du RE et ainsi augmente sa capacité de contenance?.

Cependant, le gene HACI' lui-méme a révélé la présence d'une séquence de type
UPRE. Il a été démontré que Hacl'p active sa propre transcription lors d’un stress extréme
et prolongé du RE, en se liant a cet élément présent dans son propre promoteur. Les
cellules dépourvues de cette forme d'autorégulation ne peuvent pas maintenir des
niveaux élevés d'ARNm codant pour la protéine Hacl'p et par conséquent, ne survivent
pas sous un stress prolongé du RE!2>, Cette autorégulation est nécessaire pour
maintenir des niveaux élevés d’ARNm HAC1' et ainsi protéger les cellules de la levure
contre le stress prolongé du RE. Il convient de souligner que ce mécanisme
d'autorégulation ne nuit pas au mécanisme de fermeture de la voie UPR. Lorsque les

protéines non-repliées sont repliées sous I'action des chaperonnes ou sont éliminées par
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dégradation via le systeme ERAD, Irelp revient a I'état monomere inactif en se
réassociant avec la chaperonne BiP1%4l, Une fois que la réponse UPR a cessé, les
protéines Hacl'p préexistantes disparaissent rapidement dans les cellules en raison de
leur courte demi-vie de 2 minutes. Ainsi, les cellules de levure peuvent fermer

immédiatement I'UPR, méme apres avoir subi un stress prolongé au RE*L.

Autrement, la transcription de I'ARNm HAC1 pourrait étre induite de maniere
indépendante d'Irelp. C'est le résultat de la production ou de I'induction d'un activateur
de transcription supplémentaire, appelé Facteur de Modulation de I'UPR « UPR Modulatory
Factor » (UMF)2>, En réponse a un signal transmis par cet activateur de transcription, le
promoteur dans HAC1' est activé, ce qui entraine une augmentation des niveaux d'ARNm
de HACI' qui, lors de I'épissage, produisent davantage d'Haclip. L'induction
transcriptionnelle de HAC1' indépendante d'Irelp et celle induite par Irelp, combinées,
produisent des taux élevés d’Hacl'p ; elles sont rassemblées sous le nom de « Super-
UPR » (S-UPR). Le programme transcriptionnel complet du S-UPR résulte d'une
collaboration entre des niveaux élevés de Hacl'p et de I'UMF, la contribution relative de

chacun varie entre les différents genes cibles1:2>42,
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Figure 7. Le mécanisme d'action de la protéine transmembranaire Irelp chez S. cerevisiae®'.
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2.2, Les voies de régulation additionnelles chez Saccharomyces
cerevisiae

L'activation de la transcription des genes sensibles a I'UPR implique a la fois Haclp et
« General Control Nonderepressible 4 » (Gcndp), deux facteurs de transcription
bZIP11.3942 Chez S. cerevisiae, ce mécanisme implique la phosphorylation de la sous-
unité a du facteur d'initiation de la traduction chez les eucaryotes « Eukaryotic translation
Initiation Factor 2 » (eIF20) par la kinase Gen2p, spécifiquement activée par des ARNt
non chargés lors de la privation en AA3>, Ceci conduit a une augmentation de la traduction
du facteur de transcription Gen4p, qui a son tour augmente la transcription des genes
codants pour des enzymes nécessaires a la biosynthése des AA, a un moment ou
I'expression de la plupart des autres génes diminue342-44, Le facteur Gen4p intervient
dans la voie UPR au niveau de la traduction par une réponse immédiate a I'accumulation
de protéines non-repliées dans le RE en inhibant l'initiation de la traduction, le protégeant
ainsi de toute accumulation ultérieure d'agrégats, tout en préservant les nutriments et
I'énergie!l 42, Gendp est un facteur de la transcription bZIP qui a été caractérisé en tant
que composant de la réponse cellulaire a la privation d’AA et a d'autres contraintes2>:3342,
UPRE-2 et UPRE-3 sont deux motifs similaires a I'UPRE précédemment identifié sur KAR2
(Figure 6.) et sont donc appelés UPRE-1. Ce dernier est a la fois nécessaire et suffisant
pour conférer une réactivité a ses propres promoteurs durant un stress du RE, de maniéere

dépendante de la voie Irelp/Haclp!t2542,

3. La voie UPR chez Arabidopsis thaliana

Chez les plantes, les facteurs de stress abiotique notamment la chaleur, la sécheresse,
la salinisation, le stress osmotique, les métaux lourds et la luminosité élevée ou bien les
agents biotiques, tels que les virus et les champignons pathogenes, perturbent le
repliement des protéines?*4>, Sachant qu’un tiers du protéome total est synthétisé dans
le RE, l'accumulation des protéines non/mal-repliées entraine un stress au niveau
réticulaire?#2246, Le stress résultant est atténué en restaurant la capacité de repliement
des protéines dans le RE et en réduisant la charge en nouvelles protéines. Ceci peut étre
réalisé en augmentant le niveau d’expression des protéines chaperonnes via |'activation
de la voie UPR et en augmentant la dégradation par ERAD?°46, Chez Arabidopsis thaliana,
de la famille des Brassicacées, trois facteurs de transcription bZIP associés a la

membrane du RE sont considérés comme les capteurs/transducteurs de la voie UPR%.
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Cette derniere chez A. thaliana est médiée par deux voies principales : I'épissage de
I'ARNm bZIP60 induit par la protéine IRE1 et le processus de protéolyse
intramembranaire régulée (« Regulated Intramembrane Proteolysis » RIP) de bZIP17 et
bZ1P28446:47, | e processus RIP influence des processus aussi divers que la différenciation
cellulaire, le métabolisme des lipides et la voie de signalisation UPR. Ce mécanisme
consiste en I'activation d'une protéine transmembranaire par un clivage dans le plan de
la membrane pour libérer le fragment cytosolique qui pénetre dans le noyau afin de

contréler la transcription de certains génes cibles*,

3.1. Le mécanisme d’action des facteurs de transcription bZIP17
et bZIP28

Les facteurs bZIP17 et bZIP28 sont des protéines membranaires de type II contenant

un domaine luminal a leur extrémité C-terminale, un domaine transmembranaire et un

domaine de liaison a I’ADN bZIP a leur extrémité N-terminale cytoplasmique*>4® (Figure

8.). L'activation de bZIP28 par I'intermédiaire de RIP est la premiére réponse de la voie
UPR chez A. thaliana“.

UPR transducers Schematic Structures Locus ID
bZIPs

| | At3gl0a0n

621p28 ;| -—i— 75 83

| 1 | ALZEA0950

e 100 33
Figure 8. Les facteurs de transcription bZIP17 et bZIP284,

En I'absence de stress du RE, BiP se lie au domaine luminal de bZIP17/28, alors qu'il
s'en dissocie en réponse au stress induit par 'accumulation des protéines dans le RE2%:46,
Une fois libérés, bZIP17/28 subissent une activation protéolytique afin de réguler
I'expression des génes cibles de la voie UPR%. Le facteur bZIP28 est traduit sous forme
de précurseur capable de détecter les protéines mal-repliées s'accumulant a la suite d'un
stress induit par des agents qui interferent avec la N-glycosylation ou la formation des
ponts disulfures. Le facteur bZIP28 induit donc I'expression de genes distincts de ceux
induits par bZIP17 dans les conditions de chaleur et de stress salin. Les facteurs bZIP17

et bZIP28 sont donc capables de distinguer ces différents types de contraintes*?.
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Dans les conditions de stress, les vésicules COPII favorisent le trafic de bZIP17 et
bZIP28 depuis le RE vers l'appareil de Golgi*>46, Le traitement nécessite une sérine
protéase de type subtilisine, la protéase de site 1 (S1P) située dans le Golgi, qui clive la
protéine au niveau de son domaine luminal. Ce clivage raccourcit la taille de ce domaine,
le rendant disponible en tant que substrat d'une métalloprotéase, la protéase de site 2
(S2P)2448-30_ Celle-ci clive le domaine transmembranaire de bZIP17/28 pour libérer le
fragment N-terminal contenant le domaine bZIP actif. Ce dernier est alors transféré dans
le noyau ou il forme un complexe transcriptionnel en se liant spécifiquement aux
éléments « ER Stress Element » (ERSE) et UPRE spécifique de la plante (P-UPRE), situés
dans les régions promotrices des génes cibles de I'UPR#-47:43,51 | 'élément ERSE-1 est
composé de la séquence CCAAT-N10-CACG?33. L'implication de S1P dans le traitement de
bZIP28 est basée sur une analogie avec le systeme animal, dans laquelle un facteur de
transcription appelé ATF6 est lié a la membrane résidant dans le RE et est transporté
vers Golgi sous stress réticulaire, puis traité séquentiellement par S1P et S2P4.52(Cf.
I1.4.3). Cependant, une étude effectuée en 2017 par Iwata et ses collaborateurs®?, a
montré que |'activation du facteur bZIP28 ne nécessite pas l'intervention de S1P. Des
protéases inconnues clivent la partie C-terminale de bZIP28 a proximité immédiate du
domaine transmembranaire et raccourcissent le domaine C-terminal, permettant a S2P
de procéder au second clivage au sein du domaine transmembranaire de bZIP28, pour
libérer le fragment cytoplasmique contenant le domaine bZIP. Ce dernier va étre
transloqué dans le noyau afin d'activer I'expression des genes cibles de I'UPR. Il a été
démontré que bZIP28, comme bZIP17, est ciblé par la protéase S2P>%, Dong, il n'est pas
encore clair si le clivage générant bZIP28*! et bZIP28%? est médié par une seule protéase
ou bien par deux protéases différentes, ni si ce clivage est effectué dans le RE ou dans
le Golgi®C. Pourtant, il a été démontré que bZIP17, présentant une structure de domaine
similaire a celle de bZIP28, est clivé par S1P4°>° (Figure 9.).

ER ER or Golgi Golgi

» vy

Cytosol

bzIP28” bZIP28%" bzIP28*2 bZIP28N

To the nucleus
Figure 9. Le modéle proposé pour l'activation protéolytique de bZIP28>0,
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3.2. Le mécanisme d’action de la voie IRE1/bZIP60

La branche principale de la voie UPR est médiée par la protéine IRE1. Dans les cellules
d'Arabidopsis, deux isoformes d'IRE1, AtIRE1-2/IREla et AtIRE1-1/IRE1b2229:53, sont
classés en tant que protéines transmembranaires de type I contenant les trois mémes
domaines rencontrés dans Irelp chez la levure®. Les protéines IREla et IRElb
comportent donc un domaine C-terminal luminal de détection de stress du RE, un
domaine Ser/Thr kinase et un domaine endoribonucléase N-terminal cytosolique?+2°. En
revanche, chaque protéine IRE1 est codée par un géne unique, le géne codant pour IREla
étant situé sur le chromosome 2, tandis que le gene codant pour IRE1b se trouve sur le

chromosome 5°3. Les deux protéines partagent une identité de 41% d'AA%® et possedent

des profils d'expression presque non chevauchants42°,

IRE1

BZIP60 mRNA

RNase RNase domain

Kinase catalytic

Protein >
domain

kinase
Nucleotide
binding site

Lumenal domain Cytoplasmic domain
I

Figure 10. L'interaction de la protéine IRE1 avec les protéines luminales et I'ARNm bZIP60?%.

Fonctionnant de la méme maniere que chez les levures, dans les conditions de stress
du RE, chacun des deux isoformes d’IRE1 se dimérisent?%4546, La dimérisation conduit a
une autotransphosphorylation, provoquée par I'activité kinase intrinséque de la protéine,
pendant laquelle un monomeére phosphoryle I'autre?42°, L'autotransphosphorylation
ouvre un site luminal de liaison aux nucléotides qui, lorsqu'il est occupé, produit un
changement de conformation dans le domaine cytosolique de maniére a positionner les
domaines de la ribonucléase dans une configuration de dimere dos-a-dos?* (Figure 10.).
Ceci active la fonction RNase d'IREla et b provoquant un épissage inconventionnel de
I'ARNm bZIP60Y 222446, sur deux sites présents dans sa structure. Il en résulte la
libération d'un intron de 23 nt et les fragments épissés de I'ARNm bZIP60 sont ligaturés

par I'ARNt ligase RLG1 dans le cytoplasme pour former bZIP60s 24280 (Figure 11.).
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Figure 11. Le facteur de transcription bZIP60%,

L'ARNm bZIP60" non-épissé code pour une protéine potentiellement associée a la

membrane, tandis que I'épissage par IREla ou b entraine la perte du domaine

transmembranaire et I'acquisition d'un signal de ciblage nucléaire. La forme épissée

bZIP60s est traduite sous la forme active bZIP60s transférée vers le noyau pour se lier a

la région promotrice des génes UPR sur les éléments P-UPRE et ERSE dans le but d'activer

les réponses transcriptionnelles des genes cibles de I'UPR*22:37:45-47  En conséquence,

Iinduction de l'expression de ces genes permet une tolérance au stress réticulaire®.
L'activation du promoteur de BiP par bZIP60 dépend des éléments P-UPRE dans BiP1 et

BiP2 et ERSE dans BiP3%’(Figure 12.).

ER stress
’ 0 ER lumen

O
l

AtbZIP60

Nucleus

AthZIP60)

BiP3 BiPl,2

Figure 12. L'activation du promoteur de BiP par le facteur bZIP60%,
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Le facteur bZIP60 est le régulateur
principal de I'expression du géne BiP3,
mais n'apporte qu'une contribution
mineure a la régulation de BiP1 et BiP2%’.
De plus, afin de maintenir I'homéostasie
du RE, bZIP60 contribue a la régulation
des chaperonnes moléculaires, y compris
la protéine BiP bien évidemment, ainsi
que les lectines CNX et CRT et les
enzymes de repliement telles que la
PDI??:3746, |es facteurs de transcription
bZIP60 et bZIP28

fonctions de régulation complémentaires

remplissent des

et se chevauchent partiellement dans la
réponse au stress du RE chez Arabidopsis
thaliana*’ (Figure 13.).
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Figure 13. Le mécanisme d’action des facteurs de
transcription bZIP28 et bZIP603%,

3.3. Les facteurs de transcription NAC

Des études récentes ont montré l'implication dans la voie UPR des facteurs de

transcription nommés collectivement NAC : « No Apical Meristem » (NAM), « Arabidopsis

Transcription Activation Factor » (ATAF), « CUp-shaped Cotyledon » (CUC) ». Ce sont

des facteurs spécifiques de la plante dans la régulation de la voie UPR. NAC est I'une des

plus grandes familles de facteurs de transcription chez Arabidopsis. Environ 117 genes

NAC ont été identifiés, a partir desquels sont traduites 13 protéines transmembranaires

de type II*. Les NAC membranaires subissent une activation protéolytique, similaire a

celle de bZIP17/28, en réponse a différents stimuli tels que le froid, la sécheresse, la

salinisation, le stress osmotique ou des stimuli hormonaux, notamment par l'acide

abscissique, I'acide gibbérellique et la cytokinine*® (Figure 14.).
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Figure 14. A) Acide abscissique ; B) Acide gibbérellique ; C) Cytokinine.

L'activation de ces facteurs de transcription spécifiques au stress, induit I'expression

des genes cibles de I'UPR et est donc essentielle pour une réponse rapide au stress du

RE et pour le développement d’A. thaliana. Par exemple, I'expression de NAC062 et

NAC103 est induite par bZIP60 via la liaison directe a UPRE-III présent dans leurs régions

Plasma membrane

\—'Qp

Unfolded proteins
X2 Rhomboid

TS

transcription NAC*,

Nucleus
Figure 15. Le mécanisme d’activation des facteurs de

promotrices. Tous les
transducteurs UPR possedent un
domaine transmembranaire au
niveau du RE, a I'exception de
NAC103, une protéine nucléaire
domaine
NAC062

niveau de Ia

dépourvue de

transmembranaire et
localisée au
membrane cytoplasmique*®
(Figure 15.). La surexpression
NAC089  actif,

délocalisé du RE vers le noyau

du facteur

sans domaine transmembranaire,
induit I'expression des genes
impliqués dans le processus de la
mort  cellulaire  programmée

(PCD), tandis que l'inactivation

de son géne codant confére une tolérance au stress du RE. Les facteurs bZIP28 et bZIP60

participent tous deux a l'induction de NAC089 dans les conditions de stress. Les facteurs

de transcription NAC sont équivalents a des transducteurs secondaires de I'UPR chez les

plantes et sont impliqués dans diverses voies de développement et d'interactions

phytohormonales. Leur interaction avec BiP n’est pas encore rapportée*®,
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3.4. L’'autophagie chez Arabidopsis thaliana

En milieu agricole, les contraintes environnementales constituent une menace majeure
pour la productivité et la croissance optimale des plantes. Or, plusieurs contraintes sont
souvent rencontrées simultanément, les plantes activent donc une série de mécanismes
protecteurs et adaptatifs pour répondre a ces stress, notamment des adaptations
transcriptionnelles, métaboliques et cellulaires qui limitent souvent la croissance tout en
augmentant la tolérance au stress et a terme, la survie??, En effet, la voie UPR soutient
la croissance des racines et joue un role essentiel dans le développement des graines et
des parties reproductrices males de la plante et dans la réponse aux agents pathogenes
non seulement dans les conditions de stress mais dans les conditions normales

également3’4647 (Figure 16.).
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Figure 16. La réponse végétale au stress environnemental®.

Parallélement, I'un des mécanismes adoptés par la plante est I'activation d'une voie
de dégradation par autophagie, pendant laquelle des matériaux cellulaires sont transférés
a l'intérieur de la vacuole centrale et dégradés par les enzymes lytiques vacuolaires.
L'autophagie est active a un niveau basal dans les conditions de croissance normale, mais
est fortement régulée a la hausse par une grande variété de stress biotiques et abiotiques
inducteurs classiques du stress du RE?, Effectivement, dans les conditions de stress,

I'activation de I'autophagie nécessite I'accumulation de protéines mal-repliées dans le RE.
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C'est un mécanisme permettant la destruction des agrégats de protéines non-repliées
qui ne peuvent étre dégradées par d'autres voies de protéolyse322, Ce processus est
médié par une voie dépendante d'IRE1b. La liaison aux nucléotides et I'activité RNase
d'IRE1b sont nécessaires pour I'autophagie induite par le stress du RE chez A. thaliana®?
(Figure 17.).
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Figure 17. L'autophagie chez A. thaliana®.

Chez les plantes, l'autophagie est initiée par le recrutement de la protéine
« autophagy-related Protein 5» (ATG5) vers le RE entrainant I'expansion de la
membrane pour former un intermédiaire a double membrane, nommé phagophore, qui
génere une vésicule a double membrane, I'autophagosome, qui sera libéré du RE par la
suite. La membrane externe de l'autophagosome se fusionne ensuite avec la membrane
de la vacuole appelée tonoplaste, libérant sa cargaison dans la vacuole pour la
dégradation et le recyclage??. Durant |'autophagie induite par la voie UPR, les organites
peuvent étre dégradés indépendamment de leur taille et de I'état de repliement de leurs
protéines constituantes. Les membranes du RE sont sélectivement séquestrées et
emballées en autophagosomes?. Les autophagosomes accumulés dans les cellules ou la
voie UPR est induite ne sont pas facilement fusionnés avec la vacuole avant que le stress

ne soit aboli, indiquant que la séquestration du RE endommagé est plus importante que
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sa dégradation ultime. L'autophagie est responsable de la mort cellulaire non-
apoptotique, d’autres indiquent que |'autophagie est protectrice contre la mort
cellulaire’%22, En plus, sous conditions de stress du RE, IRE1b participe a la désintégration
régulée des ARNm codant pour les protéines sécrétoires via son activité RNase. Ce
mécanisme est désigné par « Regulated IRE1-Dependent Decay » (RIDD). Pendant ce
mécanisme les ARNm sont dégradés par autophagie, néanmoins, la perturbation d'IREla
n'a aucun effet détectable sur ce processus?%4¢, Le mécanisme de dégradation RIDD sert

a ralentir la traduction en cas de stress chez la plante?2.

4. La voie UPR chez les mammiferes

Chez les mammiferes, la voie UPR se met en place par |'activation de trois protéines
transmembranaires du RE : « PKR-like ER Protein Kinase » (PERK), « Activating
Transcription Factor 6 » (ATF6) et IRE14. Elle a pour but d'augmenter les capacités de
repliement, de maturation, voire de dégradation des protéines mal-repliées dans le RE>.
Ces trois branches de la voie UPR communiquent largement pourtant, la différence entre
leurs mécanismes d'action permet a la cellule de les activer d'une facon dépendante du

temps334 (Figure 18.).
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Figure 18. La voie UPR chez les mammiféres*.
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4.1. Le mécanisme d’action de la protéine PERK

Contrairement a la levure qui poursuit la biosynthése protéique méme dans les
conditions de stress du RE, les cellules chez les mammiferes sont capables de réduire la
charge protéique sur le RE via la voie PERK en induisant la transcription des genes codant
des protéines chaperonnes du RE pour augmenter la capacité de repliement, en plus de
la restriction de la synthése protéiqued1°-21:29.45 Parallelement, la voie UPR permet
I'induction de la transcription des composants de I'ERAD pour améliorer la capacité de
dégradation®34, La réponse la plus immédiate de la voie UPR chez les mammiféres est
I'inhibition de la traduction des ARNm médiée par la voie PERK, ce qui ralentit
momentanément la protéosynthése afin d'éviter un afflux supplémentaire de néo-
protéines dans le RE>11:°4, |a protéine PERK est une Ser/Thr kinase transmembranaire
de type I surexprimée dans les cellules pancréatiques. Elle est nommée ainsi vu la
similarité de son domaine kinase avec celui de la « Protein Kinase RNA-activated » (PKR)
activée par oligomérisation et responsable de la phosphorylation du facteur de traduction
elF20.1921,5455, A |'état homéostatique, le domaine luminal de la protéine PERK est associé
a la protéine chaperonne BiP qui inhibe son oligomérisation en la maintenant dans son
état monomérique inactif'®. Cependant, les domaines requis pour |'oligomérisation et
pour la liaison de BiP sont distincts2. En réponse a I'accumulation des protéines non/mal-
repliées dans la lumiere du RE, le complexe BiP-PERK se dissocie, induisant
I'oligomérisation et I'autotransphosphorylation de la protéine PERK sur les résidus Ser et

Thr de son domaine kinase cytoplasmique, résultant en son activation®819:21,55,

Une fois activée, la protéine PERK phosphoryle la sous-unité o du facteur de traduction
elF2 (eIF2a) au niveau du résidu Ser512>54, En conséquence, le taux du facteur eIF2a
actif diminue, ce qui conduit a I'inhibition générale de la traduction et donc a la réduction
globale de la charge des protéines néo-synthétisées!>*>>, en plus de favoriser la survie
cellulaire®. Paradoxalement, PERK induit la traduction de I'ARNm codant pour le facteur
de transcription « Activating Transcription Factor 4 » (ATF4), de type bZIP, qui active la
transcription de multiples genes impliqués dans la voie UPR3 et contribue également a la
transcription des génes impliqués dans le métabolisme des AA, la résistance au stress
oxydatif et I'apoptose311:21,3442-44.56 (Figure 19.). L'ATF4 est I'orthologue (homologue
fonctionnel) mammalien de Gcndp chez S. cerevisiae®, le facteur de transcription
collaborant avec Haclp?>4244, Selon R. Kaufman, PERK combine les propriétés

fonctionnelles de Gen2p et Irelp chez la levurel.

23



T ERAL
' ™y __,-w-pL Mishaioscdizm

Untcided | .; ’ -
Projeins PERK h‘ |
Bpapiois

A:I'I:I l
i r NRF2
PRI \ r"'"-v 3 Autcreguiation
|
PERK _ r-..___ &2
I'-".- siation Tramslafianol

afenuatkon

I-I-I' Arfiaxidani
PG pOrisE

Figure 19. La voie de la protéine PERK!,

Parallelement, la protéine ATF4 s'accumule sous l'effet du stress et active le facteur
de transcription « CEBP HOmologous Protein » (CHOP), qui se lie et active le promoteur
de genes cibles jouant un rdle dans la voie apoptotique (Cf. I1.4.4) et la régénération
tissulaire3>°7 (Figure 19.). Simultanément, la transcription de la protéine « Growth
Arrest and DNA Damage-inducible protein 34 » (GADD34) est induite?, ce qui entraine le
recrutement de la Protéine Phosphatase Ser/Thr de type 1c (PP1c)*’°8, qui
déphosphoryle eIF20. menant au blocage de I'induction de la traduction par ATF4. Ainsi,
les niveaux de traduction atténués par PERK reviennent a la normale automatiquement
avec le temps®®, c'est un systeme de rétrocontréle. En outre, a des niveaux élevés, la
phosphorylation d’elF2a peut également activer le facteur nucléaire kB (NFxB) impliqué
dans l'inflammation3 (Cf. II1.2). De plus, la phosphorylation d’eIF2a est suffisante pour
induire I'apoptose. Les effets pro-apoptotiques de la phosphorylation d’eIF2a médiée par
PKR contrastent avec la réponse anti-apoptotique lors de I'activation de la kinase PERK>?,
L'inhibition de la traduction des protéines par PERK est le premier processus déclenché
par le stress du RE®C. Si les protéines non-repliées continuent de s'accumuler ou ne sont
pas complétement repliées, la phase de contrdle de la traduction est déplacée vers une

phase de controle de la transcription médiée par ATF6 et IRE134,

4.2. Le mécanisme d’'action de la protéine IRE1

La protéine IRE1 est hautement conservée parmi les espéces, son role est présent
entre les levures, les plantes et les mammiféres??31.61, | existe deux genes codant pour
IRE1 chez les mammiféres : ernl/ern2 et ERN1/ERN2 sont les loci murins et humains,
codant pour IRE1a/b et IRElo/B, respectivement!??, La protéine IRElo/a est largement

exprimée, tandis que I'expression d'IRE1p/b est limitée au tractus gastro-
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intestinal®21:2423.3162 | ors de |'accumulation des protéines non/mal-repliées dans la
lumiére du RE, la charge protéique sur ce dernier change |'équilibre en consacrant plus
de chaperonnes BiP qui vont aller se lier aux zones hydrophobes de ces protéines22i,
Ceci entraine sa dissociation du domaine Iluminal d'IRE1 engendrant ainsi
I'homodimérisation de la protéine IRE1 et I'induction de son activité Ser/Thr kinase, ce
qui conduit a son autotransphosphorylation?1:31:61, En conséquence, son domaine RNase
est activé et procede a I'épissage de son substrat I’'ARNm « X-box-binding protein 1 »
(XBP1) codant pour la protéine XBP1, un facteur de transcription bZIP de 54 KDa20:63.64,
La protéine XBP1 est I'orthologue mammalien de la protéine Haclp chez la levure, mais

leurs séquences d'AA ne partagent pas de similarité significative3*%* (Figure 20.).
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Figure 20. La voie de la protéine IRE1'1,

Il existe deux formes d’ARNm XBP1 codant pour la protéine XBP1 : la forme épissée
XBP15 (spliced) et |a forme non-épissée XBP1Y (Unspliced)  Cette derniére contient un intron
inconventionnel de 26 nt dont I'excision crée un décalage dans le cadre de lecture ORF
et, en conséquence, permet de joindre le domaine de liaison a I’ADN bZIP et le domaine
d’activation afin de produire I'’'ARNm XBP1° qui sera traduit par la suite en un facteur de
transcription trés actif, XBP1S de 376 AA34%3, Les formes, précurseur et épissée, de XBP1
sont traduites. En effet, contrairement a S. cerevisiae, I'intron XBP1 ne contient que 26
nt, codant pour 10 AA, ce qui est trop court pour former une telle structure inhibitrice de
la traduction par la forme non-épissée comme chez la levure®3, La protéine XBP1Y traduite
posséde alors une séquence de 261 AA, dont une extrémité C-terminale de 105 AA. Or,
XBP15 est plus stable et fonctionne comme un puissant activateur de I'UPR, grace a son
nouveau domaine d'activation de la transcription, de 212 AA, présent a son extrémité C-
terminale. L'extrémité N-terminale de 164 AA, contenant le domaine bZIP, est

structuralement identique dans les deux protéines traduites3:11:2456.64 (Figure 21.).
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Figure 21. L'épissage inconventionnel de XBP1%3,

La protéine XBP1Y est synthétisée en continu a un faible niveau, méme en |'absence
d'épissage, mais elle est instable et est incapable d'activer la transcription en raison de
sa faible activité inductrice de la transcription et de sa dégradation rapide par le
protéasome*164, Elle peut s'associer a XBP1S et le complexe en résultant, XBP1Y-XBP15,
est séquestré a partir du noyau et dégradé par le protéasome en raison de la présence
du domaine de dégradation (DEG) dans |'extrémité C-terminale de XBP1Y 6465 |a
dégradation protéasomale implique des mécanismes a la fois dépendants et indépendants
de l'ubiquitine?3°%%4 (Figure 22.). La dégradation rapide de XBP1Y est nécessaire pour
empécher I'activation incontrélée de I'UPR®4, Cela indique que XBP1Y fonctionne comme
régulateur négatif de I'expression de la protéine XBP15 %, Grace a ce mécanisme, la
cellule peut arréter la transcription des genes cibles de XBP1S immédiatement aprés

I'inactivation d’'IRE1 lorsque le stress réticulaire est résolu®®:6>,
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Figure 22. La voie Ubiquitine-Protéasome’>.
Les protéines non/mal-repliées sont détectées, extraites du RE et dégradées par le systeme protéasome 2657°.
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La contribution de XBP1Y a I'activation globale des cibles UPR est différente selon les
types de cellules®. L'induction transcriptionnelle des génes codant les chaperonnes est
médiée par I'élément ERSE présent dans leurs régions promotrices. XBP1° se lie sur les
séquences ERSE et améliore leur expression. ERSE-I a une structure tripartite avec la
séquence consensus CCAAT-N9-CCACG. Le facteur XBP1 a été isolé sous forme de
protéine bZIP qui se lie au CCACG?41, Cette séquence est présente dans les promoteurs
des genes codant les chaperonnes BiP et GRP94 et permet aussi d'augmenter |'expression
de la CRT20, ERSE-II de séquence consensus ATTGG-N-CCACG, ressemble a I'ERSE-I et
a été identifié dans la région promotrice du gene HERP (Protéine du RE induite par
I'Homocystéine) qui code une protéine membranaire du RE. La transcription de ce gene
est fortement induite pendant le stress du RE et active I'expression des genes codant des
enzymes impliquées dans la voie ERAD, en reconnaissant les protéines glycosylées mal
conformées> 1137, Conformément a cette notion, le promoteur de XBP1 porte un ERSE
fonctionnel, permettant a XBP1 d'activer sa propre transcription. XBP1 produite a un
niveau élevé a partir d'ARNm induit et épissé posséde une activité de transcription
supérieure et peut échapper a la dégradation induite par le protéasome, conduisant a
I'induction transcriptionnelle de ses génes cibles. L'autorégulation est une autre
caractéristique des substrats de I'épissage qui est conservée de la levure a I'homme en
plus du remplacement C-terminal. En raison de cette autorégulation, les cellules de levure
et de mammifére peuvent continuer a synthétiser les facteurs de transcription Haclp et
XBP1 spécifiques a I'UPR#1/60,
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Figure 23. La structure en tige-boucle de XBP1%3,

Chez les mammiferes, I'activation de I'autophagie sous stress du RE nécessite I'activité
kinase d'IRE1 qui active la voie « Mitogen-Activated Protéine Kinase 8/c-Jun N-terminal
Kinase 1 » (MAPK8/INK1)-MAPK9-MAPK10 absente chez les plantes??. Chez la levure,
I'inhibition de la traduction pendant le stress du RE est médiée par I'activité du facteur

de transcription Gendp, tandis que, chez les mammiféeres la protéine PERK s’en charge

27



(Cf. I1.4.1). La phosphorylation d'elF2a par PERK et le processus de dégradation des
ARNm associés au RE, RIDD, servent a réduire I'afflux des protéines naissantes dans le
RE®®, La dégradation des ARNm chez les mammiféres est médiée par IRE1a qui reconnait
la séquence CUGCAG accompagnée d'une structure en tige-boucle*:6? (Figure 23.).
L'activité RNase d'IRE1 est impliquée dans ce mécanisme qui dégrade de maniere
sélective les ARNm associés au RE codant des protéines sécrétoires ou membranaires.
Les ARNm codant pour les protéines chaperonnes évitent la RIDD par un mécanisme
inconnu. Cependant, certains genes cibles de RIDD chez les mammiféres n'ont pas cette
séquence consensus. RIDD est considéré comme un mécanisme constitutivement actif
qui se développe avec l'intensité et/ou la durée du stress du RE, ce qui conduit finalement
a la mort cellulaire®®, La signalisation de la voie IRE1 joue un rdle essentiel dans
I'activation post-transcriptionnelle de XBP1. En outre, les niveaux d’ARNm XBP1 sont

augmentés par la signalisation PERK?0 et par ATF621:63,

4.3. Le mécanisme d’'action de la protéine d’ATF6

La troisieme branche de la voie UPR chez les mammiferes est celle du facteur de
transcription ATF6. C'est un capteur du stress réticulaire, activé et controlé par protéolyse
intramembranaire régulée (RIP)&4852 1| existe deux génes mammaliens, ATF6a et ATF6/3,
codant pour les protéines ATF6a, de 90 KDa et ATF6p, de 110 KDa, respectivement. Les
deux formes sont synthétisées de maniére ubiquitaire dans les différents types de tissus.
Ce sont des protéines transmembranaires de type II avec un domaine bZIP du coté

cytosolique et semblent étre régulées par le méme mécanisme?2152/56,63,68,

A I'état homéostatique, ATF6a et B sont des protéines précurseurs retenues dans le
RE par |'association avec la protéine BiP. Lors de I'activation de la voie UPR, elles sont
traitées pour générer des fragments de protéines cytosoliques de 50 a 60 KDa, a partir
d'ATF6a. et B, respectivement ; qui migrent du RE vers |'appareil de Golgi via les vésicules
COPII83432, Le fragment déplacé est coupé au niveau de son domaine luminal par la
sérine protéase S1P. Sa partie effectrice, contenant les régions d‘activation de la
transcription et de la liaison a I’ADN, située a l'extrémité N-terminale faisant face au
cytosol, est clivée a son tour par la métalloprotéase S2P au sein de la bicouche
phospholipidique pour libérer la partie de liaison a I'ADN21.63, Cette réaction protéolytique
libere le domaine N-terminal contenant le domaine bZIP qui est transloqué vers le noyau,

ou il active la transcription et déclenche I'expression des génes cibles de I'UPR contenant
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les éléments ERSE au niveau de leurs promoteurs?*, tels que les genes codant des
protéines majeures du RE comme les chaperonnes BiP et GRP94 et la protéine PDI
catalyseur de la formation des ponts disulfures, ainsi que d'autres protéines impliquées
dans la dégradation par la machinerie ERAD. L'activation d’ATF6 permet ainsi d’accroitre

les capacités de repliement des protéines dans le RE3>:8:11:45,52,56 (Figure 24.).
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Figure 24. La voie de la protéine ATF6'L.

En réponse au stress du RE, la forme active d'ATF6 est produite dans le temps avant
celle de XBP1, car elle est dérivée d'une protéine précurseur préexistante, alors que XBP1
doit étre traduite de novo a partir d'ARNm induit par la transcription et ensuite traité par
épissage37:52:63, Au cours des premiéres phases de la réponse au stress, ATF6a est activée
et, a son tour, peut activer la transcription du gene XBP1 d'une maniere dépendante
d’ERSE?*63, étant donné que XBP1 contient ERSE dans son promoteur’. La protéine
ATF6a, et non I'ATF6pB, est la seule responsable de l'induction transcriptionnelle des
principales chaperonnes du RE3*. De plus, I'hétérodimérisation des domaines bZIP
d'ATF6a/p et celui de XBP1Y permet I'induction des principaux composants de I'ERAD et
la dégradation du facteur ATF6 qui sera séquestré a partir du noyau et dégradé dans le
cytoplasme par le protéasome vu la présence du domaine de dégradation DEG dans
I'extrémité C-terminale de XBP1Y et d’ATF60,/p34°. Grace a ce mécanisme nouvellement
acquis, les cellules des mammiferes sont en mesure de couper rapidement la transcription
des genes cibles de XBP1S et ATF6a/p lorsque le stress réticulaire est résolu. Cet arrét
rapide est important vu que la surexpression des chaperonnes en |'absence de stress du
RE est toxique pour les cellules et diminue le taux de la croissance cellulaire34. La
régulation simultanée d'ATF6 et XBP1S par XBP1Y permet a la cellule de couper
rapidement et efficacement la transcription des genes d’ERAD lorsque le stress du RE est

résolu, de sorte que les protéines nouvellement synthétisées en I'absence du stress
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auraient moins de risque d'étre dégradées par erreur®®. D'autre part, I'absence
d'interaction entre XBP1Y et ATF4 permet a la cellule d'éviter une dégradation non
souhaitée de I'ATF4 induite en réponse a un stress par XBP1Y synthétisée de maniére
constitutive. Ce processus illustre les multiples niveaux de régulation trouvés dans
I'UPR34, L'ATF6 clivé et l'isoforme XBP1S fonctionnent principalement dans des voies
paralleles pour induire la transcription des génes codant des chaperonnes et des enzymes
qui favorisent le repliement, la maturation, la sécrétion et la dégradation des protéine

associées au RE® (Figure 25.).
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Figure 25. Le transport protéique et I'activité de la voie UPR dans le RE2.
Le transport protéique est en jaune et I'activité de la voie UPR en mauve.

4.4. La mort cellulaire par apoptose induite par la voie UPR

La santé de I'organisme dépend de la précision des signaux envoyés et recus par les
cellules constituantes. Les protéines sécrétoires ou membranaires transmettent une
grande partie de ces informations. Sur la base de ces signaux, les cellules prennent des
décisions vitales: quand et ou se diviser, migrer ou changer de forme, se différencier ou
mourir’%, L'UPR est initialement une réponse d'autoprotection visant a restaurer la
fonction normale du RE et a maintenir 'homéostasie et la survie cellulaire’t, Si par les
processus et mécanismes de la voie UPR décrits ci-dessus le stress n’est pas résorbé, le
processus de la mort cellulaire programmée, apoptose, est activé, afin de protéger
I'organisme en éliminant les cellules stressées produisant des protéines mal-repliées ou

dysfonctionnellest9-72,
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Plusieurs types de mort cellulaire, y compris I'apoptose, la nécrose/nécroptose et la
mort cellulaire autophagique, peuvent étre induits a la suite d'un stress réticulaire®’.
L'apoptose est une forme de mort cellulaire qui implique I'action d'un certain nombre de
voies de signalisation intracellulaires, notamment des membres de la famille des
caspases®, une famille de protéases spécifiques de |'aspartate qui sont activées par
plusieurs voies’3. Les modulateurs de la mort cellulaire induite par le stress du RE
comprennent des genes membres de la famille Bcl-2 (BCL-2, BCL-XL, BAX, BAK et BIK),
le facteur CHOP/GADD153, la « Valosin-Containing Protein » (VCP) et « Apoptosis Linked
Gene 2 » (ALG-2)8. Les membres de la famille Bcl-2 pro- et anti-apoptotiques? sont
associés au RE et opérent pour réguler I'hnoméostasie du Ca?* et la mort cellulaire par
apoptose® (Figure 26.).
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Figure 26. Les composants moléculaires de I'UPR conduisant a la signalisation de la mort
cellulaire ou de la survie cellulaire®.
Ils sont classés en capteurs, modulateurs ou effecteurs. L'équilibre entre les différents modulateurs
détermine la survie cellulaire induite par le stress du RE par rapport a la mort.

Un des premiers génes identifiés comme modulateurs de la mort cellulaire est BCL-28.
Les molécules pro-apoptotiques connues incluent la caspase-4, p28, BAP31 et CHOP’3,
les protéines multi-domaines (BAX, BAK) et les protéines uniquement BH3 « BH3-only
proteins » : BAD, BID, BIM et BIK8. Tandis que les molécules anti-apoptotiques incluent
les protéines chaperonnes du RE, telles que BiP, ainsi que la CRT, les PDI”3 et les
protéines BCL-2 et BCL-XL8. L'équilibre entre les différents membres de la famille Bcl-2
détermine un «rhéostat apoptotique» ou un «apostat» modulant la survie cellulaire en

fonction de la survie des cellules dépendantes des mitochondries®. La mort cellulaire
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programmée est un phénomene dans lequel CHOP joue un role important®1:6%, CHOP est
un facteur de transcription en aval de la voie PERK et de la voie ATF6, induit pendant le
stress du RE et ensuite activé par la protéine kinase p38%9, L'induction de CHOP, désigné
aussi GADD153, par le stress du RE favorise |I'apoptose! et induit I'expression de
nombreux facteurs pro-apoptotiques (notamment DR5, TRB3, BIM et GADD34), qui

favorisent la traduction et la synthése protéiques dans les cellules stressées®0.69.74,

Les deux voies apoptotiques principales sont : la voie du récepteur de la mort
(extrinséque) déclenchée par les caspases-8 et -10, répondant aux stimuli
extracellulaires ; et la voie de la mitochondrie (intrinséque) initiée par la caspase-9,

répondant aux agressions intracellulaires telles que I'altération de I'ADN228,
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Figure 27. Les voie d'activation de I'apoptose?8.

4.4.1. La voie extrinseque

La voie extrinseque, initiée par les caspases-8 et -10, est déclenchée par I'engagement
direct des récepteurs de mort a la surface des cellules’3. Cette voie implique la protéine
CHOP qui, en inhibant I'expression de la protéine BCL-2, favorise I'apoptose de la cellule.
La protéine IRE1 forme un complexe hétérotrimérique avec « TNF Receptor-Associated
Factor 2 » (TRAF2) et « Apoptosis Signal-regulating Kinase 1 » (ASK1), active la « c-Jun
N-terminal Kinase 1/2 » (JNK1/2) et par conséquent, la mort cellulaire>2° (Figure 27.).
Les domaines endoribonucléase et Ser/Thr kinase d'IRE1 jouent un role prépondérant
dans le processus apoptotique’. En réponse au stress du RE, le domaine kinase remplit

des fonctions pro-apoptotiques. Il se lie a la molécule adaptatrice TRAF2 et active la
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kinase ASK1, qui a son tour provoque la phosphorylation et I'activation de la INK’4, Cette
derniére augmente la phosphorylation des principales protéines anti-apoptotiques BCL-2
et BCL-XL, réduisant ainsi leur activité anti-apoptotique. Les deux isoformes JNK1 et
INK2 jouent un role essentiel dans I'apoptose induite par des lésions de I'ADN7>, Ses
interactions avec les protéines conduisent a I'activation de la procaspase-12 qui induit
une cascade d'activation de la voie des caspases conduisant a l'apoptose>’!. La fonction
RNase d'IRE1 peut également jouer un rdle dans la régulation de la survie cellulaire en
réponse au stress du RE®%74, La capacité d'IRE1 d'activer la transcription du gene CHOP
et le fait que le facteur CHOP soit nécessaire a I'activation d'un ensemble de genes induits
par I'UPR implique que, dans les cellules mammaliennes, IRE1 controle une réponse au

stress assez diverse et arborescente®!,

4.4.2. La voie intrinséque

L'expression du facteur de transcription pro-apoptotique CHOP augmente la
phosphorylation de JNK1/2 et le clivage de BAP31, induit par la caspase-8, en BAP20
imbriquée dans la membrane, permettant aux signaux apoptotiques de se propager du
RE vers les mitochondries?73. Ce clivage stimule la fission mitochondriale dépendante du
Ca?*, augmentant ainsi la libération du cytochrome C dans le cytoplasme®7’3.76, Cette
cascade de caspases déclenchée par le stress dans le RE, initiée par la caspase-4
(caspase-12 murine) et impliquant les caspases-8 et 3, joue un rdle important dans
I'apoptose spontanée des cellules’® (Figure 28.). La surexpression des protéines pro-
apoptotiques BAX ou BAK forme un pore ionique dans la membrane mitochondriale
externe, ce qui entraine un efflux de Ca2* du RE vers les mitochondries?. En conséquence,
elles forment des canaux conducteurs de protéines dans leur membrane externe,
provoquant la libération de protéines pro-apoptotiques telles que le cytochrome C ; ce
dernier se lie ensuite a la caspase-9 initiatrice, ce qui engendre une cascade
protéolytique. Le Ca?* libéré active une protéase dépendante du Ca?*, la m-calpaine qui
a son tour clive et active la procaspase-12. Ensuite, la procaspase-12 induit une cascade
d'activation des caspases conduisant a I'apoptose” (Figure 27.). Cette cascade entraine
le clivage de protéines cellulaires spécifiques ainsi que de I'ADN et entraine la disparition

de la cellule8.
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Figure 28. La voie intrinséque de I'apoptose’s.

La voie mitochondriale intrinseque est initiée par la caspase-9 et est controlée par les
membres de la famille Bcl-2. La caspase-9 est activée lorsque le cytochrome C est libéré
dans le cytoplasme. La translocation de BAX aux mitochondries est concomitante avec la
libération du cytochrome C dans le cytosol a partir de I'espace intermembranaire
mitochondriale et le traitement de la caspase-9873, Les caspases-9 et -12 servent de
médiateurs pour une nouvelle voie d'apoptose intrinséque indépendante du cytochrome
C et de la mitochondrie. Les caspases-8 et -9 activent les caspases du bourreau
(exécutrices), y compris la caspase-3. Une fois actives, les caspases du bourreau coupent
un certain nombre de protéines cellulaires, notamment des protéines nucléaires, des
protéines structurelles, des molécules de signalisation, des protéines du cytosquelette et
d'autres protéines impliquées dans des maladies neurodégénératives. La protéolyse de
ces protéines perturbe I'homéostasie cellulaire et met fin aux signaux de survie, entre

autres effetss.

Les activités IRE1 et ATF6 sont atténuées par le stress persistant dans le RE.
L'atténuation de la signalisation IRE1 par un stress prolongé apparait comme une étape
clé dans la prise de décision de vie ou de mort aprées l'induction de I'UPR’. Une baisse
de la production des chaperonnes est observée dans les cellules humaines soumises a un
stress non résolu du RE. En cas d'échec des sorties de protection, la signalisation pro-

apoptotique non contrélée guide la cellule vers sa disparition et la sensibilise également
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a toute autre insulte préjudiciable susceptible de se produire, telle que I'hypoxie ou la
privation de nutriments’4. Contrairement a IRE1 et ATF6, I'activation de la branche PERK
est largement maintenue avec un stress persistent’?. Les fonctions de la branche PERK,
y compris l'inhibition de la traduction et la régulation de la transcription pro-apoptotique,
sont maintenues’®, ATF4 réqule a la hausse la transcription des génes codant la protéine
CHOP qui active I'apoptose médiée par le RE’4. Le stress réticulaire active toutes les voies
de signalisation de I'UPR, produisant ainsi simultanément des sorties antagonistes. Les
différentes périodes d’action de chaque branche de la voie UPR influent sur le destin de

la cellule en réponse au stress du RE®”:/? (Figure 29.).
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Figure 29. L'influence de la durée du stress réticulaire sur le destin de la cellule”.
4.5. Integrated Stress Response

La réponse intégrée au stress « Integrated Stress Response » (ISR) est une voie
alternative a [I'activation de I'UPR. Le facteur elF2a peut étre phosphorylé
indépendamment des branches de I'UPR par trois kinases supplémentaires : la protéine
GCN2, la kinase inhibitrice régulée par I'neme (HRI) et la protéine kinase PKR. Pendant
cette réponse, la protéine GCN2 phosphoryle eIF2a pour conserver le métabolisme des

AA et incite I'ATF4 a favoriser la récupération aprés la privation en nutriments’?.78,
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5. Conclusion

La voie UPR fonctionne comme un réseau de régulation, présentant des opportunités
de diaphonie avec d'autres voies de signalisation. La voie UPR est impliquée dans la
régulation systémique du métabolisme protéique, lipidique et glucidique. De plus, cette
voie interagit avec multiples cascades de signalisation impliquées dans la mort cellulaire
programmeée, l'inflammation, la prolifération, la croissance, ... L'interaction de la voie
UPR avec ces processus complexes montre I'importance de son implication dans diverses
conditions physiologiques et pathologiques. Les acteurs centraux et la connectivité des
circuits impliqués semblent étre conservés parmi les eucaryotes. Chez les mammiferes,
les signaux induisant I'UPR sont transduits via trois capteurs UPR localisés au niveau de
la membrane du RE : IRE1, PERK et ATF6 (Figure 30.). Parmi ceux-ci, la voie médiée
par IRE1 est la plus conservée chez les eucaryotes. Au cours du stress du RE, suite a une
oligomérisation et une autotransphosphorylation, IRE1 actif procede au clivage de I'ARNm
d'un facteur de transcription de la leucine basique (bZIP), a savoir HACI chez la levure,
XBP1 chez les mammiferes et bZIP60 chez les plantes®.®, Les protéines résultantes
activent les genes cibles de I'UPR afin de résoudre le stress réticulaire, rétablir
I'noméostasie et maintenir la survie cellulaire. Le cas échéant, la mort cellulaire

apoptotique est déclenchée.
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Figure 30. Récapitulatif de I'activité des trois branches de la voie UPR chez 'homme?!3,

37



III. CHAPITRE II: L'implication de la voie UPR dans les

pathologies humaines

1. Introduction: La voie UPR et les « maladies
conformationnelles »

es composantes de |I'UPR régulent de nombreux processus et ne doivent pas étre

considérés comme trois cascades de signalisation isolées, mais comme un réseau

fournissant une diaphonie puissante avec |'‘autophagie, [|'apoptose et
I'inflammation. D’ou, Iimplication de la voie UPR dans multiples pathologies
métaboliques, comme le diabéteZ®, I'obésité’?, la fibrose kystique ou mucoviscidose’>, le
cancerl®, les maladies inflammatoires*’¢ telles que I'athérosclérose®7¢, |'asthme’®, la
maladie hépatique alcoolique?37%, la stéatose hépatiqgue non-alcoolique®’:76,
I'emphyseme (Stade ultime, irréversible et destructif de la Broncho-Pneumopathie
Chronique Obstructive BPCO), dans des maladies neurodégénératives , telles que les
maladies d’Alzheimer®?, de Parkinson?381, de Huntington?3, de Charcot-Marie-Tooth®®, la

sclérose latérale amyotrophique’® et dans certaines infections virales®.

L'accumulation des protéines incompétentes au repliement, résistantes a |la
dégradation protéasomique dans le RE, peut complétement perturber ce dernier et par
conséquent, constitue une menace permanente pour la fonction et la viabilité des
cellules®’>. Les conformations aberrantes des protéines sont une cause majeure de
nombreuses maladies humaines. Elles sont donc nommées « maladies
conformationnelles », originellement appelées maladies de stockage du RE parce que la
plupart de ces maladies sont associées a la rétention des protéines non-repliées dans ce
dernier?11:23, Ces maladies sont dues a des dysfonctionnements de la voie de dégradation
par le protéasome qui conduiraient a une activation de la réponse UPR et a plus long

terme a la mort cellulaire®.

2. La voie UPR et les maladies inflammatoires

L'inflammation est une réponse physiologique essentielle et nécessaire pour faire face
aux infections de I'organisme par le non-soi, tels que les virus et les bactéries, ainsi que
pour la réparation des tissus endommagés a la suite des blessures. La réaction

inflammatoire peut cependant persister d'une maniere disproportionnée et se
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transformer en inflammation chronique, contribuant ainsi a de multiples pathologies
aigués comme chroniques, telles que le diabete, I'arthrite rhumatoide, le cancer,
I'asthme, I'allergie et la dermatite®2. Le processus inflammatoire exige I'interaction entre,
d'un coté, les cellules immunitaires spécialisées, telles que les lymphocytes et non
spécialisées, telles que les macrophages et, d'un autre coté, des médiateurs pro-
inflammatoires, des immunomodulateurs et régulateurs (voies de signalisation). Ceci
permet la détermination de la réponse cellulaire (différenciation, recrutement, activation,
adhésion, migration, chimiotactisme, diapédése) et systémique (cedéme, douleur,
chaleur, rougeur...). Les docosanoides (C22), les éicosanoides (C20) et les
octadécanoides (C18) sont des lipides oxygénés produits a partir des acides gras
polyinsaturés qui jouent un réle important dans l'initiation, la progression et la résolution
de l'inflammation tout en interagissant avec multiples voies de signalisation et en
régulant divers aspects de la réponse immunitaire. Par l'intermédiaire des récepteurs
nucléaires et de ceux couplés a la protéine G (RCPG), les éicosanoides régulent de

multiples processus homéostatiques et inflammatoires83-83,

En 2008, de nouvelles observations suggérent que la réponse UPR peut elle-méme
initier I'inflammation. Il existe des preuves épidémiologiques, cliniques et expérimentales
selon lesquelles le stress cellulaire et une inflammation excessive sont liés de maniére
causale a diverses conditions pathologiques, telles que I'obésité, I'arthrite, la maladie
d'Alzheimer, les maladies cardiovasculaires, le diabete de type I et de type II et
I'athérosclérose®®. Sous conditions de stress du RE, ce dernier envoie un signal pour
activer le facteur de transcription NF-kB, afin d'induire I'expression de la réponse
immunitaire et des genes pro-inflammatoires, tels que les interférons et les cytokines.
Cette voie de signalisation est appelée réponse de surcharge du RE « ER Overload
Response » (EOR)!8, Elle est beaucoup moins étudiée que I'UPR, mais son action peut
s'appliquer dans les maladies aigués comme chroniques. Comparée a I'UPR, I'EOR semble
étre plus reliée a des perturbations de mouvements calciques. En libérant des réserves
de Ca?* de la lumiére du RE dans le cytosol, la production d'especes réactives de
I'oxygéne (ROS) méne a l'activation de NF-kB, qui est un facteur de transcription
spécifique de la séquence qui est un point clé de la prolifération cellulaire, de

I'inflammation et donc de la survie cellulaire (Figure 31.)"L.
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Figure 31. La voie EOR en réponse aux perturbations homéostatiques’.

Bien que la démarcation entre UPR et EOR ne soit pas claire, I'un doit céder le pas a

I'autre afin d’éviter les redondances dans la logique mécaniste. L'UPR méne a un état de

défense, tandis que I'EOR conduit a un état d'attaque. L'EOR est spécialisée dans

I'activation des voies conduisant a I'inflammation et a la prolifération cellulaire, via NF-

kB afin de favoriser la survie cellulaire, ce qui contraste radicalement avec I'UPR (Figure

32.). Les protéines chaperonnes GRP perturbent I'homéostasie du Ca?* et conduisent a

I'activation de la voie EOR’!. Les mitochondries sont étroitement associées au RE par le

biais de leurs membranes, dont le réle est

important pour de nombreuses fonctions

cellulaires telles que la régulation de la signalisation calcique, le transport des lipides, le

métabolisme énergétique et la survie cellulaire”®.
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Figure 32. La boucle « stress réticulaire-inflammation » dans les cellules spécialisées?.

40



Les ROS sont de petites molécules tres réactives du fait de la présence d'électrons non
appariés. Les ROS sont d'importants médiateurs de l'inflammation et un lien est établi
entre le stress du RE et la génération et I'accumulation de ROS intracellulaires, un état
communément appelé stress oxydatif. Le repliement des protéines dans les
conformations correctes dans le RE est un processus consommateur d'énergie et des
conditions d'oxydation sont nécessaires pour la formation de liaisons disulfures
intramoléculaires et intermoléculaires®®. Pendant la formation de la liaison disulfure, les
ROS sont produites a l'intérieur du RE et pourraient contribuer de maniére significative
au stress oxydatif’®. Le RE fournit un environnement oxydant pour faciliter la formation
de liaisons disulfures et ce processus contribue jusqu'a environ 25% de la production
totale des ROS®’. Plusieurs agents externes tels que les polluants atmosphériques, les
radiations, les métaux lourds, les médicaments et les pesticides peuvent induire une
production des ROS intracellulaires. Lorsque leur production dépasse la capacité
antioxydante, le stress oxydatif affecte négativement la synthése des protéines et
I'hnoméostasie du RE®’71, Les ROS, y compris les radicaux libres, sont générés par les
mécanismes de repliement par oxydation régis via la voie UPR dans le RE et dans les
mitochondries. L'interconnexion entre le RE et les ROS est assurée par des voies de
signalisation impliquant le glutathion (GSH)/disulfure de glutathion, la NADPH oxydase
4, la NADPH-P450 réductase, le Ca?*, I'« ER Oxidoreductin 1 » (ERO1) et la PDI®”.

En effet, le transport des électrons pendant la formation de la liaison disulfure est
piloté par un relais protéique impliquant deux enzymes résidantes dans le RE : PDI et
ERO16°, Cette derniere fonctionne en association avec la « Flavin Adenine Dinucleotide »
(FAD), qui est synthétisée dans le cytosol mais qui peut facilement pénétrer dans la
lumiére du RE. ERO1 est une oxydoréductase qui transmet les liaisons disulfures a
I'isomérase PDI’®. PDI accepte les électrons des substrats de repliement des protéines,
oxydant ainsi les groupes thiol (SH) sur les résidus Cys de la protéine et aboutissant a la
formation de liaisons disulfures. ERO1 utilise une réaction dépendante de FAD pour
transférer des électrons de PDI vers I'oxygene moléculaire (02), ce qui entraine la
production des ROS sous forme de péroxyde d'hydrogene (H202). Par conséquent, une
augmentation de la charge de repliement des protéines dans le RE peut entrainer une
accumulation des ROS, ce qui pourrait déclencher une réponse inflammatoire. L'activité
d'ERO1 étant modulée par la quantité de FAD présente dans le RE, la formation de liaisons

disulfures est liée au statut nutritionnel et/ou métabolique de la cellule. Le glutathion
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réduit (GSH) peut contribuer a la réduction de la liaison disulfure, qui survient lors d’une
surcharge en protéines a replier ou une accumulation de protéines mal-repliées et conduit
a la production de glutathion oxydé (GSSG)® (Figure 33.). De plus, I'activation de la
protéine CHOP pro-apoptotique augmente également la production des ROS en régulant

positivement la sous-unité o d’'ERO1 (ERO1a)’®.

SH S
SH Oxidation S Isomerization 2—2

SH e S
SH S

Reduction

GSSG

-
0,
H,0, (ROS)

Figure 33. Le repliement oxydatif des protéines®,

Il est important de noter que les cellules ont développé des mécanismes pour limiter
I'accumulation des ROS. La voie PERK peut activer un programme antioxydant en
traduisant préférentiellement I'ARNm codant le facteur de transcription ATF4 et en
phosphorylant le facteur de transcription « Nuclear Factor Erythroid-derived 2 (NFE2)-
Related Factor 2 » (NRF2), contenant un domaine bZIP également. Apres la
phosphorylation induite par PERK, le facteur NRF2 est transféré vers le noyau ou il active
la transcription d'un ensemble de genes codants pour des enzymes antioxydantes et
détoxifiantes, notamment la NAD(P)H-quinone oxydoréductase, I'héme oxygénase 1 et
la glutathion S-transférase. De plus, les facteurs de transcription NRF2 et ATF4 induisent
chacun la transcription de genes dont les produits maintiennent le niveau cellulaire de

glutathion, le principal tampon rédox de la cellule®®7¢ (Figure 34.).
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Figure 34. Les mécanismes des maladies cardiovasculaires induites par le stress ER!?,

La voie UPR a été identifiée en tant que régulateur principal dans plusieurs maladies
inflammatoires’®. En effet, en réponse au stress du RE, I'UPR peut promouvoir
directement I'activation de NF-xB par le biais d'une atténuation de la traduction induite
par PERK. Le facteur NF-xB est un régulateur clé de la transcription qui joue un rdle
central dans l'apparition de I'inflammation. En I'absence de stimuli inflammatoires, NF-
kB reste inactif par la liaison a un membre de la famille des inhibiteurs de la NF-xB (IxB).
Etant donné que les IxB ont une demi-vie plus courte que celle de NF-xB, I'atténuation
de la traduction induite par PERK modifie le rapport d'IxB a NF-kB, libérant ainsi NF-«xB
et permettant sa translocation vers le noyau. Donc, |'activation de NF-xB est initiée par
la phosphorylation induite par le signal d'IkB, qui est ensuite dégradée. La dégradation
de IkB expose un signal de localisation nucléaire dans NF-xB, permettant a NF-xB de se
déplacer dans le noyau, ou il induit la transcription de nombreux genes

inflammatoires®®7¢ (Figure 35.).

D'ailleurs, le domaine cytoplasmique d'IREla, phosphorylée en réponse au stress du
RE, peut recruter le facteur TRAF2. L'autophosphorylation d'IREla induit un changement
de la conformation de son domaine cytosolique, qui peut ensuite se lier a la protéine
adaptatrice TRAF2. Le complexe IRE1a-TRAF2 peut recruter la kinase « IxB kinase »
(IKK) et la protéine kinase INK, conduisant ainsi a leur activation. La INK activée

phosphoryle la protéine AP1. IKK activée phosphoryle IkB, conduisant a sa dégradation

43



et ainsi a |'activation de NF-«B et a sa translocation nucléaire. Les protéines NF-kB et AP1
activées migrent vers le noyau, ou elles induisent la transcription des genes impliqués

dans la réponse inflammatoire®%76.78 (Figure 34., Figure 35.).
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Figure 35. Le modéle proposé par Zhang K. et Kaufmann R. pour I'activation
médiée par I'UPR de la INK et le facteur NF-xB®,

Parmi d'autres, la protéine IxBo (et ses membres de famille apparentés, IkBp et IkBc)
peut étre considérée comme I'un des régulateurs négatifs les plus puissants et universels
de NF-kB. Les cytokines telles que l'interleukine IL-1 ou le facteur de nécrose tumorale
TNFa, déclenchent la destruction active et rapide d'IkBa par la voie de dégradation
protéasomique. Cela permet aux sous-unités de NF-xB de se transloquer dans le noyau
et d'induire la transcription de nombreux genes cibles, y compris le gene NFKBIA qui code
pour IkBa. L'IkBa nouvellement synthétisée séquestre le facteur NF-xB, le retenant dans
le cytoplasme. Cette boucle de rétroaction négative majeure arréte I'activation de la
transcription de NF-xB dans plusieurs types de cellules’8. De plus, le facteur XBP1S peut
directement induire I'activation de la transcription des génes pro-inflammatoires tels que
I'IL-6 et le TNFa. Il a été démontré que le stress chronique du RE active, via IREla, une
protéine qui interagit avec la thiorédoxine pour activer I'inflammasome NLRP3 et favoriser
I'apoptose. IREla induit la libération de profils moléculaires associés au danger
mitochondrial par la signalisation NLRP3/caspase-2/BID, qui active l'inflammasome.
L'activation de l'inflammasome NLRP3 nécessite la production des ROS et de I'efflux de
K*76 (Figure 34.).
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L'TIRE1B, quant a elle, a été identifiée comme une protéine essentielle qui atténue les
perturbations de la fonction du RE pendant la progression de la maladie. Les récepteurs
Toll-like 2 (TLR2) et TLR4 induisent I'activation d'IREla et I'épissage de XBP1, nécessaires
a la production optimale de cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages®0.79:86,
Des conditions de stress survenant lors d'un cancer, d'une inflammation ou d'une
infection, activent des réponses adaptatives contrdlées par la voie UPR et le facteur NF-
kB. Les voies UPR et NF-kB convergent dans le noyau a travers dix principaux facteurs
de transcription, a savoir ATF4, ATF3, CHOP, XBP1, ATF6a et les cing sous-unités de NF-
kB. Cette diaphonie offre de nombreuses possibilités d'ajuster les réponses au stress
cellulaire et pourrait également étre exploitée a des fins thérapeutiques a I'avenir’s,
Effectivement, lors de la privation en AA, ATF3 et ATF4 se lient aux éléments de réponse
aux AA (AARE) du promoteur ATF3 et a de nombreux genes métaboliques, tels que
I'asparagine synthétase (AsnS), le transporteur d’AA neutres 2 couplé au sodium (SNAT2)
et le y-glutamyl-cyclotransférase (CHAC1), mais aussi au promoteur du facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF)’8. L'ATF4 agit directement comme facteur de
transcription pour IL-676. ATF4 et CHOP régulent prés de 58 genes qui ont un role
documenté dans la régulation de la voie de signalisation de NF-«xB, y compris trois IkB
(a, € et £)’8. La branche ATF6a de I'UPR active également NF-xB via la phosphorylation
de la Ser/Thr kinase AKT et par I'lxB’®.

2.1. L'athérosclérose et les cardiopathies ischémiques

L'athérosclérose, cause principale des maladies cardiovasculaires, est une maladie
inflammatoire caractérisée par une activité immunologique intense, une accumulation de
lipides, une mort cellulaire et une fibrose ; dans laquelle les mécanismes immunitaires
interagissent avec les facteurs de risque métaboliques, entrainant I'apparition de Iésions

dans le systéme vasculaire artériel®®8’ (Figure 36.).
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Figure 36. La composition cellulaire des plaques d’athérome?”,

Au fil du temps, ces lésions, appelées plaques d'athérome, mirissent et acquierent de
nouvelles caractéristiques. Les événements cliniques les plus graves suivent la rupture
d'une plaque qui expose le matériel thrombotique a la lumiére artérielle et provoque une
occlusion thrombotique soudaine de I'artére sur le site de la perturbation®” (Figure 37.).
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Figure 37. L'activation, la rupture de la plaque et la thrombose?’,
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Dans le cceur, l'athérosclérose peut entrainer un infarctus du myocarde et une
insuffisance cardiaque, alors que dans les artéres qui perfusent le cerveau, elle peut
provoquer un AVC ischémique et des attaques ischémiques transitoires. Si
I'athérosclérose affecte d'autres branches artérielles, elle peut entrainer une insuffisance
rénale, une hypertension, des anévrismes de I'aorte abdominale et une ischémie critique
des membres inférieurs®’. Des études in vitro ont montré que les facteurs de transcription
ATF4 et XBP1 étaient nécessaires a la production de la cytokine IL-6 et des chimiokines
IL-8 [ou « CXC-chemokine Ligand 8 » (CXCL8)], « CC-chemokine Ligand 2 » (CCL2) et
CXCL3 par les cellules endothéliales de l'aorte humaine a I'état basal et lors de
I'accumulation de lipides oxydés®®. Par ailleurs, la cardiopathie ischémique est la
principale cause d'invalidité et de déces liée aux maladies cardiovasculaires dans le
monde, ce qui pése lourdement sur le systéme de santé et I'économie. La cardiopathie
ischémique est un état de stress grave qui provoque de nombreuses altérations
pathologiques et déclenche la mort des cellules cardiaques. Des preuves accumulées
suggéerent un role critique de la voie UPR dans I'étiologie de la cardiopathie ischémique
chez les humains et les modeles de rongeurs par divers événements pathologiques, tels
que la surproduction des ROS, I'inflammation et le déséquilibre métabolique. Si le stress
est sévere et persistant, I'UPR déclenche des voies inflammatoires et apoptotiques, pour
éliminer les cellules touchées qui contribuent au développement et a la progression de la
cardiopathie ischémique. Alors que les effets pro-survie de I'UPR peuvent dominer au
début de la phase d'ischémie, I'activation persistante de I'UPR pourrait avoir des

conséquences néfastes, voir fatales®,

2.2, L'asthme et les infections virales et fongiques

L'asthme est considéré comme I'une des cing maladies respiratoires principales dans
le monde. L'asthme est une maladie inflammatoire chronique hétérogéne des voies
respiratoires qui touche pres de 334 millions de personnes dans le monde et qui entraine
un fardeau socioéconomique important a I'échelle mondiale. L'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) estime que pres de 250 000 personnes meurent d'asthme chaque année
dans le monde. C'est une maladie dont les manifestations cliniques résultent d'une
obstruction, d'une hypersensibilité et d'une inflammation des voies respiratoires. Elle est
associée a des symptomes récurrents tels que la respiration sifflante, la dyspnée,

I'oppression thoracique et la toux. Les voies respiratoires asthmatiques sont caractérisées
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par une infiltration accrue d'éosinophiles, de neutrophiles, de macrophages, de
mastocytes activés et de cellules T auxiliaires (helper) de type 2 (Th2). L'asthme se
caractérise par une réponse immunitaire Th2 chez une grande proportion de patients.
Les cytokines, telles que les interleukines IL-4, 5, 9 et 13, sont connues pour favoriser
I'inflammation a éosinophiles et la production d'immunoglobuline E (IgE) par les
mastocytes. Les IgE entrainent la production de médiateurs inflammatoires tels que
I'histamine, qui déclenche le bronchospasme et la sécrétion de mucus par les cellules du
gobelet (cellule caliciforme). L'inhibition de I'IRE1 pourrait constituer une option
thérapeutique potentielle pour réduire ces deux caractéristiques importantes de I'asthme,

a savoir la réponse inflammatoire accrue et I'hypersécrétion de mucus’®.

Une aggravation de I'état asthmatique peut étre provoquée par des stimuli tels que le
stress oxydatif, les infections pathogenes et I'exposition aux allergenes. Tout cela peut
induire un stress au niveau du RE et activer I'UPR, entrainant I'activation de différentes
réponses inflammatoires et une dérégulation des fonctions immunitaires innées dans les
voies respiratoires. En effet, I'accumulation de protéines mal/non-repliées dans le RE
pourrait aggraver |'état asthmatique. Le stress oxydatif est accru dans les voies
respiratoires asthmatiques. Les ROS endogénes et exogénes tels que I'anion superoxyde,
le radical hydroxyle, le radical hypohalite (halogene oxydé) et le H,0;, ainsi que les
especes réactives de I'azote (RNS), telles que le monoxyde d'azote (NO), le péroxynitrite
(HNO3") et le nitrite (NO27), jouent un role majeur dans l'inflammation des voies
respiratoires. Par ailleurs, |'apoptose des cellules épithéliales bronchiques est associée a
la chronicité et a la sévérité de I'asthme. Dans I'épithélium bronchique asthmatique, une
augmentation de I'UPR peut entrainer une inflammation et une activation accrues de NF-
kB induite par ATF6 et IRE1, tandis que PERK activée conduit a une ubiquitination et a
une dégradation d'IFNAR1, un géne codant pour la sous-unité 1 du récepteur d'interféron
o/B, réduisant ainsi les réponses antivirales. Cela pourrait amener le microenvironnement
épithélial a étre plus susceptible aux infections virales et fongiques. De plus, les
allergénes induisent le stress du RE dans I'épithélium des voies respiratoires. Ce stress
réticulaire est évident dans l'inflammation allergique des poumons ainsi que dans
I'asthme fongique’®. Effectivement, des especes fongiques aéroportées telles que
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium et Penicillium peuvent provoquer une aggravation
de I'asthme. Plus de 6,5 millions de personnes dans le monde souffrent d'asthme sévére

associé a une sensibilisation fongique. Jusqu'a 50% des asthmatiques adultes
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fréquentant des soins secondaires ont une sensibilisation fongique et 4,8 millions
d'adultes sont atteints d'aspergillose broncho-pulmonaire allergique’®. Par exemple,
Aspergillus fumigatus est un champignon filamenteux vivant dans le sol qui est devenu
I'agent pathogene prédominant de la population immunodéprimée. L'infection est
contractée par l'inhalation des spores suffisamment petites pour atteindre les voies
respiratoires distales. A. fumigatus s'appuie sur |'activation de la voie UPR pour sa
croissance chez I'h6te®?. Cryptococcus neoformans, un agent pathogene fongique
opportuniste responsable de la méningo-encéphalite met en jeu le pronostic vital chez
les sujets immunodéprimés. La voie UPR chez Cryptococcus réqule le stress du RE, la
résistance aux médicaments antifongiques et la virulence de maniere dépendante d'IRE1.
Une Cryptococcose non traitée traverse la barriere hémato-encéphalique et provoque une
méningo-encéphalite mortelle. Cryptococcus comprend deux espéces pathogenes
majeures, C. neoformans et C. gattii, inhalées par les voies respiratoires, entrainant une
infection pulmonaire. C. neoformans est le clade le plus couramment isolé au monde®. La
voie IRE1 est également impliquée dans la réplication et la virulence de Salmonella

enterica typhimurium®® et de Candida albicans chez les patients immunodéprimés®.

L'activation d’'IREla et I'autophagie par des virus tels que les rhinovirus (RV) sont
susceptibles de favoriser leur virulence et leur réplication dans I'épithélium bronchique
asthmatique’®. Une variété de virus induit le stress du RE et la voie UPR impliquée dans
la réplication virale%74. Pour faciliter leur réplication, les virus empruntent de nombreux
processus au sein de leurs cellules hotes. Les virus enveloppés font souvent appel au RE
pour la maturation de leurs glycoprotéines et leur transport vers la membrane
plasmatique’2. Par exemple, Le cytomégalovirus humain (CMV) et le virus de I'hépatite
C (VHC) induisent tous deux un stress au niveau du RE en induisant épissage de I'ARNm
XBP17274, La protéine US11 du CMV active I'UPR pour augmenter la dégradation des
protéines du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I, lui permettant
d'échapper a la réponse immunitaire de I'hote’. L'induction de NF-xB par I'UPR se produit
dans des situations physiopathologiques telles qu'une infection par des virus, comme le
VHC ou le coronavirus humain 229E78. La voie UPR est activée lors de l'infection par le
VHC ou par celui de I'herpes simplex (VHS). Ces virus, en se répliquant dans le RE et en
entrainant une synthése accrue de protéines par la cellule hote, déclenchent la réponse
UPR. D’une part, le VHC stimule la voie ATF6 mais inhibe celle d'IRE1. Ainsi, les protéines

chaperonnes peuvent aider les protéines virales a s'assembler sans étre marquées pour
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la dégradation. D'autre part, le VHS code pour une protéine homologue a la protéine
GADD34>, Les deux virus induisent le clivage de I'ATF6. L'induction des bras IRE1la et/ou
ATF6 de I'UPR peut aider a maintenir I'homéostasie du RE en augmentant la capacité de
repliement des protéines, facilitant ainsi la maturation des glycoprotéines virales et la
survie des cellules hotes. En revanche, la plupart des virus bloquent I'activation de la voie
PERK et la phosphorylation en aval d’elF2q, évitant ainsi l'inhibition de la traduction et
I'induction ultérieure de I'apoptose via CHOP’2, Le virus de I'hépatite B (VHB) a méme un
promoteur qui est régulé positivement par le stress du RE. Ainsi, il est probable que
certains virus ont mis au point des mécanismes leur permettant d'échapper aux
conséquences négatives du stress et d'utiliser simultanément certains sous-ensembles

de facteurs induits par I'UPR a leur avantage’®.

Les a virus, tel que le chikungunya (CHIKV), sont exceptionnels car ils permettent la
phosphorylation d'elF2u au cours d'une infection productive’2. L'expression des facteurs
de transcription fonctionnels et des genes cibles de I'UPR est efficacement inhibée par
CHIKV. L'infection par un a virus induit plusieurs composantes clés de I'UPR. PERK est
activé tot lors des infections par CHIKV. Bien qu’eIF2a soit phosphorylé et qu'une partie
du pool d'ARNm XBP1 soit épissée, la voie UPR est completement inhibée dans les cellules
infectées par le CHIKVZL, L'activation/inhibition des branches de I'UPR est différente selon
le virus. Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) induit I'expression de I'ATF4.
Puisqu’ATF4 est impliqué dans une réponse sensible au facteur temps pour la survie ou
la mort cellulaire, il peut déclencher la réplication du VIH pendant la phase de survie de
I'UPR et a été suggéré comme jouant un rdle dans le passage de la latence virale a une
réplication active. En termes de traduction, la protéine Tat entre en compétition avec
elF20 pour la phosphorylation et inhibe I'activation de la kinase PKR, conduisant a la
réactivation des processus de traduction. VIH-1 induit IRE1, JNK et AP1, entrainant une
apoptose cellulaire pouvant contribuer a la progression du VIH vers le sida. Pendant ce
temps, I'IL-2 induit I'épissage de XBP1 dans les cellules T CD87, ce qui est essentiel pour
leur différenciation en cellules T cytotoxiques. Alors que de nombreux virus ont évolué
pour détourner cette défense, le VIH continue a se répliquer et a traduire les protéines
dans les lymphocytes. Cela finit par épuiser la cellule, entrainant sa destruction. La
destruction continue des lymphocytes T CD4* appauvrit les lymphocytes T en CMH de
classe II, ce qui épuise en conséquence les précurseurs des lymphocytes T auxiliaires

(Th), essentiels pour I'immunité a médiation cellulaire’?.
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Le virus ZIKA (ZIKV), quant a lui, déclenche le stress réticulaire et la voie UPR dans
le cortex cérébral de foetus humains infectés. La balance de la neurogenése est régulée
de maniére dynamique au cours du développement par la voie UPR physiologique dont
la perturbation conduit a la microcéphalie en réduisant le débit neuronal et en renforgant
la susceptibilité de la descendance neuronale a I'apoptose dépendante de I'UPR via
I'activation de CHOP in vivo. Le stress induit et la dérégulation de I'UPR contribuent a
I'inhibition directe de la voie PERK dans les cerveaux infectés par le ZIKV ce qui empéche
I'apoptose induite par I'UPR, prévenant ainsi la microcéphalie. En outre, l'inhibition
d'IREla prévient la microcéphalie et réduit la réplication du ZIKV, mais inhibe également
I'ATF4, cible directe de la voie PERK. La dérégulation de I'ATF4 est un facteur prédominant
de la microcéphalie induite par ZIKV. Alors, le ciblage de la voie UPR par des inhibiteurs
constitue une approche thérapeutique potentielle visant a réduire la neuropathogenése

associée au ZIKV dans le cortex cérébral en développement?!.

La nécessité de développement de nouveaux médicaments antifongiques dirigés vers
de nouvelles cibles thérapeutiques est devenue urgente en raison de l'incidence
croissante d'infections invasives, d'effets secondaires de médicaments toxiques et de
I'émergence de souches pharmacorésistantes. La voie UPR fongique, bactérienne, virale
et parasitaire joue un role essentiel dans la résistance aux médicaments. Nombreux virus
et champignons utilisent la voie UPR pour développer leur mécanisme de pathogénicité
contre les molécules de défense de I'hote. L'apparition de résistance souligne I'importance
de la voie UPR, comme étant une cible prometteuse pour le contrdle de diverses
conditions pathologiques®’. De plus, l'inhibition de I'UPR est associée a une virulence
atténuée et a une augmentation spectaculaire (dramatique) de la sensibilité aux
antifongiques®. Pour cela la stratégie de recherche qui vise a découvrir de nouvelles
molécules capables de moduler le stress du RE, constitue une bonne alternative a I'égard

des maladies fongiques chez I'humain comme chez les plantes®”.

3. La voie UPR et les maladies métaboliques

3.1. Le Diabete

Selon les estimations de la Fédération Internationale du Diabéte (FID), il y a dans le
monde 425 millions de personnes atteintes de diabete et 727 milliards de dollars, soit
12% des dépenses de santé mondiale sont consacrées au diabete®2, L'OMS prévoit qu’en

2030 le diabéte serait la 7¢m¢ cause de décés dans le monde?3%4, En France, en 2009, on
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estimait a plus de 3,5 millions le nombre de personnes atteintes de diabéte. En 2015, ce
nombre est porté a 3,7 millions soit 5,4% de la population. Selon la Fédération Francaise
des Diabétiques (FFD), 26% des diabétiques ont plus de 75 ans. Sachant qu’en 2025, les
personnes agées représenteront le quart de la population francaise®>, ce nombre risque

de ne cesser d’augmenter.

EUROPE

Prevalence (%) estimates* of diabetes
(18-99 years), 2017

<59 ® 8%
®5-6% ®3-99%
®:-7% @®:9%

*Comparative prevalence

o,

Les principales causes du diabéte sont®> :

Figure 38. Estimation de la prévalence (%) du diabéte (20-79 ans) en Europe en 2017,

o les prédispositions génétiques et les antécédents,
o le surpoids et |'obésité,

e la mauvaise alimentation,

o le manque d'activité physique et la sédentarité.

Les disparités du diabéte sont liées a°>:
o l'age,
o lesexe (H>F),
o les conditions sociales : plus de 80% des déces dans les pays a revenu faible ou
intermédiaire,
o les disparités géographiques : en France Métropolitaine, la région de I'Ouest a les
taux de prévalence les plus faibles : Bretagne (3,33%), Pays-de-la-Loire (4,08%).

Le diabéte est une maladie métabolique chronique divisée en deux types : le Diabéte
de Type I (DTI) ou Diabéte Insulinodépendant (DID) et le Diabete de Type II (DTII). Les
diabétiques diagnostiqués avec un DTII présentent prés de 90% des diabétiques, contre
environ 10% avec un DTI%. Le DTI est une maladie auto-immune entrainant la
destruction des cellules B du pancréas et une insuffisance ultérieure de production
d'insuline. Les cellules B du pancréas ne répondent plus a la demande en insuline pour
maintenir I'hnoméostasie du métabolisme du glucose, ce qui provoque une hyperglycémie.
D'autre part, le DTII est un mélange complexe de conditions métaboliques conduisant a

une résistance a l'insuline et a une éventuelle sécrétion altérée d’insuline®®74, Au niveau
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des ilots de Langerhans représentant environ 2% du pancréas en masse, environ 60%
sont des cellules B sécrétrices d'insuline. Lorsque le glucose s'associe aux cellules p aprés
un repas complet, I'insuline ne sera produite et sécrétée qu'apres la génération de ROS
et la stimulation des récepteurs de la Ryanodine, suivies de la libération de Ca2* luminal
et de l'augmentation subséquente des réserves de Ca?* intracellulaire. Cette réponse
constitue la réponse a la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose « Glucose-Stimulated
Insulin Secretion » (GSIS), qui conduit a la libération d'insuline dans les tissus concernés
tels que le tissu musculaire qui a un besoin continu en énergie. Par conséquent, toute
perturbation dans le transport de Ca%* empéchera la sécrétion d'insuline et une
hyperglycémie persistante entrainera une inflammation et une destruction des cellules
p74,

Le stress du RE et la voie UPR sont impliqués dans le DTI a médiation
immunitaire®®7479, En raison de facteurs génétiques qui sont généralement a I'origine du
DTI, des aberrations de la traduction ou des modifications post-traductionnelles des
protéines, entrainant leur déploiement, peuvent alors déclencher la voie UPR®07L, Le
stress du RE et l'activation de la voie UPR sont également impliqués dans le
dysfonctionnement et I'apoptose des cellules B présentes dans certaines formes
héréditaires de diabéte, ainsi que dans I'épuisement tardif des cellules B et dans la
résistance a l'insuline au cours du DTII>7%%, En outre, le stress oxydatif et le
dysfonctionnement mitochondrial jouent un réle important dans le DTII. Les voies NF-«xB
dépendante de PERK et INK dépendante d'IRE1 peuvent étre activées dans des conditions
de stress oxydatif, ce qui peut étre important pour la capacité des ROS a induire la

résistance a l'insuline?9:86,

3.1.1. Le Diabete Central Insipide

Le Diabete Central Insipide (DCI) est un trouble dans lequel le patient excréte un
volume important d'urine hypotonique et diluée en raison d'une altération de la sécrétion
de I'Arginine-Vasopressine (AVP) anti-diurétique produite dans I'hypothalamus et stockée
dans la glande pituitaire postérieure. L’AVP est la principale hormone impliquée dans la
régulation de I'noméostasie de I'eau et dans l'osmolalité. Cette hormone se lie aux
récepteurs V2 présents sur |'épithélium des canaux collecteurs rénaux et améliore la
réabsorption de I'eau. La voie ATF6 joue un role important dans la régulation de la

synthese et la sécrétion de I'AVP. L'AVP-NPII, un précurseur de I'AVP, est clivée en AVP
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lors du transport vers I'hypophyse postérieure. La protéine AVP-NPII a une structure
complexe comprenant sept liaisons disulfures et, par conséquent, des mutations
géniques codant pour la NPII modifient principalement la structure de la protéine AVP-
NPII et provoquent un stress par la protéine AVP-NPII mutante localisée dans le RE et,
in fine, entrainent une altération de la sécrétion de I'AVP®0, Dans ce cas, les tissus
périphériques insulinorésistants forcent les cellules B pancréatiques a augmenter la
production de la proinsuline, ce qui entraine une augmentation de la proinsuline mal-
repliée dans le RE, provoquant un stress du RE. Plusieurs affections pathologiques, telles
que la résistance a l'insuline et les mutations du gene codant de I'insuline, augmentent
le stress du RE dans les cellules p du pancréas, ce qui conduit a une hyperglycémie,
dépendante de I'’AVP®0,

3.1.2. Le Syndrome de Wolfram

Le « Wolfram Syndrome » (WS) est une maladie génétique rare caractérisée par un
diabete sucré juvénile associé a une altération de la sécrétion d'insuline, un diabéte
insipide, une perte auditive, une atrophie du nerf optique et une neurodégénérescence.
La majorité des patients présentent des mutations autosomiques récessives du gene
WFS1 codant la wolframine localisée sur la membrane du RE et qui joue un role dans la
régulation du Ca?* intracellulaire®. Bien que ce trouble témoigne généralement d'une
transmission récessive, certains porteurs de mutations hétérozygotes WFS1 ont un risque
accru de perte auditive neurosensorielle a basse fréquence en plus d'un risque accru de
dépression et de suicide. Au niveau du RE, la wolframine (WFS1) se lie directement a
I'ATF6 et améliore la dégradation de ce dernier par le systeme ubiquitine-protéasome

conduisant a I'apoptose des cellules pé° pancréatiques.

3.1.3. Le Syndrome de Wolcott-Rallison

La signalisation PERK joue un réle central dans I'homéostasie du glucose. Chez
I'nomme, des mutations du gene EIF2AK3, qui code PERK, sont a I'origine du syndrome
de Wolcott-Rallison, caractérisé par un diabéte néonatal ou infantile permanent di a une

altération de la sécrétion d'insuline>21.60,74,79

3.2. L'obésité et le diabete

En 2016, on enregistrait plus d'1,9 milliard d'adultes en surpoids et plus de 650

millions d’obéses. Chaque année, 2,8 millions de personnes au moins meurent des
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conséquences du surpoids ou de I'obésité. Le surpoids et I'obésité sont des facteurs de
risque majeurs pour un certain nombre de maladies chroniques, parmi lesquelles le
diabéte, les maladies cardio-vasculaires et le cancer. A I'échelle mondiale, 44% du
diabéte, 23% des cardiopathies ischémiques et 7 a 41% de certains cancers peuvent étre
imputés au surpoids et a I'obésité®”. L'obésité est un trouble du métabolisme lipidique d{
a la sédentarité et au régime riche en calories. La perturbation lipidique fait référence a
une accumulation excessive de lipides dans les tissus, notamment le foie, le pancréas et
les tissus adipeux®®, La perturbation de I'homéostasie du RE par l'altération des
phospholipides membranaires active la voie UPR et provoque des changements
dramatiques de la transcription et de la traduction dans la cellule®®. En effet, I'obésité
induit un stress chronique du RE dans le tissu adipeux, qui est déclenché par la libération
d'acides gras non-estérifiés. Le stress du RE dans le tissu adipeux induit une inflammation
via la voie PERK/elF2a, ce qui entraine une augmentation de I'expression des cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNF-a et I'IL-6%0 (Cf. III.2). La découverte, il y a un peu
plus de dix ans, du fait que le facteur TNF-o est surexprimé dans le tissu adipeux de
souris obéses a permis d'établir le premier lien clair entre |'obésité, le diabéte et

I'inflammation chronique”®.

L'adiponectine est un sensibilisateur a I'insuline doté de propriétés anti-inflammatoires
et anti-résistance a I'insuline. L'altération de I'expression de I'adiponectine contribue donc
au développement de la résistance a l'insuline. L'environnement hypoxique dans les
adipocytes provoque un stress du RE, qui réduit la transcription de I'adiponectine via
I'inhibition de CHOP. En outre, I'expression de I'adiponectine est régulée négativement
par I'ATF3 induite par le stress du RE présent dans les maladies métaboliques chroniques.
La leptine est une hormone dérivée des adipocytes qui supprime I'appétit principalement
par son action sur un sous-ensemble de neurones hypothalamiques. Le stress du RE joue
un réle important dans le développement de la résistance a la leptine. L'expression de la
leptine est également régulée négativement par le stress du RE. Le facteur CHOP activé
par le stress du RE régule négativement la protéine C/EBPa, qui est nécessaire a la
transcription de la leptine®067, Le stress oxydatif est une caractéristique de I'obésité et
un facteur important dans le développement de la résistance a l'insuline dans
I'obésité’?%®, qu'il soit d{i a des facteurs de mode de vie ou a une déficience génétique,
entrainent des conditions de stress qui augmentent la demande pour le RE®?:79.98 et

modulent spécifiquement I'autophagie via I'axe IRE1/XBP1 (Figure 39.)%.
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Figure 39. La régulation de I'autophagie via I'axe IRE1/XBP1%,
Le stress du RE accentue I'état pathologique associé aux altérations du métabolisme

lipidique et glucidique, ce qui suggere que le ciblage de la voie UPR pourrait servir de
stratégie thérapeutique pour le traitement des maladies métaboliques associées a

I'accumulation des lipides et des glucides®’.

4. La voie UPR et les maladies neurodégénératives

Les inclusions intracellulaires de protéines dénaturées et les agrégats de protéines
sont caractéristiques de nombreuses maladies neurologiques, notamment la sclérose
latérale amyotrophique (SLA), la maladie d’Alzheimer (MA), la maladie de Parkinson (MP)
et plusieurs autres maladies héréditaires par expansion de polyglutamine, telles que la
maladie de Huntington (MH), les ataxies spinocérébelleuses®®7>, la sclérose en plaques
(SEP)®, les maladies a protéines prions®7> et |'épilepsie® 100, Les neurones en particulier
sont tres sensibles aux effets toxiques des protéines mal-repliées. L'accumulation des
protéines mal-repliées entraine des modifications de la structure des organites, y compris
le RE8. Dans toutes ces maladies neurodégénératives, la pathologie et le décés éventuel
de populations neuronales spécifiques sont dus a l'accumulation de polypeptides
anormaux distincts. Ces différents types d'inclusion résultent de mécanismes communs
et provoquent des réponses similaires de la part de I'hote. Par exemple, toutes ces
inclusions contiennent des composants de la voie de dégradation de I'ubiquitine-

protéasome, ainsi que des chaperonnes moléculaires, qui représentent les deux systemes
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principaux protégeant les cellules eucaryotes contre I'accumulation de polypeptides
non/mal-repliés’>. Environ 1 a 10% des cas de ces maladies neurodégénératives (MH,
MA, MP et SLA) sont héréditaires, souvent en tant que caractéres autosomiques

dominants®,

4.1. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est I'affection neurodégénérative la plus fréquente. En
2020, la France comptera environ 1 275 000 personnes atteintes!?!. Cette maladie se
caractérise principalement par I'agrégation de protéines anormales (B-amyloide, tau)
mesurées dans le liquide céphalorachidien (LC) ou quantifiées par méthode d‘imagerie
nucléaire telle que la tomographie par émission de positrons (TEP)192, La MA est une
maladie neurodégénérative qui apparait lentement et qui est caractérisée par le dépot
d'agrégats de protéines ordonnés dans le cerveau. Ces dépots de protéines amyloides
dans le cerveau commencent plusieurs années avant |'apparition des symptomes. Les
signes caractéristiques de chorée et de démence progressives sont dus a une perte
neuronale sévére, initialement dans le néostriatum et plus tard dans le cortex cérébral®,
La MA est la cause la plus courante de démence et serait a I'origine de 60-70% des cas!%.
Le risque de développer cette maladie augmente fortement avec I'age et, a mesure que
I'espérance de vie augmente, |'effet de la maladie augmente également®. Diagnostiquer
et initier le traitement avant |'apparition des symptomes est essentiel pour gérer la
maladie car, a |'apparition des symptomes, il est souvent trop tard pour que les
traitements actuels induisent un effet significatif. L'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques pour la MA est donc cruciale. Les plaques séniles, les enchevétrements
neurofibrillaires, la perte neuronale et le déficit en acétylcholine définissent la MA. Les
caractéristiques neuropathologiques des enchevétrements neurofibrillaires et des
plaques séniles ont été décrites par le psychiatre allemand Alois Alzheimer en 190789,
Les enchevétrements neurofibrillaires sont des agrégations de la protéine microtubulaire
cytosquelettique tau hyperphosphorylée’t80.81 | es plaques séniles (neuritiques), quant
a elles, résultent de I'accumulation de plusieurs protéines et d'une réaction inflammatoire
autour des dépots de protéines p-amyloides (Ap)80. Les plaques sont donc des structures
complexes, constituées notamment de la protéine B-amyloide, la protéine tau,
I'ubiquitine, I'ai-antichymotrypsine, I'apolipoprotéine E, les présénilines 1 et 2 (PS1 et

PS2) et I'a;-macroglobuline® (Figure 40.).
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Figure 40. A) La protéine APP, B) clivage normal et anormal de la protéine et C) les conséquences
d'un clivage anormal®,

La protéine B-amyloide provient du clivage anormal d'une glycoprotéine membranaire
appelée « Amyloid Precursor Protein » (APP)1~>4881 Ce clivage est assuré par les sous-
unités catalytiques PS1 et PS2 du complexe enzymatique de la y-sécrétase. Des
mutations dans les genes codant PS1, PS2 et APP sont responsables des formes familiales
juvéniles de la MAL>, PS1 et PS2 sont impliquées dans la protéolyse de p-APP dans le RE
pour générer deux produits : Ap40 et AB421.74, Le premier s'accumule dans le trans-Golgi,
tandis que le dernier s'accumule dans le RE!. Différentes mutations génétiques des PS1
et PS2 associées aux formes familiales de la MA sont liées a une diminution de I'activation
des différentes branches de la voie UPR in vitro, altérant l'induction des chaperonnes

comme BIP et sensibilisant les cellules au stress réticulaire et a I'apoptose 04105,

Hoozemans et ses collaborateurs ont démontré en 2005, grace a des études post
mortem sur des tissus cérébraux primitifs de la MA, un stress du RE sous la forme d'une
expression accrue de la protéine chaperonne BiP et une réactivité immunohistochimique
pour des marqueurs spécifiques de I'activité de la voie UPR (PERK)1%, Cependant, étant
donné que les protéines agrégées (enchevétrements et plaques) dans la MA ne sont pas
retrouvées dans le RE, ces découvertes soulévent la question de la source du stress du
RE qui active la signalisation de I'UPR dans cette maladie’4. La voie UPR semble jouer un
role dans I'amyloidogenése. En régulant positivement I'expression de I'APP, |'expression
de CHOP est améliorée induisant I'agrégation des p-amyloides qui conduisent a la mort

des neurones ; marques pathologiques de la démence dans le cadre de la MA’L, En outre,
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le stress réticulaire et I'activation de I'UPR peuvent également survenir dans la MA liée a
une fonction défectueuse de la préséniline’#1%, La protéine PS1 est localisée dans les
endomembranes et est impliquée dans le processus protéolytique de la protéine IRE1
dans les cellules des mammiferes#:195, 1| a été démontré que PS1 se lie directement sur
IRE1 au niveau de la membrane réticulaire®. IRE1 étant essentielle pour la transcription
des chaperonnes, la mutation sur PSI1 inhibant la phosphorylation de I'IRE1 peut
expliquer en partie 'accumulation des AB mal-repliés’1%7, A la fois, un épissage élevé de
XBP1 et une phosphorylation d'IREla ont été détectés dans les tissus pathologiques de
patients atteints de la MA8, Une accumulation de XBP1S est retrouvée dans le cortex
frontal des cerveaux de patients atteints, combinée a une augmentation de certaines de
ses cibles transcriptionnelles comme la chaperonne PDI. En conditions de stress, le
facteur XBP15 joue un role neuroprotecteur dans le cadre de la MA et différentes maladies
conformationnelles. La surexpression in vitro de XBP1S protége de l'exposition aux
peptides p-amyloides 1-42 oligomériques dans différents modeles cellulaires, mais son

role dans I'UPR propre a la MA reste a définirt04,

Parallélement, L'expression de plusieurs genes pro-inflammatoires est régulée a la
hausse dans les stades avancés de la MA, suggérant l'activation de la réponse
inflammatoire « ER Overload Response » (EOR)! (Cf. IIL.2). En effet, la présence
continue d'agrégats d'Ap entraine I'activation de I'UPR et la libération de Ca%* luminal
pour activer I'EOR et d'autres voies apparentées de survie cellulaire qui activent
également la « Glycogen Synthase Kinase 3-p» (GSK3-B), une tau kinase majeure
responsable de la phosphorylation de la protéine tau et impliquée dans son agrégation ;
la voie PERK étant directement impliquée. De ce fait, une augmentation des dépots
d'agrégats entrainerait non seulement des signaux favorables a la mort des cellules
neuronales, mais également une hyperphosphorylation de la protéine tau provoquant
I'effondrement des microtubules associés, ce qui conduirait a une augmentation du
nombre de protéines non/mal-repliées et, éventuellement, a une augmentation du stress
du RE et de I'apoptose’!741% (Figure 41.).
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Figure 41. La voie UPR participe activement a la pathogenése et a la physiopathologie de la MA”L,
En outre, I'UPR activée qui conduit a la phosphorylation d’eIF2a (PERK) pour atténuer
la synthése des protéines, augmente les transcrits d'/ARNm qui code la « p-site APP
Cleaving Enzyme 1 » (BACE1), une p-sécrétase qui conduit a la production de plus d'AB.
Pendant ce temps, I'appauvrissement continu en Ca?* méne a I'EOR, qui active ensuite
le NF-kB conduisant a la production de cytokines et au recrutement subséquent de
cellules microgliales. Ceci explique en partie pourquoi l'inflammation est une partie

critique de la physiopathologie et de la progression de la MA’L,

4.2, La maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson (MP) est le deuxieme trouble neurodégénératif le plus
fréquent apres la MA8, En France, plus de 200 000 personnes sont touchées par cette
maladiel®®, Les symptomes caractéristiques de rigidité, de bradykinésie et de
tremblement au repos sont associés a la perte de cellules dans la substantia nigra et a
I'épuisement de la dopamine dans le striatum. Les grandes inclusions
intracytoplasmiques appelées corps de Lewy sont la marque pathologique de la maladie,
se produisant principalement dans les neurones de la substantia nigra contenant la
mélanine®®, Ces neurones forment un réseau, la voie nigrostriée impliquée dans le
contréle des mouvements. Cette maladie se caractérise par la mort massive de neurones
dopaminergiques. Outre la synthése de dopamine, ces neurones expriment notamment
« Retinaldehyde Dehydrogenase 1 » RALDH1, une aldéhyde déshydrogénase qui leur
donne la capacité de synthétiser des molécules bioactives comme I'acide rétinoique,
dérivé de la vitamine A, ou de dégrader les aldéhydes neurotoxiques®®, Il existe un
important chevauchement clinique entre la MA et la MP. La démence se développe chez
environ 20 a 30% des patients atteints de la MP et le cerveau de ces patients contient

souvent des corps de Lewy, des plaques séniles et des enchevétrements
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neurofibrillaires®8%, Chez les patients atteints de la MP tant héréditaire que sporadique,
les corps de Lewy contiennent des sous-unités d’a-synucléine, d’ubiquitine et des
protéines protéasomales. Si le mécanisme est connu, les causes de cette maladie sont
toujours inconnues. Dans 10% des cas, la maladie a une origine génétique. Deux
protéines impliquées dans certaines formes familiales de la MP, « PTEN-induced putative
kinase 1 » (PINK1) et Parkine, travaillent ensemble pour préserver la qualité de la
mitochondrie, centrale énergétique de la cellule. Elles régulent notamment la destruction
des mitochondries endommagées par un processus appelé mitophagie. Par ailleurs, des
mutations dans le géne codant I'ubiquitine hydrolase carboxyterminale semblent
également provoquer la MP familiale. Ces mutations sont supposées conduire a des
aberrations dans la voie protéolytique et a I'agrégation de protéines sous forme de corps
de Lewy8, Néanmoins, la kinase « Leucine-Rich Repeat Kinase 2 » (LRRK2), une protéine
altérée dans une forme familiale de la MP, réfute la mitophagie et les fonctions de PINK1
et Parkine. C'est une kinase impliquée dans la perte de neurones dopaminergiques et de

protéines a-synucléine, dont les agrégats constituent les corps de Lewy’!.

D'autre part, il a été démontré qu'une certaine protéine appelée « Parkine Associated
Endothelin receptor-Like Receptor » (PAEL-R)8, un RCPG, se déploie spontanément
lorsqu'elle est activée. PAEL-R est un substrat de la Parkine, qui est ensuite ubiquitinée
et destinée a la dégradation protéasomale. Par conséquent, des mutations dans le géne
codant la Parkine peuvent entrainer une accumulation de PAEL-R, ce qui peut déclencher
la voie UPR. En fait, la mort des cellules neuronales induite par PAEL-R est observée dans
le parkinsonisme juvénile autosomique récessif’l. De plus, l'a-synucléine interagit
directement avec |'ATF6 naissante, empéchant efficacement son association aux
vésicules COPII qui transferent généralement des protéines au Golgi. En conséquence,
une interférence avec la protéine « Rat brain 1 » (Rab1), une GTPase, pourrait conduire
a une accumulation de protéines non-repliées dans le RE et une inhibition de I'ATF6
arréterait généralement I'ERAD, incitant la cellule a signaler I'apoptose’!. D'ailleurs, des
mutations de genes associés a des fonctions liées a ERAD et/ou aux fonctions
mitochondriales peuvent étre a l'origine de la MP chez I'Homme®?. Il a été démontré que
des mitochondries défectueuses pouvaient déclencher I'UPR. Les aberrations dans les
organites qui interagissent avec le RE peuvent également déclencher la voie UPR, ce qui

indique que le RE est au ceeur de la pathologie biocellulaire de la MP (Figure 42.)!,
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La MP implique deux types de cellules : les neurones et les myocytes. La surcharge de
la libération de Ca2* luminal dans les myocytes conduit a ce que l'on appelle une
dyskinésie induite par la L-DOPA « L-DOPA-Induced Dyskinesia » (LID).
L'appauvrissement des réserves luminales de Ca?* pour favoriser la contraction
musculaire déclenche le stress du RE. L'activation de NF-xB déclenche I'EOR, ce qui
explique en partie pourquoi les patients atteints de la maladie de Parkinson qui souffrent
de LID ou de dystonies associées souffrent également d'inflammation et d'atrophie

musculaires’!,

Enfin, parvenir a bloquer la mort de ces neurones serait une avancée majeure dans la
lutte contre cette maladie®®. D'autant plus que les médicaments congus pour I'atténuer,
tels que des agonistes de la dopamine ou des médicaments dopaminergiques (L-DOPA,
par exemple), causent souvent plus de dommages a long terme’?. Il a été démonté que
suite a I'inhibition de XBP1, les neurones dopaminergiques se montraient plus résistants
a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA), une neurotoxine et que I'inhibition de CHOP protége
les neurones dopaminergiques de l'effet des toxines dans un modele ou, la MP est

associée au stress du RE371,

4.3. La sclérose latérale amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est le trouble neuromoteur le plus courant.
Il débute généralement au cours de la cinquiéme et la sixieme décennie de la vie. Appelée
aussi la maladie de Charcot, la SLA est décrite pour la premiere fois par le neurologue
francais Jean-Martin Charcot en 1869. Chez un patient typique, elle se caractérise par
une dégénérescence sélective des motoneurones, grandes cellules nerveuses reliant le
cerveau a la moelle épiniere et la moelle épiniere aux muscles. La perte des

motoneurones entraine une atrophie progressive des muscles squelettiques. Bien que
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ceux qui contrblent les mouvements des yeux et la fonction des intestins et de la vessie
soient épargnés. Avec une prévalence d'environ 5 pour 100 000 personnes, cette maladie
est généralement sporadique, mais chez 1 a 10% des patients, elle est familiale, héritée
comme un trait autosomique dominant. Les formes héritées et sporadiques sont
indiscernables cliniquement8%81, La SLA est une maladie implacable qui se manifeste par
un déclin progressif de la fonction musculaire entrainant éventuellement une paralysie,
des déficits de la parole et, finalement, un décés par insuffisance respiratoire chez la
majorité des patients dans les 2 a 5 années suivant le début des signes cliniques®®. Dans
les deux formes, le pronostic est grave, la mort survenant dans trois a cing ans chez 95%
des patients®. On trouve des inclusions cellulaires et des axones moteurs gonflés, ainsi
que des accumulations neurofilamenteuses anormales et des agrégats de protéines
toxiques dans les neurones moteurs en dégénérescenced?19%, La mort neuronale motrice
dans la SLA est complexe et implique multiples cascades d'événements, notamment la
formation d'agrégats de protéines, les dommages oxydatifs, les anomalies
mitochondriales, la modification de I'hnoméostasie du Ca?*, I'activation de la cascade des
caspases et les modifications du taux de BCL-219°, Ceci montre I'implication de la voie

UPR et son interaction avec la voie apoptotique dans le cadre de la SLA.

4.4. La maladie de Huntington

La maladie de Huntington (MH) est une maladie par expansion de polyglutamine. Les
inclusions intranucléaires de huntingtine et d'ubiquitine dans les neurones du striatum et
du cortex cérébral mais pas dans le tronc cérébral, le thalamus ou la moelle épiniere,
correspondent étroitement aux sites de perte des cellules neuronales du striatum dans
la maladie. Les erreurs de réplication de I'ADN entrainant une augmentation du nombre
de répétitions de trinucléotides sont associées a des profils sélectifs de
neurodégénérescence?’. Les trinucléotides (CAG) a répétition, sont marqués dans la MH,
la maladie de Kennedy, I'atrophie dentato-rubro-pallido-luysienne et six formes d’ataxie
spinocérébelleused!. De plus, il a été démontré que linhibition de XBP1 favorise
I'autophagie par induction de I'expression du géne « Forkhead bOX 01 » (FOXO1) codant
pour un facteur de transcription clé régulant I'autophagie dans les neurones et stimule la
dégradation de la protéine Huntingtine mutante retardant ainsi la progression de la
maladie. En revanche, XBP1 est nécessaire pour la récupération locomotrice apres une

lésion de la moelle épiniere?®,
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4.5. L'épilepsie

En général, le role du RE dans les maladies neurodégénératives est de plus en plus
reconnu. Cependant, peu de choses sont connues sur le role du stress réticulaire dans
I'épilepsie. Une étude récente menée par Liu et ses associés a montré que |'expression
des chaperonnes BiP et GRP94 est régulée a la hausse apres des crises dans le néocortex
temporal de patients épileptiques. Ils ont également documenté la présence de stress
réticulaire par l'activation de la voie IRE1a/TRAF2/INK, indiquant ainsi que dans les cas
ol une lésion cérébrale se produit a la suite de crises d'épilepsie, le stress du RE et en
particulier la voie de signalisation IRE1a peuvent jouer un réle important dans I'apoptose
des cellules neuronales. D'autres preuves liant le stress du RE a I'épilepsie comprennent
des perturbations de I'homéostasie calcique, une expression accrue des cytokines pro-

inflammatoires (IL-1B, IL-6 et TNFa) et la régulation a la hausse de XBP199:100,

Les branches de la voie UPR sont impliquées dans multiples maladies
neurodégénératives. Ceci met I'accent sur I'importance de cibler les différentes fonctions
de la voie UPR dans le cadre de ces pathologies. En effet, I'inhibition de la voie IRE1
semble étre bénéfique dans la lutte contre la progression de certaines de ces pathologies.
Néanmoins, il faudra prendre en compte son interaction avec les différentes voies de
signalisations telles que I'apoptose, l‘autophagie et l'inflammation et les effets

indésirables qui peuvent étre engendrés a la suite de cette inhibition.

5. La voie UPR et les maladies tumorales

Les signes distinctifs du cancer, tels que l'instabilité génétique et les mutations,
peuvent entrainer une induction constitutive du stress réticulaire et I'activation de la voie
UPR, induisant ainsi la croissance, la prolifération, la différenciation et la migration des
cellules cancéreusest’.86:110 En effet, les cellules cancéreuses nécessitent des niveaux de
production de protéines trés élevés, ce qui impacte sur les systemes de récupération du
RE78111,112 | 3 modification de I'expression des protéines et |'activation de la voie UPR
sont observées dans divers types de cancer, notamment du poumon, du sein, du colon,
de I'estomac, du pancréas, du foie, de la prostate, du rein, de la peau, de I'utérus, de

I'ovaire, ainsi que la leucémie, le myélome et le glioblastome’:86:113,

En outre, en raison de la prolifération incontrolée, les cellules cancéreuses vivent

souvent dans des conditions pauvres en oxygene et en nutriments. En effet, les tumeurs
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dépassent rapidement leur apport sanguin disponible, ce qui entraine une disponibilité
hétérogéne en oxygene dans toute la tumeur, certaines régions n'ayant que peu ou pas
d'oxygene, provoquant ainsi un stress microenvironnemental local aboutissant a une
hypoxie, a la famine et a l'acidose, qui causent le stress du RE et perturbent
éventuellement la synthése des protéines et des lipides’:67.78111-113 | e niveau des ROS
augmente dans les cellules en hypoxie, ce qui augmente le stress du RE et I'activité de
I'UPR. Non seulement les cellules cancéreuses doivent s'adapter aux conditions
hypoxiques, mais encore elles doivent faire face a une réduction de I'apport en nutriments
jusqu'a ce qu'une vascularisation tumorale suffisante se forme®”.78113, Les tumeurs
peuvent surmonter les limitations et les contraintes résultant d'un environnement
hypoxique et oligotrophe en partie en stimulant la vascularisation par la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins via un processus appelé « angiogenése ». L'angiogenése
survient lors de la germination, de la migration et de la prolifération des cellules
endothéliales. Elle est régulée par la sécrétion de facteurs solubles, notamment le facteur
de croissance endothélial vasculaire A (VEGF-A), le facteur de croissance des fibroblastes

(FGF) et le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)113,

La tumeur progresse sur plusieurs étapes, a commencer par la transformation, suivie
de la division cellulaire sans restriction, de I'angiogenese, de l'invasion et enfin la
propagation métastatique. La voie UPR est impliquée a chaque étape, d'une maniere
significative’3. Les composants de la voie UPR peuvent jouer plusieurs roles et, par
conséquent, leurs effets peuvent étre difficiles a prévoir et a contrdler. La voie UPR est
souvent activée dans les cellules cancéreuses, ce qui suggere que cette réponse est
cytoprotectrice et importante pour la survie des cellules. Elle peut favoriser la
tumorigenese et la résistance a divers stress, tels que le stress oxydatif et
thérapeutique’’-111, Bien que I'activation de la voie UPR aide les cellules cancéreuses a
répondre aux demandes de repliement protéique durant I'étape de la transformation,
cette voie doit étre soigneusement controlée pour éviter le déclenchement de la voie
apoptotiquelt2113, En effet, lorsque le stress du RE est trop sévere ou prolongé, I'UPR
persistante peut engager et activer des voies de la mort cellulaire programmée’’. Les
cellules cancéreuses contournent donc ce commutateur apoptotique et exploitent la voie
UPR pour promouvoir la prolifération et I'invasion métastatique. Ceci consiste a supprimer
les composantes de la voie de la mort cellulaire ou a stimuler des mécanismes

cytoprotecteurs tels que I'autophagiell3, En plus d'aider a la signalisation pro-survie dans
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la tumorigenese, le stress hypoxique active également les trois branches de I'UPR, qui
lancent des cascades en aval pour augmenter l'insensibilité des cellules tumorales a la
signalisation pro-apoptotique et donc contribuer a leur survie dans des conditions
hypoxiques’:113, Il a été démontré que I'hypoxie active IRE1la en tant que voie de survie
dans les cellules cancéreuses. La surexpression de XBP1 et de la chaperonne BiP a
également été démontrée dans divers types de cancer’4’7, De plus, la surexpression du
facteur XBP1 est liée aux stades cliniques progressifs et au degré de malignité tumorale®”.
De méme, la voie IRE1 est principalement pro-angiogéniquell®il3 et le facteur de
transcription XBP15 régule I'angiogenése indépendamment du facteur de croissance VEGF
dans I'adénocarcinome du pancréas, par exemple’”’. Le ciblage thérapeutique de la
protéine IRE1 ou XBP1 semble étre une stratégie médicamenteuse intéressante dans le

cadre des maladies cancéreuses.

L'équilibre entre les signaux, IRE1/XBP1 pro-angiogénique et IRE1/RIDD anti-
angiogénique, pourrait influencer sur la progression de I'angiogenése via un processus
encore mal connu!!3, Le domaine kinase d'IRE1 n'a pas de fonction pro-survie signalée,
mais peut déclencher la mort cellulaire en activant la JNK qui active des membres de la
famille Bcl-2 pro-apoptotiques tels que BID et BAD. L'activité RIDD d'IREI implique le
clivage sélectif d’especes d’ARN cytoplasmiques et peut favoriser la survie en réduisant
le nombre de nouveaux peptides entrant dans le RE. Cependant, RIDD peut aussi
favoriser la mort cellulaire en coupant des miARN spécifiques!?, La famille Bcl-2 est
impliquée dans les translocations chromosomiques et I'augmentation des taux de
transcription dans les affections malignes telles que le lymphome non-hodgkiniens et le
cancer des poumons’!. BCL-2 et BCL-XL anti-apoptotiques sont induites pendant le stress
du RE pour favoriser la survie. Entre-temps, celles qui favorisent I'apoptose sont BAK et
BAX, ou BAK peut agir comme un déclencheur suffisant de la mort cellulaire lorsque la
cellule ne peut plus faire face au stress. Dans un environnement hypoglycémique, les
tumeurs augmentent la glycolyse en anaérobie pour produire beaucoup de lactate, ce qui
diminue le pH de la cellule conduisant alors a une acidose. En conséquence, la cellule
active la famille d'oncogénes Bcl-2, via la voie UPR, pour assurer sa survie. Ceci met
I'accent sur le role de I'UPR dans la survie tumorale. Dans certains cas de cancer du colon,

la production de CHOP est perdue, entrainant la survie de la tumeur. Pendant ce temps,
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des mutations dans IRE1 sont associées a des tumeurs malignes du poumon et du sein
(Figure 43.)’1.
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Figure 43. La réponse au stress du RE et la tumorigenéese’?.

Les cellules tumorales doivent également atténuer la réponse immunitaire
antitumorale pour assurer une croissance continue. En effet, les cellules cancéreuses
peuvent échapper a la surveillance immunitaire en produisant des facteurs
immunosuppresseurs qui diminuent la réponse immunitaire antitumorale et rééduquent
les cellules immunitaires infiltrantes!!3, En profitant de la voie UPR, les tumeurs peuvent
supprimer ou éviter le nettoyage immunitaire. Dans les conditions physiologiques, I'axe
IRE10/XBP1 joue un réle important dans la présentation croisée des antigénes par les
cellules dendritiques CD8*. En revanche, la surexpression de XBP1 a été rapportée dans
les cellules dendritiques associées a une tumeur dans des cancers agressifs. Cette
surexpression a des effets négatifs sur la fonction des cellules dendritiques dans le
microenvironnement tumoral. Elle induit I'accumulation des triglycérides (TG) dans les
cellules dendritiques, ce qui diminue I'expression du CMH-I, entravant ainsi |'activation
des cellules T CD8* 7. De nouvelles études sont nécessaires pour comprendre précisément
la contribution de la voie IRE1 au maintien de la survie cellulaire pendant I'hypoxie!!3. En
plus de la voie IRE1, la voie PERK est également impliquée dans la survie cellulaire dans
des conditions hypoxiques et dans la production de facteurs pro-angiogéniques!s,
L'activation de PERK a été rapportée dans une grande variété de tumeurs primaires
humaines, y compris le mélanome, le glioblastome et les cancers du sein et du col de
I'utérus’4. En effet, PERK inhibe la synthése des régulateurs du cycle cellulaire, tels que

la cycline D1, entrainant un arrét du cycle cellulaire en phase G17 (Figure 44.).
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Figure 44. Le double role de I'UPR dans le cancer!'3,

D’une part, la voie PERK joue un rdle dans la survie des cellules tumorales en réponse
a I'nypoxie et la production des ROS. La voie de signalisation PERK s'est révélée
essentielle pour I'adaptation des cellules tumorales a I'hypoxie. La phosphorylation du
facteur de transcription NRF2 dépendante de PERK favorise la dissociation de la protéine
« Kelch-like ECH-Associated Protein 1 » (KEAP1) permettant ainsi sa translocation
nucléaire!!3. NRF2 est un régulateur principal des enzymes antioxydantes associées a la
chimiorésistance’’. D'autre part, en plus de contribuer a la survie des cellules en luttant
contre le stress oxydatif, il a également été démontré que la voie PERK maintient la
viabilité des cellules en déclenchant I'autophagie. En effet, L'autophagie élevée joue un
role cytoprotecteur en éliminant les protéines mal/non-repliées, réduisant ainsi le stress
protéotoxique. L'activation de voie PERK aide, via une expression accrue d’ATF4 et de
CHOP, a compenser les conséquences négatives de I'augmentation de la production des
ROS par I'augmentation des réponses antioxydantes. Cela profite a la cellule en éliminant
les protéines endommagées et en fournissant une source de nutriments recyclés pour
soutenir la prolifération et la surviell3, De plus, la voie PERK permet une restauration
partielle de la synthése des protéines et la traduction simultanée des genes cibles de
I'UPR. Ce commutateur permet aux cellules de faire face au stress chronique d'éviter la

mort cellulaire!?, contribuant a la progression métastatique des cellules cancéreuses®”.

Les voies IRE1 et PERK sont impliquées dans l'invasion et la propagation des

métastases via un processus appelé la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)13,
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En effet, avant de pouvoir pénétrer dans la circulation vasculaire, les cellules tumorales
doivent acquérir un phénotype migrateur invasif. Originellement, la TEM est un processus
cellulaire essentiel au cours du développement embryonnaire, jouant un role important
dans la formation du mésoderme et la migration des cellules de la créte neurale.
Cependant, dans le cancer, I'activation anormale de la TEM entraine la perte du contact
entre les cellules tumorales, conférant ainsi un phénotype migrateur invasif favorisant
les métastases®’.113, Si une cellule tumorale disséminée parvient a atteindre un organe
cible, sa croissance peut étre activement restreinte jusqu'a ce que des conditions
favorables apparaissent, par le biais d'un processus appelé « dormance tumorale ». Les
cellules cancéreuses peuvent rester dans cet état de repos pendant des mois, voire des
années. Une augmentation de I'expression des marqueurs de I'UPR (BiP, CHOP, GPR94,

IRE1p...) a été rapportée dans des cellules tumorales dormantes’:113,

Les patients subissant une chimiothérapie répondent initialement au traitement,
comme peut le montrer la régression de la tumeur. Cependant, beaucoup développent
une résistance a la chimiothérapie (chimiorésistance) en raison d'une petite population
de cellules cancéreuses qui s'adaptent intrinsequement pour faire face a ce stress
supplémentaire!!3, Le stress du RE lié aux mutations peut également induire une
sénescence qui contribue a la chimiorésistance®’. De plus, la surexpression de BiP est
associée a un mauvais pronostic et a la chimiorésistance. Cette surexpression a été
observée dans les carcinomes hépatocellulaires et prostatiques, les gliomes, le cancer
buccal, le cancer du sein et de |'estomac’’. Les trois branches de la voie UPR sont
impliquées dans la réponse adaptative exploitée par les cellules cancéreuses pour assurer
leur survie aprés |'exposition a des agents chimiothérapeutiques!i%113, La surexpression
des formes nucléaires actives d’ATF6a et ATF6pB suffit pour réguler positivement la
transcription de BiP, CHOP et XBP1. Le facteur de transcription ATF6a est essentiel pour
I'adaptation des cellules dormantes a la chimiothérapie et au stress nutritionnel’’. ATF6
favorise principalement la survie cellulaire et I'expression des chaperonnes localisées
dans le RE pour favoriser le repliement des protéines et rétablir I'homéostasiell?,
L'expression d'ATF6a s'est révélée étre positivement associée a une survie accrue d'un
cancer différencié de la thyroide. De plus, les patients atteints d'un cancer du colon
présentent une expression accrue d'ATF6 dans leurs tumeurs primaires et une propension
plus élevée a la rechute’”. Bien que la voie de signalisation ATF6 favorise principalement

la survie, elle a également été indirectement liée a la régulation négative de la famille
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Bcl-2110, De méme, il a été démontré qu'lRE1 est importante dans |la
chimiorésistance’’119, Une des raisons pour lesquelles certaines tumeurs résistent a la
chimiothérapie est une surexpression des oncogénes anti-apoptotiques BCL-2 et, de
maniére similaire, toute mutation des genes pro-apoptotiques BAX ou BAK entrainerait
une perte de signaux de la mort permettant aux cellules cancéreuses de résister au
traitement et de poursuivre leur prolifération’!, Dans les cellules cancéreuses, les
branches de la voie UPR sont souvent altérées et conduisent généralement vers une
adaptation a un environnement hostile, en ciblant spécifiguement les molécules UPR de
pro-survie. L'inhibition pharmacologique des composantes de I'UPR pourrait étre
exploitée pour réduire le caractere envahissant de la tumeur et les métastases’.67:110, En
induisant I'apoptose, certaines molécules peuvent contraster le développement de la
tumeur et la croissance tumorale, définissant ainsi de nouveaux types de traitement

anticancéreux®’3,

En premier lieu, l'inhibition de I'expression de BiP sensibilise les cellules cancéreuses
a la chimiothérapie et augmente la chimiosensibilité des gliomes malins’. Des inhibiteurs
de BiP ont été développés et prouvés pour réduire la croissance des tumeurs du sein in
vivo, a la fois seuls et en association avec des médicaments approuvés par la FDA (Food
and Drug Administration), auxquels I'UPR confére une résistance!!® (Cf. IV.2.1). En
deuxieme lieu, le double role d'IRE1 dans le cancer pourrait potentiellement étre exploité
de maniere thérapeutique. L'inhibition d'IRE1 entraine une apoptose accrue et inhibe la
croissance tumorale ainsi que I'angiogenese®” 77, En effet, l'inactivation d'IRE1 dans les
cellules cancéreuses du colon entraine I'activation de PERK et bloque la traduction des
protéines en raison de la phosphorylation d’eIF2a, réduisant ainsi I'expression de la
cycline D1, ce qui inhibe la prolifération cellulaire par conséquent!!3, L'inactivation de la
voie IRE1 augmente la toxicité dans le cadre d'une thérapie combinatoire
d'anticancéreux’. Finalement, le double role de PERK dans le cancer pose un défi au
développement thérapeutique’’. Quand les fonctions de PERK sont compromises, cela
sensibilise les cellules tumorales a I'apoptose en inhibant la croissance des tumeurs. En
effet, I'inhibition de la voie PERK inhibe |'autophagie, sensibilisant ainsi les cellules a
I'nypoxie’#113, Néanmoins, la perte de la voie de signalisation PERK augmente la
résistance a la mort cellulaire dans des conditions pathologiques liées au un stress

provoqué par les ROS”’.
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En raison de la double fonction du stress réticulaire dans la détermination du devenir
des cellules cancéreuses et le maintien de I'homéostasie physiologique, il convient de
faire preuve de prudence lors de toute interférence avec la voie UPR, en raison du risque
d'effets secondaires non-ciblés. De plus, la durée d'exposition au médicament doit étre
prise en compte en raison des effets pro-apoptotiques dynamiques et dépendant du
temps de I'UPR’ (Figure 45.). La mortalité liée au cancer est la deuxiéme cause de déces
dans le monde. Le Centre international de recherche sur le cancer a signalé que 14,1
millions de nouveaux cas de cancer et 8,2 millions de déceés étaient survenus dans le
monde en 2012, et prévoit 21,7 millions cas et 13 millions de décés en 2030114, D'ou la
concentration des études de la voie UPR sur son implication dans les maladies tumorales

et la nécessité d'une stratégie thérapeutique contre le cancer qui cible cette cascade de

signalisation.
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Figure 45. Les facteurs de stress associés aux tumeurs induisent le stress réticulaire et la voie UPR!0,
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6. Conclusion

Le stress du RE accentue I'état pathologique associé aux altérations du métabolisme
cellulaire, ce qui suggere que le ciblage de la voie UPR pourrait servir de stratégie
thérapeutique pour le traitement des maladies métaboliques liées a I'accumulation des
protéines, des lipides et des glucides. Les trois branches de la voie UPR sont impliquées
dans diverses pathologies humaines. Ceci met I'accent sur I'importance de cibler les

différentes fonctions de I'UPR dans le cadre de ces pathologies (Figure 46.).

Les premieres communications scientifiques disponibles décrivent des effets
thérapeutiques manifestes, démontrant qu’une « manipulation » de la réponse au stress
du RE via un ciblage de I'UPR pourrait s'avérer pertinente dans certaines pathologies. II
est donc logique de développer des stratégies thérapeutiques ciblant I'UPR qui visent a
découvrir de nouvelles molécules capables de moduler le stress du RE (Activer/inhiber
les différentes voies de signalisation), constituant une bonne alternative a I'égard de

nombreuses pathologies majeures chez I'hnommes®.

En effet, l'inhibition de la voie IRE1 semble étre bénéfique dans la lutte contre la
progression de certaines pathologies. Néanmoins, il faudra prendre en compte son
interaction avec différentes voies de signalisations telles que I'apoptose, I'autophagie et
I'inflammation et les effets indésirables qui peuvent étre engendrés a la suite de cette

inhibition.
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IV. CHAPITRE III: Revue sur les modulateurs
pharmacologiques de la voie UPR

1. Introduction : Les stratégies thérapeutiques

elon le contexte pathologique, la stratégie thérapeutique peut avoir plusieurs

objectifs : I'atténuation de la réponse adaptatrice UPR, linactivation des

composantes pro-apoptotiques de I'UPR ou, au contraire, I'amélioration de la
réponse UPR pour une meilleure adaptation au stress®. Une des stratégies thérapeutiques
visant la suppression du cancer consiste a faciliter I'accumulation de protéines non-
repliées en inhibant les branches de I'UPR impliquées dans la réponse de survie,
conduisant finalement a I'apoptose!!4. L'utilisation des voies pro-apoptotiques de I'UPR a
des effets tumoricides dans divers types de cancer’. L'induction de la mort cellulaire dans
la néoplasie est un événement critique définissant le taux de croissance de la tumeur, sa
régression et sa réponse au traitement. L'apoptose dépendante des caspases est un
résultat courant de nombreux traitements anticancéreux!%, I| existe de nombreux
composés disponibles ciblant la voie UPR, bien qu'aucun ne soit approuvé pour une
utilisation chez les patients!i9, La plupart des molécules pharmacologiques disponibles
ciblant I'UPR ont été testées dans des modeles de cancer?®, raison pour laquelle le présent
chapitre portera surtout sur les effets anti-tumorigénes des modulateurs

pharmacologiques de la voie UPR.

2. Les modulateurs de la voie UPR

2.1. Les inhibiteurs des protéines chaperonnes

2.1.1. 0SU03012

Le composé OSU03012 est un inhibiteur des protéines chaperonnes GRP94 et BiP. I
présente des effets antitumoraux remarquables lorsqu'il est associé au sildénafil.
0SU03012 est un dérivé du célécoxib, un AINS. Le sildénafil est largement utilisé dans
I'amélioration de la dysfonction érectile et I'hypertension artérielle pulmonaire.
L'inhibition de la cascade IRE1/XBP1 de I'UPR augmente les effets |étaux dans les cellules
cancéreuses de gliomes et de médulloblastomes. De plus, le sildénafil et le composé
0SU03012 activent d’'une maniéere synergique la voie de signalisation PERK, ce qui
augmente les taux de phosphorylation d’elF2a, entrainant une expression réduite de

GADD34, entravant ainsi la récupération de la synthése protéique sous stress réticulaire.
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L'effet synergique dépend de I'activation de la signalisation IRE1/INK et de l'inhibition de
I'expression de GPR94 et de BiP’.
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Le premier essai clinique sur BiP par voie intraveineuse a démontré qu'elle est sans
danger pour les patients atteints de polyarthrite rhumatoide et que certains patients
présentent des améliorations cliniques et biologiques aprés une seule perfusion.
L'administration de la protéine BiP peut induire une rémission pouvant aller jusqu'a 3
mois chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoide®’. Des études précliniques ont
établi un lien entre I'expression du GRP94 et la progression du cancer dans les cas du
myélome multiple (MM), de carcinome hépatocellulaire, de cancer du sein et celui du
colon. Cette protéine a été identifiée comme un puissant modulateur du systéme

immunitaire pouvant étre utilisée en immunothérapie anticancéreuse®’:111,

2.1.2. MAb159

C'est un anticorps monoclonal ciblant la protéine BiP, qui a montré une activité
antitumorale et une efficacité accrue de la radiothérapie dans le cancer du poumon non
a petites cellules et le glioblastome multiforme dans des modéles de xénogreffes chez le
murin. Il a également été démontré qu'un traitement systémique a court terme avec des
anticorps monoclonaux anti-BiP augmente |'apoptose chez les souris atteintes d'un
adénocarcinome de I'endometre’-67. Le MAb159 a été rapporté pour son inhibition de la
croissance tumorale dans divers modeles murins de cancer tel que le cancer du cblon, du
poumon, le cancer du sein métastatique, le mélanome, le cancer de la prostate et la

leucémie’:67:110,
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2.1.3. Tanespimycine

La tanespimycine est le 17-(allylamino)-17-déméthoxygeldanamycine (17-AAG),
dérivé moins toxique de l'antibiotique geldanamycine, un inhibiteur de la famille des
HSP90. Il inhibe la fonction de la protéine chaperonne GPR94, provoquant ainsi
I'apoptose. Cette molécule inhibe fortement la croissance des cellules tumorales dans la

leucémie lymphoide chronique (LLC)%115,

Geldanamycine, R= 0—
17-AAG, R= A

2.2, Les inhibiteurs de I'ERAD

2.2.1. Bortézomib

Le bortézomib, approuvé en 2003 par la FDA pour traiter le myélome multiple (MM)
réfractaire, est un inhibiteur du protéasome 26S, la majeure partie de la machinerie ERAD
qui élimine les protéines non/mal-repliées du cytosol. Le traitement par le bortézomib
entraine I'activation de la branche PERK de I'UPR et augmente I'expression d'ATF4 et de
CHOP, induisant ainsi I'apoptose causée par le stress du RE dans les cellules de MM et de
lymphome a cellules du manteau (LCM), non hodgkinien, incurable, dérivé de cellules B
matures dans la zone du manteau des ganglions lymphatiques’.67.100.115-118 ' Cependant,
des preuves suggerent que l'inactivation de XBP1 pourrait contribuer a la résistance au
bortézomib’86:100,117,119-122 | & hortézomib pourrait donc étre classé en tant quinducteur
du stress réticulaire (Cf. IV.2.3).
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En effet, le bortézomib induit un stress réticulaire accru dans les cellules cancéreuses
du pancréas. Il agit également en synergie avec le cisplatine, provoquant |'apoptose

des cellules cancéreuses du pancréas, induite via une surexpression de CHOP et de BiP121,

++

Cl,  NHj
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NH3

Cisplatine

2.2.2. Eeyarestatine I
L'Eeyarestatine I (EerI), un inhibiteur de I'ERAD, possede une activité antitumorale
puissante similaire a celle du bortézomib et peut agir en synergie avec le bortézomib

pour induire I'apoptose des cellules cancéreuses de myélome malin?7:100,115,118,
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Eerl
Eerl cible le complexe p97 (une ATPase cytosolique impliquée dans le transport des
protéines poly-ubiquitinées) afin d'inhiber la déubiquitination des substrats d'ERAD
associés a p97, ce qui est nécessaire au processus de dégradation’”.11>118 | 'Eerl active
les facteurs de transcription ATF3 et ATF4. Cet exemple d'inhibiteur d'ERAD peut
représenter une nouvelle classe de médicaments anticancéreux qui cible simultanément
I'UPR et la signalisation épigénétique afin de limiter la progression des cellules

cancéreuses’”.

2.3. Les inducteurs du stress réticulaire

Les produits chimiques typiques qui induisent le stress du RE et la voie UPR
comprennent plusieurs familles de molécules. Les agents inducteurs du stress réticulaire
peuvent étre utilisés directement comme agents chimiothérapeutiques, seuls ou en
combinaison avec d'autres anticancéreux. Ils provoquent la mort cellulaire en induisant
des sorties cytotoxiques des voies de signalisation de I'UPR74, Cependant, ces inducteurs

chimiques pourraient activer I'autophagie cytoprotectricel®,
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La tunicamycine, un antibiotique produit par la bactérie Streptomyces
lysosuperificus, est un inhibiteur de la N-glycosylation, ce qui entraine une accumulation
de protéines non-repliées dans le RE, induit le stress du RE et active la voie UPR10:11,67.71,
La tunicamycine sensibilise les cellules cancéreuses au ligand induisant I'apoptose liée a

TRAF?2 via le facteur de transcription CHOP dans des cellules de prostate et de carcinome
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La castanospermine et la 1-désoxynojirimycine, quant a elles, induisent la voie
UPR via l'inhibition des glucosidases I et II impliquées dans la N-glycosylation des

protéines’!,
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L’hydropéroxyde de tert-butyle est un produit oxydatif qui induit le stress du RE
via I'augmentation de I'oxydation au niveau du RE. En plus, le 2-désoxy-D-glucose, un
inhibiteur du métabolisme de glucose, inhibe la N-glycosylation qui induit le stress

réticulaire et I'autophagie par voie de conséquence!.
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Hydropéroxyde de t-butyle 2-désoxyglucose
De plus, les agents réducteurs, tels que le B-mercaptoéthanol ou le 1,4-
dithiothréitol (DTT), perturbent I'environnement oxydant du RE en réduisant les ponts

disulfures, interférant ainsi avec le repliement des protéines dans le RE!L73,
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La bréfeldine A (BFA), un macrolide fongique a 16 membres isolé de Penicillium
brefeldianum, altére le transport des protéines entre le RE et I'appareil de Golgi,
provoquant ainsi une inhibition rapide et réversible de la sécrétion protéiquel?.67.73,74,100,

La BFA déclenche I'apoptose dans le MM, la leucémie, le cancer
.on ducdlon, de la prostate et dans les cellules de sarcome adénoide

et kystique. En fait, elle exerce son activité antitumorale dans

les xénogreffes du mélanome de souris athymiques®, Pour

BFA
autant, en raison de la cytotoxicité élevée et de la faible biodisponibilité, la BFA na pas

passé le stade préclinique de son développement.

Récemment, 'AMF-26 et le golgicide A ont été décrits comme nouveaux inhibiteurs

du systeme de Golgi ayant des propriétés antitumorales ou bactéricides!?3.
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D’autres produits chimiques typiques induisent le stress du RE. Il s‘agit de la
calcimycine (A23187), la thapsigargine, |'acide cyclopiazonique et |la 2,5-di-tert-
butylhydroquinone (BHQ), qui perturbent I'homéostasie calcique en ciblant le
récepteur « Sarco/ER Ca’*-ATPase » (SERCA). Ils entrainent une réduction de la

concentration en Ca2* et altérent la capacité de repliement des protéinesi®11,67,71,100,

A23187 Thapsigargine Acide cyclopiazonique BHQ
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Les triterpénoides dihydrocélastrol et célastrol sont des inducteurs puissants de la
voie UPR. Ils inhibent la prolifération des cellules cancéreuses et augmentent les
transcriptions liées a I'apoptose dans un criblage primaire. Ceci a été confirmé sur un

panel de cellules du carcinome épidermoide oral (OSCC)124,

Dihydrocélastrol Célastrol

Tous ces inducteurs sus-cités induisent la voie UPR et plus précisément la
phosphorylation d'elF2a, sauf la castanospermine qui active la voie UPR sans agir sur la
phosphorylation d'eIF2a. De plus, ils induisent tous la réponse EOR, sauf le DTT et la

castanosperminel.

Parallelement, les cannabinoides sont des terpénoides trés réputés pour leurs
propriétés antitumorales générales contre une grande variété de cancers. Les
cannabinoides qui se sont révélés prometteurs sont le §-9-tétrahydrocannabinol
(THC) et le cannabidiol (CBD). Des propriétés antitumorales ont été documentées
dans les gliomes, les mélanomes, les lymphomes et les carcinomes®®. Le CBD induit le
stress au niveau du RE dans une variété de cancers, y compris les gliomes, le carcinome
du foie, le cancer du pancréas et le MM, En fait, le CBD active le domaine RNase d'IRE1
et induit I'épissage de I'ARNm XBP1. Il induit I'accumulation de JNK phosphorylée a la
suite de la déphosphorylation de I'ASK1, déclenchant ainsi la cascade de signalisation
apoptotique. De plus, le CBD augmente I'expression de la protéine pro-apoptotique CHOP
via la phosphorylation de PERK*?. De méme, le THC active le stress du RE et I'autophagie
dans les glioblastomes multiformes. Il inhibe la prolifération cellulaire, altere
I'angiogenése et induit ensuite la cascade de signalisation apoptotique via I'activation de

la voie de signalisation PERK??:115,

‘ OH
HO

CBD
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2.4. Les inhibiteurs du stress réticulaire

La FDA a approuvé l'acide tauroursodésoxycholique (TUDCA) et Il'acide 4-
phénylbutyrique (4-PBA) pour le traitement de la cirrhose biliaire primitive et des
troubles du cycle de I'urée, respectivement. Il a été démontré que TUDCA et 4-PBA
réduisent de maniére significative la phosphorylation de PERK et de I'IREla et atténuent

en conséquence le stress réticulaire in vitro et in vivo*7612,

En effet, le composé 4-PBA inhibe le stress réticulaire, 'activité de NF-xB et la
production des cytokines’®. Curieusement, il réduit I'accumulation des protéines mal-
repliées dans le RE via la modulation des régulateurs de la protéase, par un ot
mécanisme encore inconnu®’, Il est utilisé comme un éliminateur
d'ammoniac chez les patients présentant des troubles du cycle de I'urée.

Plusieurs études ont démontré que la 4-PBA atténue la toxicité cellulaire

induite par le stress dans le RE®, Le traitement oral par 4-PBA atténue la  4-pBa
résistance a l'insuline induite par les lipides et le dysfonctionnement des cellules B
provoqué par le stress réticulaire chez I'Homme’®, De plus, l'inhibition de la voie PERK

réduit la formation des tumeurs in vivo”6:113,125,126

TUDCA

Quant a I'acide tauroursodésoxycholique (TUDCA), c’est un acide biliaire endogéne
approuvé par la FDA pour le traitement de la cirrhose biliaire primitive et qui est
également capable d'atténuer le stress du RE dans les cellules p des ilots de Langerhans.
TUDCA est le conjugué de la taurine et de I'acide ursodésoxycholique (UDCA)®’. Des
essais cliniques a petite échelle démontrent que le traitement par TUDCA pourrait avoir
un effet positif sur I'amélioration de la sensibilité hépatique et musculaire a I'insuline en
modulant le stress dans le RE. TUDCA inhibe la signalisation induite par H20> de PERK et
IRE1, ce qui réduit la production des ROS et |'apoptose dans des modeles murins

d'ischémie’®,
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En outre, le vaticanol B, un tétrameére de resvératrol (Cf. 2.7.5.d), inhibe a la fois la
voie UPR et la réponse inflammatoire en réduisant la charge de repliement des protéines
et en maintenant I'intégrité de la membrane du RE, empéchant ainsi I'apoptose induite

par le stress®?,

Vaticanol B

Le flurbiproféne, un anti-inflammatoire non-stéroidien (AINS), traite efficacement la
douleur, I'inflammation et la fievre. Les AINS sont des médicaments capables d'inhiber
les COX (Cf. IIL.2). Le flurbiproféne est classé en tant qu'acide 2-arylpropionique parmi
les AINS. Il est largement prescrit pour I'arthrite, les rhumatismes, I'arthrose et est utilisé
pour traiter l'inflammation et la douleur associées a ces maladies!?’. Le flurbiproféene a
montré une forte activité chaperonne, qui réduit I'agrégation des protéines, atténue la
résistance et augmente la sensibilité a la leptine (Cf. III.3.2) induite par le stress du RE.
De plus, il @ montré une baisse de |'obésité chez la souris. Parallelement, le flurbiprofene
est connu pour inhiber la progression de la maladie d’Alzheimer!?’. La mort cellulaire
activée par le stress réticulaire, induite chimiquement par la tunicamycine ou la BFA, est
inhibée de maniere significative par le flurbiproféne. Ce dernier a également amélioré
significativement la viabilité des cellules. De plus, le flurbiproféne inhibe significativement

les trois branches de la voie UPR!?7,

HO

Rac-flurbiprofene

2.5. Les modulateurs de la protéine PERK

Il existe trois inhibiteurs de I'activité kinase de PERK, compétitifs de I'ATP :
GSK2606414, GSK2656157 et AMG PERK 44119, Ces inhibiteurs puissants de PERK
peuvent étre administrés par voie orale, réduisant ainsi la croissance tumorale dans des

modeles de xénogreffe de souris®”.
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GSK2606414

Il a été démontré que GSK2606414 réduit les métastases des cellules de cancer du
sein in vivo. GSK2606414 sensibilise in vitro les cellules du cancer du sein au paclitaxel
et a la doxorubicine et réduit la croissance tumorale xénogreffe de cellules du cancer
du sein triple négatif (TNBC) en présence de la doxorubicine!l?, GSK2606414 est un
inhibiteur de PERK, de premiere génération, mimétique et compétitif de I'ATP. C'est la
premiére petite molécule per os a prévenir la neurodégénérescence in vivo chez les souris
atteintes de prions en inhibant I'autophosphorylation de PERK, réduisant ainsi les niveaux
de PERK et elF2a et rétablissant les taux de synthése protéique®’. Cet inhibiteur est
hautement sélectif et inhibe la croissance tumorale dans un modele de xénogreffe chez

la souris’®.

~

NTN
— \

N\\_N/ NH, N A
GSK2656157
GSK2656157, un inhibiteur de deuxiéeme génération, est une version optimisée de
GSK2606414, 1000 fois plus active sur PERK®”78, De méme que GSK2606414,
GSK265617 a supprimé une gamme de tumeurs de xénogreffe humain chez le murin et
inhibé I'autophosphorylation de PERK, la phosphorylation d’elF2a, I'expression de I'ATF4
et l'induction des genes cibles de I'UPR dans des lignées cellulaires et des tumeurs.
Cependant, il est cytotoxique pour les tissus pancréatiques exocrines/endocrines chez les

témoins sains’s.

GSK2606414 et GSK2656157 inhibent également la sérine/thréonine-protéine kinase
1 (RIPK1), un régulateur de la mort cellulaire et de I'inflammation dans la voie du TNFa,
contrairement a I'AMG PERK 4467110, En effet, AMG PERK 44 est plus de 160 fois plus
sélectif pour PERK comparé a 387 kinases testées. Il inhibe I'autophosphorylation de la
protéine PERK10,
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AMG PERK 44

Pour surmonter la toxicité au niveau des cellules B, de petites molécules modulant la
voie elF2a sans inhiber directement PERK ont été examinées. « Integrated Stress
Response Inhibitor » (ISRIB) est la premiere petite molécule décrite en tant que
ligand activateur du facteur d'échange de nucléotide guanine eIF2B. Cette molécule
inhibe la voie de signalisation en aval d'elF2a et diminue l'expression d’ATF4 en

conséquence. Contrairement aux inhibiteurs de la GSK, ISRIB n'a montré aucune toxicité

o

pancréatique®”.

NH
0 ‘ Tﬁo
o 1 I
NH

ISRIB

I

Le salubrinal, le guanabenz et le séphine 1 (IFB-088) inhibent la
déphosphorylation d'elF2a, protegent les cellules de I'apoptose et inhibent la traduction
des protéines par la voie PERK®%67, Le salubrinal, un inhibiteur de la phosphatase PP1,
supprime sélectivement la déphosphorylation d’elF2a en inactivant indirectement les
complexes elF2a-PP1-GADD34 et PP1-CReP (CReP est un régulateur constitutif de la
phosphorylation d'elF2a). Ceci augmente le taux de la phosphorylation d’elF2a, réduit le
taux de traduction et active en aval la signalisation d'ATF4°66978 Ppar ailleurs, le
salubrinal inhibe significativement la réplication du VHS et augmente la survie neuronale

dans le cadre de la MP, la SLA et I'excitotoxicité128129,
AL
NH NH NH
=
CTLY ?
Cl Cl N
cl |
=

Salubrinal

84



A I'appui de cela, le méme effet a été observé avec le guanabenz, un autre inhibiteur

de PP1 qui se lie directement a GADD34 et empéche I'assemblage du complexe GADD34-

PP16/78,130_

cl H
Guanabenz

Par ailleurs, le séphine 1, dérivé du guanabenz, inhibe sélectivement une sous-unité
régulatrice de la PP1 in vivo et permet d'éviter les défauts moteurs, morphologiques et
moléculaires chez les modéles murins de la maladie de Charcot-Marie-Tooth 1B et de
SLAI0, Récemment, le séphine 1 a recu en mai 2018 l|'autorisation par la FDA de

démarrer les essais de phase I dans le cadre de la maladie de Charcot-Marie-Tooth 1A131,

cl
NH,
No
Z N7 NH,

H
Séphine 1

Ces petites molécules pourraient trouver un usage thérapeutique dans des maladies
aussi diverses que la neurodégénérescence, le cancer et les infections virales!?8. Les
stratégies thérapeutiques qui consistent en la suppression de la voie PERK ou, au
contraire, augmentent I'expression du gene CHOP, sont trés attractives dans le cadre du
traitement des maladies cancéreuses!!4, En revanche, plusieurs activateurs de la voie
PERK sont rapportés par la littérature. Le DHBDC (CAS 101068-35-3) est un activateur

spécifique de PERK et PKR, rapporté par Bai et ses collaborateurs!10.132,

0
OH O j
0
OH 0

DHBDC
Par ailleurs, les composés A, B et C décrits par Wensheng Xie et ses collaborateurs

ont montré une activation de PERK, ainsi qu’une activation de NRF2110:133,
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La phytothérapie traditionnelle chinoise (TCHM) utilise des produits naturels extraits
d'herbes, d'animaux et de minéraux. Plusieurs
monomeres extraits de produits naturels de la
TCHM  sont utilisés pour leurs effets
antinéoplasiques.  L'icariine, un flavonoide
glycosylée dérivée des plantes du genre

Epimedium, est un composé antitumoral potentiel.

Le traitement par l'icariine entraine la mort des

Icariine

cellules cancéreuses, accompagnée d'une augmentation de I'expression de BiP, PERK,
elF2a, ATF4 et CHOP7/134,

2.6. Les modulateurs de la protéine ATF6

L'identification de petites molécules qui modulent I'ATF6 s'est révélée difficile en raison
de I'absence de sites de liaison pharmaco-potentiels et de I'indisponibilité de la structure
cristalline de la protéine. Récemment, les céapines, des petites molécules de la famille
des pyrazoles amides ont été identifiées en tant qu‘inhibitrices sélectives de I'ATF6a. Les
céapines n'affectent pas les bras IRE1 et PERK de I'UPR. Les analogues de la céapine,
nommeés inhibiteurs de classe 1, piégent I'ATF6a dans le RE et empéchent ainsi sa
translocation vers 'appareil de Golgi en cas de stress du RE. Les inhibiteurs appartenant
a la classe 2 des céapines inhibent la transcription des génes cibles de I'ATF6q, en
agissant en aval de la translocation vers le Golgi, la protéolyse et la translocation

nucléaire. Les céapines sensibilisent les cellules au stress réticulaire sans toucher les
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cellules non-stressées et ont donc le potentiel d'étre développées dans le cadre d'une
stratégie thérapeutique visant a induire la mort cellulaire dans les cellules cancéreuses.
La céapine-A1 est le premier hit de la famille et la céapine-A7 est un analogue dix fois

plus puissant®0.67,130,

cl CF3;
o-N 0 o)
N
NH‘</:| NH4</:'TI
=N cl =N CF3
Céapine-Al Céapine-A7

De plus, le fluorure de 4-(2-aminoéthyl)benzénesulfonyle (AEBSF), un

inhibiteur de la sérine protéase, empéche le clivage d’ATF6 induit par le stress du RE®7:110,

A_F
/\/©/S\\
o
NH;
AEBSF
Une étude récente a identifié la mélatonine en tant o
R — : . HN/k
qu'inhibiteur sélectif de I'ATF6, conduisant a une apoptose accrue
des cellules cancéreuses du foie en diminuant I'expression de la _O N
COX-267135_ |'inhibition de la voie de signalisation ATF6 pourrait N
H
étre une stratégie de traitement des maladies cancéreuses!4, Mélatonine

En revanche, des activateurs de la voie ATF6 sont rapportés par la littérature. Tels que
les composés 147 et 263°7.110.136 |'gpigénine et la baicaléine, deux flavonoides
d’origine naturelle 67110137 Ce sont de petites molécules généralement non toxiques qui
activent préférentiellement la branche ATF6. L'activation limitée des bras IRE1 et PERK
offerte par ces molécules, minimise I'activation de I'apoptose induite en aval de ces deux
voies de signalisation. Les composés 147 et 263 ont le potentiel d'améliorer globalement

les maladies dégénératives associées a l'agrégation de protéines sécrétoires!,

(0]
N
OH
Composé 147

Apigénine Baicaléine
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2.7. Les modulateurs de la protéine IRE1

La protéine IRE1 contient au moins trois sites connus pouvant étre engagés par de
petites molécules inhibitrices : la poche de liaison aux nucléotides dans le domaine
kinase, la poche d'interface dimére et le site actif de la RNase!!’. Les isoformes o et B
d'IRE1 sont identiques a 100% dans la composition des résidus de poche de liaison dans
le domaine RNase!38, La fonction principale du domaine luminal d'IRE1 est de reconnaitre
les protéines non/mal-repliées dans le RE et de traduire ce signal a travers la membrane
vers le cytosol. Que la reconnaissance des protéines mal repliées se produise directement
par le domaine luminal ou indirectement via BiP est peu clair. Mais, Il existe deux modeles
établis, I'association directe!’:18 et la compétition avec BiP'81°, Le modéle d'association
directe postule que les protéines malrepliées se lient directement au domaine luminal

d'IRE1 entrainant son oligomérisation et I'activation de I'UPR(Figure 47.)18,
direct association & oy

RE1 olgomenzaton

IHE® monomer

cytosol
UPR Repressed UPR Active
Figure 47. Le modéle d'association directe'®.

Dans le modéle de compétition, le domaine luminal d'IRE1 se lie au domaine de liaison
au substrat (SBD) de BiP, dans une interaction de type chaperonne-substrat. Il s'agit du
méme site que la ol les protéines malrepliées se lient a BiP, conduisant a une compétition
pour ce site de liaison. L'interaction de BiP avec IRE1 est médiée par ERdj4, qui inhibe
finalement la signalisation UPR en facilitant la formation du monomeére IRE1. Ainsi, BiP
agit comme un répresseur de la signalisation UPR, mais n'est pas un capteur direct de

stress réticulaire (Figure 48.)18,
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Figure 48. Le modéle de compétition avec BiP'8,

Plus récemment, un modele alternatif « allostérique » de BiP a été proposé. Dans ce
modele, |a liaison des protéines malrepliées et du domaine luminal d’IRE1 a BiP se produit
sur différents sites, éliminant ainsi I'exigence de concurrence. La liaison aux protéines
malrepliées induit un changement conformationnel qui libere BiP d'IRE1. Ce modéle

implique BiP comme un capteur direct du stress réticulaire!®0 (Figure 49.).

misfolded
allosteric proten
Allosteric BiF

e Co=e

IRE dimeeicligome:

UPR Repressed UPR Active

Figure 49. Le modeéle allostériquet,

Aprés la détection des protéines non-repliées, le signal est propagé a travers la
membrane du RE via une modification de la conformation d'IRE1, générant une activation
du domaine cytosolique. Il existe de nombreux rapports concernant I'état du domaine
luminal et de sa transition lors de I'activation induite par le stress du RE, y compris les
transitions monomére-dimere!?30139 et |a formation d'oligomeére!’:18, La partie

cytosolique d'IREla présente un arrangement de dimere avec chaque monomere orienté
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de telle sorte que leurs sites actifs de kinase se mettent en face-a-face, d'une maniére
qui permet son autotransphosphorylation. Cette conformation précéde et se distingue
de I'arrangement dos-a-dos représentant la forme active de la RNase qui procede a
I'épissage de son substrat, 'ARNm XBP118:117,140-143 Dans cette conformation, les sites
actifs du domaine kinase sont tournés vers I'extérieur d'une maniére qui empécherait la

phosphorylationi41144 (Figure 50.).
A -

V/ -
— LA
> |
- ",L’

Figure 50. Les différentes conformations d'TRE1%43,
A) La protéine apo-IREla en conformation dos-a-dos, chez I'Homme (PDB ID 4Z7G)!43,
B) La protéine Irelp phosphorylé active dans une orientation dos-a-dos, chez la levure
(PDB ID 3FBV)!44,
C) La protéine IRE1a en conformation face-a-face a la suite de la liaison de I’ADP, chez
I'nomme (PDB ID 3P23)'4,

En plus d'effectuer un changement dans sa fonction kinase, la dimérisation et
I'autophosphorylation  d'Irelp conduisent a l'activation de son domaine
endoribonucléase!®. Fait intéressant, la fonction endoribonucléase d'Irelp est également
fortement potentialisée in vitro par la liaison de nucléotides (ADP ou ATP et ses analogues
non hydrolysables, I'ADP ayant le plus grand effet)!3%145, Le domaine cytosolique d'Irelp
chez la levure forme un grand arrangement hélicoidal utilisant le dimére dos-a-dos
comme bloc de construction (PBD ID 3FBV, Figure 51.), en complexe avec l'inhibiteur

de la kinase APY29 (Cf. IV.2.7.1) qui agit comme un puissant activateur de la RNase
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donnant naissance a un complexe oligoméere RNase "actif"18:141,144146 ' Ajngj il est probable
que la formation d'oligomeéres linéaires d'ordre supérieur soit importante pour |'activation
d'Irelp?’. L'oligomérisation du domaine luminal d'Irelp semble favoriser la dimérisation
et |'activation des domaines kinase et RNase. Il semble que |'autotransphosphorylation
et la liaison de I'ADP contribuent a I'activation du domaine RNase!#4. Le domaine kinase
d'Irelp des levures et IRE1 des mammiferes est nécessaire a la dimérisation et a
I'activation du domaine RNase!4’. L'oligomérisation du domaine de la kinase IREla

controle I'activité catalytique du domaine RNase adjacent’s.

Figure 51. La surface de la structure de I'oligomére 3FBV.
Les deux monomeéres sont représentés avec deux couleurs différentes a I'aide du logiciel PyMol (The
PyMol Molecular Graphics System, Version 2.0.6, Schrddinger, LLC.)

Il est plausible que ces dispositions soient interconvertibles, I'état initial étant
I'orientation face-a-face permettant I'autophosphorylation. Cela correspond a I'exigence
de phosphorylation au niveau de la boucle d'activation pour stimuler I'activité RNase, qui
transite ensuite vers l'arrangement dos-a-dos, et par conséquent des structures
oligomériques plus grandes'#® (Figure 52.). Bien que la facon dont cela fonctionne reste
a résoudre, d'autant plus que les réarrangements du domaine cytosolique dépendraient
du domaine luminal, et jusqu'a présent, les structures des diméres de domaines luminaux
semblent suggérer qu'il n'est présent que sous une seule forme stable. De plus, la raison
pour laquelle les domaines RNase du dimere doivent interagir, étant donné que les

résidus catalytiques centraux sont présents dans chaque monomére, reste a élucider?®,
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A IRE1 luminal domain

Unfolded
protein

RNase active ? RNase active

IRE1 kinase/BRNase domains

Figure 52. L'activation d'IRE1%%,
A) Le domaine luminal
B) La protéine IRE1 a I'état monomere. 1) Les domaines luminaux forment un dimére en présence de
protéines non-repliées. 2) Le domaine luminal se réorganise, permettant la liaison aux protéines non-
repliées, conduisant a un arrangement face-a-face des domaines cytosoliques. 3) Apres
I'autotransphosphorylation, les domaines RNases du dimére se mettent en un arrangement dos-a-dos,
afin de s'activer. 4) Les diméres s’empilent en un complexe oligomere.
C) Le domaine cytosolique (kinase-RNase).

La signalisation via IRE1a chez les mammiferes engendre des réponses physiologiques
opposeées. L'activité kinase de I'TIREla peut elle-méme produire des résultats favorables
a la mort cellulaire, par Il'activation d’ASK1 et JNK pro-apoptotiques. D’ailleurs, la
surexpression d’IRE1p contenant une kinase a activité fonctionnelle s'est également
avérée favoriser la mort cellulaire!4?, Cependant, l'inhibition d'IRE1 peut elle aussi
entrainer une apoptose accrue et inhiber la croissance tumorale ainsi que la formation de
vaisseaux sanguins, par conséquent®”.’’, En effet, I'inactivation d'IRE1 dans les cellules
cancéreuses du colon entraine I'activation de PERK et bloque la traduction des protéines
en raison de la phosphorylation d’elF2a, réduisant ainsi I'expression de la cycline D1, ce
qui inhibe la prolifération cellulaire par conséquent!!3, L'inactivation de la voie IRE1

augmente la toxicité dans le cadre d'une thérapie combinatoire d’anticancéreux’.
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Les inhibiteurs d'IRE1 trouvent leur plus grande utilité dans les situations de
différenciation continue des précurseurs en cellules sécrétrices pathogenes. Cela pourrait
étre le cas dans les maladies causées par les produits de sécrétion de plasmocytes ou
leur contrepartie maligne dans le MM/, Le traitement du MM s'est remarquablement
amélioré grace aux nouveaux agents tels que le bortézomib, la thalidomide et le
Iénalidomide. Cependant, le MM reste incurable et de nouvelles stratégies
thérapeutiques sont nécessaires de toute urgence. En raison des niveaux élevés de stress
du RE et de son adaptation par la voie UPR, le ciblage de cette cascade de signalisation
et le blocage de cette voie de survie clé représentent une nouvelle stratégie
thérapeutiquel4®14°, Les inhibiteurs d'IRE1 pourraient également étre utiles pour
I'administration locale; par exemple, pour bloquer le développement de cellules
caliciformes produisant de la mucine dans les voies respiratoires, qui se différencient
continuellement des précurseurs de la muqueuse et contribuent a la pathogenése de
I'asthme et de la BPCO'Y,

2.7.1. Les ligands du domaine kinase : compétitifs de I'ATP
Les ligands du site actif du domaine kinase inhibent I'activité kinase en raison de la

concurrence avec I'ATP. Les inhibiteurs de la kinase peuvent, soit inhiber I'activité RNase
en empéchant la réalisation de la conformation du dimere dos-a-dos, soit augmenter

I'activité malgré le blocage de I'autotransphosphorylation du domaine kinase®7:138150,

D'une part, 32 inhibiteurs a base d'imidazopyrazine de type « Kinase Inhibiting
RNase Attenuators » (KIRA) inhibent de maniere allostérique I'activité RNase d'IREla.
phosphorylée en déplacant éventuellement I'hélice-aC d'une conformation active a une
conformation inactive incompatible avec la formation de diméres dos-a-dos, stabilisant

ainsi I'IRE1a a I'état monomérique®”:1°%, Le composé KIRA 1150 nommé aussi Composé

CF
3151 ou bien le Composé 72, ayant un squelette ’
imidazopyrazine, inhibe IRElo/XBP1 en interférant HN
directement avec la liaison de I'ATP dans le domaine kinase HN/&O

d'IREla. KIRA 1 est un inhibiteur de kinase de type II qui OQ
NH,
entre en compétition sur le site de liaison a I'ATP d'IREla et

stabilise une forme inactive de la protéine. Ce composé bloque K/N N
I'autophosphorylation, I'oligomérisation et la capacité \j\

d'épissage de XBP1 in vitro et in vivo86:138.151, KIRA 1
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Par ailleurs, la pyrimidinedione UPRMS inhibe les activités kinase et RNase d'Irelp et
IRE1 in vitro. Egalement, GSK2850163, un inhibiteur sélectif d'IRE1a, inhibe I'activité

RNase de par son interaction avec le domaine kinase d'IREla.

Ly
O N
HN Cl
o ) B

UPRM8 GSK2850163

o)

En outre, le peptide FIRE (Figure 53.) permet la modulation de I'oligomérisation
d’IRE1 in vitro et du clivage de XBP1 in vitro, dans des cultures cellulaires et in vivo chez

Caenorhabditis elegans®’:119,

Figure 53. Le peptide FIRE.
Dessiné et présenté a l'aide du logiciel PyMol (The PyMol Molecular Graphics System, Version 2.0.6, Schrodinger, LLC.)

D'autre part, les inhibiteurs de l'activité kinase d'IRE1, de type I, comprennent
I'APY29 et le sunitinib (approuvé par la FDA dans le cadre du carcinome rénal), qui
ciblent le site de liaison a I'ATP et inhibent la phosphorylation tout en permettant la
formation du dimére dos-a-dos de la forme active du domaine RNase®”:144, L'inhibition
médicamenteuse de la kinase IRE1la provoquant l'activation simultanée et persistante du
domaine RNase peut donc permettre une cytoprotection en dissociant le lien mécaniste
obligatoire entre la kinase et la RNase, tout en favorisant les sorties adaptatives émanant
de la RNase!40, Par exemple, I'inhibiteur compétitif de I'ATP, 1INM-PP1, se lie au domaine
kinase imposant une conformation fermée de ce domaine, similaire a I'état de liaison a
I’ATP/ADP et favorise ainsi la dimérisation pour activer le domaine RNase, ce qui conduit

a une transcription cytoprotectrice de XBP160,139,140,153,
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2.7.2. Les ligands du domaine RNase

L'accent a été mis sur le ciblage de la voie IRE1 dans les cellules cancéreuses!!3. La
désactivation de I'IRE1a/XBP1 est une stratégie prometteuse pour les traitements
anticancéreux. En fait, l'inhibition de I'axe IRE10/XBP1 augmente I'apoptose en régulant
négativement plusieurs génes impliqués dans I'UPR et génére des ROS dans les cellules
déficientes en XBP1114, L'activité endoribonucléase semble étre le principal facteur du
role d'IREla dans I'UPR!®C, Quel que soit I'effet de I'inhibition de la RNase d’IRE1 sur les
types de cellules dans l'organisme, le résultat final est une réduction de la charge
tumorale et une activité accrue des cellules immunitaires antitumorales. L'inhibition de
la RNase d'IRE1 pourrait favoriser l'infiltration immunitaire et la destruction des cellules
tumorales sans aucun effet secondaire apparent!i?, De ce fait, I'inhibition du domaine
RNase augmente |'activité cytotoxique et antiproliférative contre les cellules cancéreuses,
en particulier dans le contexte du MM, ou XBP1 est connu pour étre important pour la
progression tumorale!l10:114,119,120,148 = dy cancer du pancréas!?l14?, du glioblastome
résistant!'* et de différents sous-types de cellules de cancer du seinli3,
En fait, il semble que l'inhibition de la voie IRE1a/XBP1 entraine une augmentation du
stress du RE, ce qui déclenche I'activation de PERK. Néanmoins, I'augmentation du stress
réticulaire mene a I'UPR terminale et a |'apoptose’’:148, Les inhibiteurs dIREla
provoquent donc un stress dans le RE et réduisent considérablement la croissance des
tumeurs!?L, Le site actif du domaine RNase représente une cible médicamenteuse limitée
car il possede des poches hydrophobes peu profondes ou inexistantes en raison de la
nécessité d'interactions importantes avec le squelette phosphodiester de I’ARN138, Hormis

cela, de nombreux inhibiteurs de I'activité RNase ont été développés, brevetés et publiés.

a) Les hydroxy-aryl-aldéhydes

Les composés ayant le motif hydroxy-aldéhyde en ortho et les systéemes biphényles a
double cycle, naphtalénes ou coumariniques sont collectivement appelées hydroxy-aryl-
aldéhydes (HAA). Les HAA sont hautement sélectifs pour le site actif de la RNase d'IREla

in vivo!3® et pourraient donc représenter une nouvelle classe d'agents anticancéreux’’.

Les salicylaldéhydes

Les salicylaldimines et leurs produits hydrolytiques, les salicylaldéhydes, ont été

identifiés en tant qu'inhibiteurs de I'activité d'endoribonucléase d'IRE1a mais n'inhibent
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pas l'autophosphorylation d'IRElc. médiée par le domaine kinase. Par conséquent, les
salicylaldéhydes préviennent ['épissage de I'ARNm XBPI, bloquent la régulation
transcriptionnelle des génes cibles de XBP15 et inhibent la machinerie RIDD77:86:138,147,152,
L'activité RIDD est un mécanisme de clivage direct de I'endoribonucléase IRE114’, Elle
favorise la mort cellulaire et peut fonctionner comme suppresseur de tumeur par
opposition aux XBP15 pro-tumoraux. Les approches qui bloquent XBP1 tout en
maintenant le RIDD peuvent étre plus efficaces que I'inhibition de la RNase dans certaines
circonstances!!?, Parallelement, les analogues salicylaldéhydes inhibent la voie

Irelp/Haclp chez la levurel?’,

3-méthoxy-6-bromosalicylaldéhyde

L'analogue 3-méthoxy-6-bromosalicylaldéhyde inhibe efficacement I'épissage de
XBP1 et I'activité RIDD dans un modele de stress aigu du RE in vivo. C'est un inhibiteur
puissant et non compétitif de I'activation de XBP1, qui se lie a IRE1 de maniére directe,
spécifique, réversible et dose-dépendante in vitro’7:86:110.147 (CI50=0,41 uM147). Chez la

levure, ce composé inhibe le clivage par la RNase avec une Clso de 18 pM14,

°x

HO Br

O

3-méthoxy-6-bromosalicylaldéhyde
3-éthoxy-5,6-dibromosalicylaldéhyde

Un autre salicylaldéhyde, le 3-éthoxy-5,6-dibromosalicylaldéhyde inhibe
I'épissage de XBP1 dans des cellules de myélome in vitro et dans plusieurs modeles
murins de cancers in vivo!?l, Il inhibe puissamment I'activité d'IREla in vitro avec une
Cls0=0,12 uyM!¥’, Chez la levure, cet analogue inhibe le clivage par la RNase avec une
Clso=6 PM147,

HO Br

(0] Br

)

3-éthoxy-5,6-dibromosalicylaldéhyde
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Les naphtaldéhydes

STF083010

Le composé STF083010 inhibe I'épissage de XBPI et l'activité RIDD en ciblant
directement |'activité RNase d'IREla (CIso=9,94 UM, in vitro'>?), sans affecter |'activité
kinase®7.77:86,110,120 ' In vjyo, la molécule STF083010 réduit considérablement la croissance
tumorale des cellules de cancer du sein résistantes au tamoxifene, a la fois en tant que
traitement autonome et en association avec le tamoxiféne!l?, De plus, STF083010 exerce
un effet inhibiteur significatif de la croissance des modeles de xénogreffes de MM humains
chez le modele murin?7:120.154 En effet, le composé STF083010 a montré une activité
cytostatique et cytotoxique en fonction dose et du temps-dépendante!20,
0o -/
O=S|=O -

N _H O O

HO

I "

STF083010 Tamoxiféne
2-hydroxy-1-naphtaldéhyde (A-106)

L'inhibiteur STF083010 ou son produit d’hydrolyse, 2-hydroxy-1-naphtaldéhyde
(A-I06), bloquent I'épissage de XBP1, diminuent I'expression de XBP1S et provoquent
I'apoptose dans les cellules cancéreuses du MM et de la LLC sans
déclencher de toxicité dans les cellules B normales chez la souris!16:12,
" OO En effet, I'inhibition de I'épissage de XBP1 (Clso=7,61 a 9,73 uM116:152)

A-106 ralentit la progression maligne des tumeurs associées a NH,

la LLC!16, Ces inhibiteurs d'IREla provoquent un arrét f%N
de la croissance aux phases G1 ou G2/M et induisent |'apoptose via une N/go
induction importante de I'expression du gene CHOP et I'activation de la )osz
molécule pro-apoptotique BIM, en conséquence!?!. Le traitement de “on

premiére intention & la gemcitabine ou a des combinaisons Gemcitabine
chimiothérapeutiques a base de gemcitabine apporte de petites améliorations cliniques.
En fait, des effets synergiques ont été observés entre les inhibiteurs de la RNase et la

gemcitabine ou le bortézomib!2t,
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MKC3946

Le composé MKC3946 est un inhibiteur du domaine endoribonucléase d'IREla qui
bloque I'épissage de I'ARNm XBP1 et |'activité RIDD sans affecter la phosphorylation
d'IREq®7:77,86,110,148,154 ' De méme, MKC3946 inhibe I'activité RNase d'IREla murine, avec
une CIsp=0,39 £ 0,21 UM in vitro38, Il déclenche une inhibition modeste de la croissance
et une cytotoxicité sélective vis-a-vis des lignées cellulaires de xénogreffe de MM in vivo,

sans toxicité pour les cellules mononuclées en bonne santé8:148,154,

Cependant, I'administration de MKC3946 seul a une faible toxicité sur les cellules du
MM, mais, en inhibant I'épissage de XBP1, il renforce I'action du bortézomib qui induit le
stress réticulaire®. MKC3946 seul ou en association avec le bortézomib renforce la liaison
d'IREla a TRAF2, ainsi que la phosphorylation de la JNK. L'apoptose induite par le
bortézomib est renforcée par MKC3946, associée a une augmentation de |'expression de
CHOP#8, En effet, ce traitement combiné inhibe I'épissage de XBP1, ce qui conduit a
I'activation de la voie de compensation PERK/eIF2a/ATF4 de I'UPR et augmente ensuite
I'activité du facteur pro-apoptotique CHOP, conduisant a l'apoptose dans les lignées

cellulaires de MM86,148,

N
HO
. p
|/ N,}
N
\
MKC3946

MKC3987

Parallélement, le composé MKC3987, inhibe |'activité du domaine RNase d'IREla et
I'activité RIDD d’'une maniére équivalente. Chez la souris, ce composé inhibe le domaine
RNase d'IRE1a, avec une Cls50=0,39 £ 0,12 uM in vitro!3,

°x

MKC3987
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Les coumarines

Les umbelliférones (7-hyroxycoumarine) ont montré une activité inhibitrice de la
RNase d'IRE1 dans les essais in vitro et in vivoll’, Ils peuvent étre classés en tant que

dérivés salicylaldéhydes.

4u8c

Le 8-formyl-7-hydroxy-4-méthylcoumarine, plus communément appelé 4-
méthylumbelliférone-8-carbaldéhyde (4p8c), est un puissant inhibiteur non compétitif
de la RNase d'IREla avec une Clso=4,6 UM in vivoll’, In vitro, plusieurs études ont
montré que 4u8c est un puissant inhibiteur avec une Clso de I'ordre du nM (CIs0=0,076
uUM17, CI50=0,155 pM116 ou CIs50=0,206 pM132), Le 4u8c possede un mécanisme similaire

aux autres salicylaldéhydes®®. Il inhibe a la fois I'épissage de XBP1 et I'activité RIDD mais

o pas l'activité de la kinase d'IRE1. Il n'affecte par I'expression de
MO O° CHOP, ce qui indique une sélectivité de 4u8C pour le bras IRE1 de
= I'UPR et la résistance de PERK a ce composé86:110.117 | "association de

4p8c cisplatine et de 4u8C induit I'apoptose dans les cellules souches

cancéreuses. Ces cellules surmontent les stress infligés lors de la progression tumorale
en activant PERK!13, Fait remarquable observé en culture cellulaire, méme si le 4u8C
bloque I'épissage de XBP1 et I'activité RIDD, il n'a pas d'impact sur la survie des cellules

lors d’un stress aigu du RE®.

(B5305630

Le composé coumarinique CB5305630 est un inhibiteur non compétitif de I'activité
RNase d'IREla, avec une Clso=0,150 uM in vitro et une Cls0=6,8 UM in vivoll’. C'est le
4u8C conjugué a la 2-aminopyridine via une aldimine8117, Dans un environnement
aqueux, CB5305630 est hydrolysé pour générer le composant actif 4u8c8®.

X
o

N

B

HO O O
=
CB5305630
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MKC8866

Le cancer du sein manque de thérapies ciblées et son pronostic sombre souligne le
besoin urgent de nouvelles stratégies et cibles thérapeutiques'®>. Récemment, le
composé MKC8866, a montré, lorsqu'il est administré seul, une réduction sélective de
la croissance des tumeurs du sein surexprimant le géne
proto-oncogene MYC in vivo dans des modeles de
" xénogreffesti0.113,154 = C'est un inhibiteur sélectif de la

k/o RNase d'IREla, avec une Clso de 0,29 pM dans des cellules

cancéreuses de la prostate in vitro!®®, La dérégulation de

MKC8866

MYC entraine un stress protéotoxique important et perturbe I'homéostasie du RE. La voie
IRE1/XBP1 est importante pour la tumorigénicité des tumeurs surexprimant MYC. En fait,
I'inhibition de I'épissage de XBP1 bloque sélectivement la croissance des cellules
hyperactivées par MYC!>4, Le composé MKC8866 ne montre aucun effet sur les branches
PERK et ATF6 de I'UPR!>>, De plus, MKC8866 inhibe I'activité RIDD et sensibilise les
tumeurs a la chimiothérapie standard. En effet, un traitement combiné de MKC8866 et
de docétaxel a rapidement éliminé les tumeurs surexprimant MYC dans un modele de
xénogreffe dérivé de patientes. Le traitement par cette combinaison favorise I'apoptose
et réduit significativement la prolifération et I'angiogenése!'%1%4, En outre,
I'administration a long terme de MKC8866 n'a causé aucun dommage au pancréas des
animaux, organe qui dépend de I'UPR pour sa

fonction sécrétrice, sans montrer non plus de

o
0 )L
N R
H
OH

Docétaxel, R= 0
modele de xénogreffe de cancer du sein triple Paclitaxel, R= \©
négatif (TNBC) a montré que MKC8866 n'a

aucun effet sur la croissance tumorale en tant que traitement autonome, mais qu'il

signes évidents de toxicité ou de lésions

tissulaires dans les principaux organes!t0:154,

Cependant, une autre étude utilisant un autre

empéche néanmoins la repousse de la xénogreffe apres le retrait de la chimiothérapie,
par le paclitaxel. Le paclitaxel induit I'épissage de XBP1 dans le TNBC et MKC8866
sensibilise de maniére significative les tumeurs de TNBC au paclitaxel dans un modéle
murin de xénogreffe. En fait, I'addition de MKC8866 était suffisante pour bloquer
complétement I'expression de XBP1S induite par le paclitaxel'1%155, ['activité RNase de

I'IRE1 contribue a la production basale des facteurs pro- tumorigenes IL-6, IL-8, CXCL1,

100



du facteur de croissance transformant (TGFB2) et du facteur stimulant les colonies de
granulocytes et de macrophages (GM-CSF), dans les cellules du TNBC. Le paclitaxel
augmente cette production en activant IRE1. L'inhibition de I'activité IRE1 RNase par
MKC8866 dans les cellules cancéreuses du sein entraine une diminution de la production
de ces facteurs pro-tumorigenes!3® 155, Curieusement, MKC8866 n’‘inhibe pas |'activité

d'Irelp chez la levure®*,

MKC9989

Le composé MKC9989 inhibe significativement I'activité RNase de I'IRElo humaine
(CI5=0,23 £ 0,03 uM) et IREla murine (CI5=0,29+0,04 uM), et dans une moindre
mesure, celle de I'Irelp chez la levure (Clso=44 M) in vitro!38. Il inhibe en fait I'épissage

de XBP1 ainsi que I'activité RIDD, avec un effet minimal sur I'activité kinase d’IRE186:138,

MKC9989

B-H09 & B-109

Des chroménones tricycliques dérivées de la synthese chimique d'analogues de 4u8C,

inhibiteurs de I'activité de la RNase d'IRE1, suppriment
HO

puissamment |'expression de XBP1 et induisent I'apoptose.

J En effet, B-H09 (CIs0=0,111uM) est significativement plus
N efficace que I'A-I06 (Clso=7,61 & 9,73 yM) pour inhiber

O , o
B-HO9 Iactivite RNase et |'epissage de I'ARNm XBP1 dans les
cellules de LLC humaines. L'administration en monothérapie de B- A
(6] (6]
HO9 a des souris porteuses de tumeurs de LLC a inhibé la progression
HO O O

de la leucémie en induisant I'apoptose et n'a pas provoqué de toxicité
systémiquel’®, L'expression de XBP1 est également supprimée par
B-109 (CIsp=1,23 uM), un dérivé moins puissant du B-H09, dans 3 B-109

lignées de cellules de LLC humaines. L'inhibition de la croissance résulte I'augmentation

NH

de I'apoptosell®,
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L'ibrutinib, un inhibiteur de la tyrosine kinase de Bruton (BTK), /@
est indiqué dans le traitement des LLC et LCM. L'association de B- P

109 et de l'ibrutinib inhibe la voie IRE1, induit I'apoptose et exerce Nty

un effet cytotoxique synergique dans la LLC, le LCM et dans 4

X
lignées de MM humaines!1®, tN/

\N
/
N
Oeg
(0]
Les biphényles Ibrutinib

Des études in vivo testant de petites molécules, dérivées du salicylaldéhyde,
inhibitrices d'IREla, ont montré une efficacité oncolytique considérablement améliorée

dans les modeles de tumeurs résistantes!>’.

Composé 2

Le composé le plus puissant évalué parmi ceux-ci, le composé 2, améliore
O\

Composé 2

considérablement |'oncolyse des Rhabdoviridae dans les

, , . . . HO
cellules cancereuses. Ce compose cible IREla en inhibant

directement et sélectivement son activité RNase:147.157 Ceci o

conduit a I'activation de la mort apoptotique médiée par la

caspase-21%7,

OICR464 & OICR573

Les composés OICR464 et OICR573 inhibent puissamment I'activité RNase de
I'IREla (CIso= 2,30 £ 0,69 pM et Clso=5,4 * 1,9 uM, respectivement) et IREla
(CI50=5,40 £ 5,2 uM et CIso=11 £ 9,9 uM, respectivement), et dans une moindre
mesure, I'Trelp chez la levure, avec une Cls0=2,20 + 0,39 uM et CI50=6,50 + 0,66 uM,
respectivement. Les écarts-types sont remarquables. En revanche, ces composés n‘ont
aucun effet ou inhibent faiblement I'activité kinase d'IRE113,

N
O\

HO
HO O
~
o) o)
o @
N/\
N

OICR464 OICR573
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b) Les autres inhibiteurs de la RNase

Les inhibiteurs d'IREla accentuent le stress réticulaire et réduisent considérablement
la croissance des tumeurs pancréatiques. Le cancer du pancréas reste une maladie
catastrophique avec un taux de survie a 5 ans de 5%. De plus, la chimiothérapie est
inefficace et de nouvelles options thérapeutiques sont nécessaires. Les inhibiteurs
spécifiques de l'activité RNase d'IREla, tels que STF083010, A-106, 3-éthoxy-5,6-
dibromosalicylaldéhyde et la toyocamycine, ont montré une inhibition de la croissance
dépendante du temps et de la dose dans des essais de prolifération utilisant un panel de
14 lignées de cellules cancéreuses du pancréas, ainsi que dans des modeéles murins in

vivo de xénogreffe du cancer du pancréas!?!,

Toyocamycine

La toyocamycine est un antibiotique analogue de I'adénosine identifié comme un
inhibiteur de I'activation de XBP1 induite par le stress du RE. Elle bloque I'épissage de
I’ARNm XBP1, I'activité RIDD, ainsi que I'expression des génes cibles de XBP15. En effet,
la toyocamycine est un inhibiteur sélectif de I'activité RNase d'IRE1la avec une Cls0=0,08
UM% Elle n'a pas d'incidence directe sur les branches ATF6a et PERK de I'UPR, ni sur la

kinase d’'IRElq in vitro®7.86:110,113,149

La toyocamycine montre une activité antitumorale in vivo dans un modele de
xénogreffe de MM humain, seule ou en combinaison (synergie) avec le bortézomib. La
toyocamycine induit une apoptose marquée dans les lignées cellulaires de MM, y compris

celles résistantes au traitement par le bortézomib, de maniére dose-dépendante86.121,149,

- é,E‘ Une étude de phase I sur la toyocamycine, a également été réalisée
N)jj\g sur les effets antitumoraux possibles chez les patients atteints de
lN/ N tumeurs solides avancées. Toutefois, aucune réponse clinique

o ~o apparente n'a été observée dans cette étude et aucune évaluation

—@"’//OH clinique supplémentaire n'a été prévue. Dans cette étude, la

HO
Toyocamycine toyocamycine n'a montré aucun effet secondaire systémique, tel

qu'un dysfonctionnement d'organe ou une cytopénie et seule une nécrose locale au site
de perfusion aurait été constatée lors de I'administration du médicament dans les tissus

mous49,
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Doxorubicine

Curieusement, la doxorubicine, antibiotique de la famille des anthracyclines, a
récemment été identifiée comme un inhibiteur de I'activité RNase d'IRE167:110.158 gyec
une Clso=20 uM8®, Le mécanisme d'action le mieux établi de la doxorubicine en tant que
médicament chimiothérapeutique consiste a inhiber la topoisomérase II, bloquant ainsi
la réplication de I'ADN et provoquant ainsi son clivage. Cependant, elle présente une
cytotoxicité plus puissante contre les lignées cellulaires
de MM que d'autres lignées de cellules cancéreuses ayant
une activité basale IREla/XBP1 plus basse. La

cytotoxicité de la doxorubicine sur les cellules du MM est

donc indépendante de la topoisomérase II. La

(0] OH O
doxorubicine inhibe I'épissage de XPB1 in vitro et in vivo. Doxorubicine

Comparée a STF083010, la doxorubicine s'est révélée étre plus puissante dans l'inhibition
de I'expression de XBP1 et a entrainé une plus grande cytotoxicité dans plusieurs lignées
cellulaires de MM®8, I| est intéressant de noter qu'elle a simultanément augmenté la
phosphorylation d’elF2o. dans certains types de cellules, suggérant une modulation
rétroactive de la voie PERK!>8, De plus, la doxorubicine est un médicament cardiotoxique,
dl a la génération de ROS, a la dyshoméostasie calcique et a Iinduction du stress

réticulairel22137,

2.7.3. L'interaction protéine-ligand dans le domaine RNase

La structure du domaine RNase IRE1a est composée de neuf hélices o. L'hélice oC fait
partie intégrante de l'interface dimere dos-a-dos des domaines RNases actives d'Irelp.
Les résidus invariants Arg697, Asp723 et Arg730 dans Irelp (correspondant a Arg594,
Asp620 et Arg627 respectivement, dans IREla murin et IREla) forment un pont de sel
essentiel a trois centres sur l'interface dimére dos-a-dos!38. Ces résidus correspondent a
Arg437, Asp463 et Arg470 dans IREla chez A. thaliana (Figure 54.).

Chez I'Homme et la souris, les inhibiteurs de la RNase partagent des modes de liaison
similaires, avec une poche peu profonde qui differe peu entre les especes, nichée au
croisement des hélices a3’, a4 et o5, et alignée par les chaines latérales de Leu886,
Phe889, Arg902, Lys907, Glu913, Leu914 et Pro915 et les résidus catalytiques conservés
sont Tyr892, Arg902, Arg905, Asn906 et His910 138147  |es résidus Tyr892, Arg902,
Arg905, Asn906, Lys907, His910, Leu914 et Pro915 sont conservés dans la protéine
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Irelp chez la levure (Tyr1043, Arg1053, Arg1056, Asn1057, lys1058, His1061, leu1065
et Pro1066, respectivement) et la protéine IRE1a chez I’Arabette des dames, organisme
végétal modele (Tyr766, Arg776, Arg779, Asn780, Lys781, His784, Leu788 et Pro789,
respectivement). La Leu886 est conservée chez la levure (Leu1037) mais ne |'est pas
chez A. thaliana (Ile760). La Glu913 correspond a la Glu787 chez A. thaliana mais elle
est remplacée par I'Asp1064 chez S. cerevisiae. La Phe889, quant a elle, s'aligne avec
Tyr1040 d'Irelp chez la levure et Tyr763 d'IREla chez A. thaliana (Figure 54.).

Les inhibiteurs de la RNase, tels que les HAA se lient a cette poche au niveau du site
actif de la RNase d'IREla via des interactions de type m-stacking avec I'His910 (surface
basale) et la Phe889 (surface apicale) et une liaison hydrogene avec la Tyr89286:138 Dans
cette configuration stable, les HAA sont interposés entre les chaines latérales des résidus
catalytiques de la RNase, Tyr892 et His910, perturbant ainsi la catalyse!l’. L'interaction
essentielle est une interaction hautement spécifique de base de Schiff (imine)
exceptionnellement stable entre le groupement aldéhyde et le groupement amine en ¢
de la Lys9076:67.86,116,117,138,146,147 En raison de I'action de serrage des chaines latérales
Phe889, His910 et Asn906 de part et d'autre de la structure annulaire plane des HAA,
I'interaction de la base de Schiff une fois formée serait protégée des attaques de I'eaul3®
(Cf. V.3.1). Parmi les résidus Lys dans le domaine cytosolique, seule une modification
covalente au niveau de la Lys907 (et dans certains cas Lys599) est observée. Cette
sélectivité a été attribuée a une perturbation spécifique du pKa du groupement amine en
e de la Lys907, entrainant une nucléophilie accrue permettant la formation d'une base
de Schiff avec les inhibiteurs aldéhydes!!’:152, La Lys599 est un résidu de coordination
des phosphates, commun a toutes les kinases enfouies dans la poche de liaison au
nucléotide, alors que la chaine latérale de Lys907 s’enfouie dans le site actif de la RNase.
A |'état natif, les résidus Lys907 et Lys599 sont relativement peu exposés et leur groupe
amine en € a une accessibilité au solvant relativement faible et un potentiel de liaison

hydrogéne faible avec I'eau.
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Figure 54. L'alignement des séquences d’acides aminés d'IRE1.

IRE1a chez Arabidopsis thaliana, Irelp chez Saccharomyces cerevisiae, IREla chez Mus musculus et IREla chez
Homo sapiens. L'intensité de la couleur montre le degré de conservation entre les espéces (Cf. V.2.1).
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2.7.4. Le ligand de la poche interface dimere « Q site »
a) Quercétine

La quercétine est un flavonoide qui active le domaine RNase d'IREla et Irelp et
potentialise I'activation par I’ADP, en se liant a la poche d'interface dimére et induit en

conséquence |'épissage de ’ARNm XBP1. Elle influence marginalement I'activité kinase

d'Irelp tout en améliorant puissamment celle de la RNase, en favorisant la dimérisation
OH O

via son engagement dans le site de liaison de la quercétine,

nommé « Q site »8:138.159 |'interface dimeére s'étend sur

HO
toute la longueur d'IRE1, juxtaposant les domaines kinases

OH
situés a l'extrémité C-terminale de chaque protomere d'IRE1,

Quercetine

qui atteint ainsi une conformation active pour le clivage de I'ARNm XBP1 ou HAC1t441%9,
Inversement, les molécules qui accédent au Q site pour inhiber I'épissage de XBPI1
pourraient étre utilisés pour neutraliser la branche IRE1 de I'UPR, ce qui aurait des effets
bénéfiques dans la lutte contre les cancers, comme le MM, qui dépendent de cette voie

pour leur surviel>®,

b) Kaempférol

Le kaempférol est un flavonol naturel extrait de plantes (Brocoli, fraise...). Dérivé de

la quercétine, c’est un antioxydant qui réduit le stress réticulaire via I'inhibition des trois
OH (0]

branches de la voie UPR. C'est un traitement potentiel pour

certains types de cancer’®. Le kaempférol est un inhibiteur

faible de l'activité kinase d'IRE1, ce qui suggére que sa
OH 14 \ . . . 14 4
Kaempférol capacité a activer la RNase d'IRE1 est principalement mediee

par la liaison au Q site, avec une activité presque équivalente a celle de la quercétine!®.

2.7.5. Les autres modulateurs de I'axe IRE1/XBP1
a) Amiloride

L'amiloride est un diurétique épargneur de K*. Il inhibe complétement I'activation
d'IREla induite par le stress du RE, I'épissage de XBP1 et I'expression subséquente de
BiP. L'amiloride active I'apoptose spécifiquement, induite par le stress chimique du RE,
médiée par les caspasesi®?, Comme l'activation de I'UPR, y compris I'activité de BiP, joue
un rdle protecteur contre le stress du RE, la mort cellulaire induite par I'amiloride serait

donc due a une activation altérée de I'UPR. L'amiloride peut induire la phosphorylation
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d'elF20, ce qui diminue son activité et entraine par la suite une atténuation de la
traduction!®, La phosphorylation d’eIF2a induite par PERK a un role cytoprotecteuri®?,
Une faible dose d'amiloride peut protéger du stress réticulaire en augmentant Iégérement
la phosphorylation d'eIF2a, tandis qu'avec une dose élevée d'amiloride, une induction
élevée/prolongée de la phosphorylation d'elF2a entrainerait une augmentation
synergique de la mort cellulaire. L'amiloride inhibe I'expression de CHOP induite par le
stress du RE. L'amiloride et ses dérivés seraient efficaces dans le traitement du DTII, de

la MH, de la MP et de I'ischémie cérébrale!60,

NH,

H,N™ SN
N cl

o) | X
=
H,NT N7 NH,

Amiloride
b) Irestatine

L'irestatine, un inhibiteur de I'IRElq, inhibe la transcription de XBP1. L'inhibition de
la RNase d'IREla ralentit la croissance des cellules de MM et diminue la survie des cellules
tumorales in vitro et dans des modeles de xénogreffes tumorales sous-cutanées’’:11>, Les
statines sont des principes actifs hypocholestérolémiants bien connus. Les statines
peuvent affecter les événements cellulaires et altérer I'homéostasie en agissant dans la

progression du cycle cellulaire, la signalisation cellulaire et I'intégrité membranaire. En

CF, plus de leur rdle principal dans la réduction du cholestérol, ils

"Se = possedent des propriétés pharmacologiques y compris des
N | propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,

O%‘) antithrombotiques, anti-angiogéniques, hypo-uricémiantes, anti-
\S\”/NH athérosclérotiques, en plus de I'amélioration de la fonction
%N vasculaire et de la protection des cellules B. Ces effets
Irestatine pharmacologiques sont liés & I'atténuation du stress du RE!22, Le

traitement par les statines protége donc contre le stress réticulaire. Les statines inhibent
I'expression de CHOP, de la caspase-12 et de la JNK, réduisent I'apoptose induite par le
stress du RE et régulent négativement I'expression de BiP et de CHOP. Cependant, le
mécanisme d'action des statines dans les troubles liés au stress réticulaire doit encore

étre clarifié davantage!??,
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c) 3,6-DMAD

La N9-(3-(diméthylamino)propyl)-N3,N3,N6,N6-tétraméthylacridine-3,6,9-
triamine (3,6-DMAD) inhibe a la fois l'oligomérisation de I'IREla et son activité
endoribonucléase. L'inhibition puissante de I'épissage de XBP1 par le 3,6-DMAD s'est
révélée cytotoxique vis-a-vis des lignées cellulaires de MM et a supprimé la croissance

de xénogreffe de MM in vivo?/:110:146,

\N/

HN/H
\T N/ T/

3,6-DMAD
Les essais in vitro révelent que les dérivés d'acridine bloquent I'épissage de XBP1 en
interférant avec I'oligomérisation d'IRE1la, en tant que composés avec un nouveau mode
d'action. Le 3,6-DMAD, le plus puissant de cette classe de médicaments, inhibe a la fois

I'oligomérisation et I'activité RNase in vitrole,

d) Resvératrol

Le trans-3,4',5,-trihydroxystilbéne (resvératrol), est un polyphénol naturel qui
est aussi présent dans le vin rouge. Le resvératrol inhibe la prolifération, induit I'apoptose
et surmonte la chimiorésistance dans les cellules de MM humaines!®, C'est un inducteur
efficace de I'apoptose dans divers types de cellules cancéreuses. De plus, il a été rapporté
que le resvératrol inhibe la tumorigenése dans plusieurs modéles animaux. Il provoque

I'arrét du cycle cellulaire et I'inhibition de la prolifération via I'induction de I'UPR dans des
lignées cellulaires de leucémie humainell>,
HO O

OH
S
OH

Resvératrol
En fait, le resvératrol active IREla, induit I'épissage de XBP1 et la phosphorylation
d'IREla et de la JNK en aval, dans les cellules de MM. Ces réponses ont été associées a
la cytotoxicité induite par le resvératrol dans les cellules du MM. Ce dernier inhibe

sélectivement l'activité transcriptionnelle de XBP1 tout en stimulant I'expression des
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molécules régulées par I'axe IRE1/XBP1. Les tests indiquent que le resvératrol supprime
I'activité transcriptionnelle par l'intermédiaire de la sirtuine 1 codée par SIRT1, une cible
moléculaire du resvératrol. Le resvératrol diminue la capacité de liaison de XBP1 a I'ADN
et sensibilise les cellules a I'apoptose induites par le stress réticulaire!!®. Son efficacité
comme anti-myélome est liée a sa capacité a induire le stress, a supprimer les voies de
signalisation constitutives du NF-«xB et a moduler I'expression de protéines régulatrices
apoptotiques®”:119, Le resvératrol induit I'expression de CHOP et des molécules pro-
apoptotiques, en aval de PERK. Il induit donc la réponse au stress du RE et I'induction
des effets pro-apoptotiques représente un nouveau mécanisme sous-jacent a la mort

cellulaire induite par le resvératrol11:137,

3. Conclusion

Quel que soit I'effet de I'inhibition de la RNase d'IRE1 sur les types de cellules dans
I'organisme, le résultat final est une réduction de la charge tumorale et une activité
accrue des cellules immunitaires antitumorales. L'inhibition de la RNase d’IRE1 pourrait
favoriser I'infiltration immunitaire et la destruction des cellules tumorales sans aucun
effet secondaire apparent!10. De ce fait, I'inhibition du domaine RNase augmente I'activité
cytotoxique et antiproliférative contre les cellules cancéreuses, en particulier dans le
contexte du MM, ou XBP1 est connu pour son importance dans la progression
tumorale!10,114,119,120,148 " dy cancer du pancréas!?®14%, du glioblastome résistant!'* et de
différents sous-types de cellules de cancer du seini3, En fait, il semble que l'inhibition
de la voie IRE1a/XBP1 entraine une augmentation du stress du RE, ce qui déclenche
I'activation de PERK. Néanmoins, I'augmentation du stress réticulaire mene a I'UPR
terminale et a I'apoptose’”:148, Les inhibiteurs d'IRE1a provoquent donc un stress dans le

RE et réduisent considérablement la croissance des tumeurst?i,

Le site actif du domaine RNase représente une cible médicamenteuse trés prometteuse
mais limitée car il posséde des poches hydrophobes peu profondes ou inexistantes en
raison de la nécessité d'interactions importantes avec le squelette phosphodiester de
I’ARN138, Hormis cela, de nombreux inhibiteurs de I'activité RNase ont été développés,
brevetés et publiés. Dans cette étude, le site actif du domaine RNase de la protéine IRE1

est choisi pour étre ciblé par des composés xanthoniques.
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V. CHAPITRE IV : Etude « Docking » in silico des xanthones
du mangoustan avec IREla/a

1. Introduction : les xanthoides et la voie UPR

e mangoustanier, Garcinia mangostana L. (Figure 55.), de la famille des

Clusiacées, est un arbre bisannuel a croissance lente qui atteint une hauteur de 6

a 25 m. Originaire de la péninsule malaise, le mangoustanier n'est connu qu'en
culture dans les foréts tropicales du Sud-Est d'Asie (Myanmar, Thailande, Indonésie,
Malaisie, Philippines, Sri Lanka, ...) pour son délicieux fruit, le mangoustan violet, désigné
« reine des fruits » qui peut généralement étre récolté pour la premiére fois aprés 10 ans
(~500/arbre). C'est un fruit violet foncé, voir rougeatre, avec une pulpe consommable
blanche qui ne présente qu'environ 30% du fruit. Ayant une saveur douce un peu acide,
il est transformé en bonbons froids, cremes glacées, cocktails, salades de fruits et
puddings!34162-168 - Traditionnellement, le mangoustan est connu et utilisé depuis des
siecles pour traiter diverses pathologies telles que l'inflammation, la diarrhée, les
douleurs abdominales, la fievre, la dysenterie, |'eczéma, les infections des plaies et les

troubles liés a la tuberculose et a 'ulcére chronique!63-165,169,

Figure 55. Garcinia mangostana L.1%’.
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Selon diverses études in vivo et in vitro, I'extrait du mangoustan posséde une variété
d'activités pharmacologiques, notamment antioxydantes, anti-allergiques, anti-
inflammatoires,  antidiabétiques, antibactériennes, antifongiques, antivirales,
cardioprotectrices, ainsi qu’‘antitumoralesi62164-166,169-172  Fn  effet, [|'extrait du
mangoustan induit une apoptose et diminue la prolifération des cellules cancéreuses de
la prostate dans un modele in vivo de xénogreffe, sans générer de toxicité évidente. Ceci,
en augmentant les taux de la caspase-3 et de la protéine pro-apoptotique BAX. En fait,
I'extrait du mangoustan est un inducteur puissant du stress du RE qui augmente |'activité
des protéines impliquées dans la voie UPR chez les cellules cancéreuses de la prostate,
telles que PERK, CHOP, IRE1a, XBP1, BiP et la caspase-4 ; tout en diminuant I'activité de
ces mémes protéines dans les cellules épithéliales de la prostate!34173, De plus, il a
démontré une diminution des lésions prénéoplasiques dans le colon de rats!®®. Tel que
discuté précédemment (Cf. IV.2.3), les agents inducteurs du stress du RE peuvent étre
utilisés directement comme agents chimiothérapeutiques, seuls ou en combinaison avec
d'autres anticancéreux. Ils provoquent la mort cellulaire en induisant des sorties

cytotoxiques des voies de signalisation UPR4,

Le mangoustan est une source riche en polyphénols bioactifs, tels que les xanthones,
les proanthocyanidines, les anthocyanines et les acides phénoliques. Parmi ceux-ci, les
xanthones, des polyphénols tricycliques, sont les principaux métabolites secondaires
extraits du péricarpe, de 6 a 10 mm134163,163,170 (Figure 55.). Ce sont des métabolites
secondaires bioactifs obtenus a partir d'une famille de plantes supérieures, de
champignons et de lichens. Environ 1 000 xanthones différentes ont été isolées de
sources naturelles dont 70 xanthones sont présentes dans le fruit et son péricarpe, les
feuilles, I'écorce, le duramen et les racines de Garcinia mangostana L.163,165166,170,173,174,
L'a=-mangostin, la premiére xanthone isolée, en 1855, est la xanthone la plus abondante
(>35%) dans l'extrait du fruit. C'est une xanthone isoprénylée, qui a recu le plus
d'attention pour ses propriétés thérapeutiques, y compris les activités antifongiques,
anticancéreuses,  antibactériennes,  antioxydantes, antipaludiques et anti-
inflammatoires163:166:173,174 '| 'q-mangostin inhibe la prolifération et induit I'apoptose dans
diverses lignées de cellules cancéreuses, telles que le cancer de la prostate!3#166, |e
cancer du c6lon?’>, la leucémiel’®, le carcinome de la langue!”’, etc... En fait, ce composé
module les voies de signalisation intracellulaires, telles que SERCA et MAPK. De plus, il

module I'activité des chaperonnes et des protéines impliquées dans la voie UPR134175,
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En effet, I'a-mangostin inhibe la prolifération, diminue la viabilité, induit I'arrét du cycle
cellulaire au stade G1 et induit I'apoptose dans les cellules cancéreuses de la prostate.
L'administration de I'a-mangostin augmente les marqueurs du stress réticulaire, tels que
PERK, CHOP, IRE1 et XBP1S dans les cellules cancéreuses, mais pas dans les cellules
épithéliales de la prostate!l34166:178 De plus, I'a-mangostin augmente I'expression de la
caspase-3 et celle du facteur pro-apoptotique BAX, tandis qu'il diminue celle du facteur
anti-apoptotique BCL-2, entrainant finalement une apoptose dans les cellules du
carcinome de la languel”’, Cependant, dans des essais in vitro de S-]J Kim et ses
collaborateurs en 2012, I'a-mangostin n‘augmente pas le stress du RE, alors qu'il réduit
le stress induit chimiquement par la thapsigargine!’>. In vivo, l'a-mangostin active
I'autophagiel’>178, L'activité, le mécanisme d'action et l'effet chez I'homme de I'a-
mangostin et des autres xanthones du mangoustan demandent a étre étudiés plus

profondément.

a-mangostin, Ry=CH3 R;=H
B-mangostin, R;=R,=CHs
y-mangostin, R;=R,=H

Les xanthones les plus étudiées sont I'a=, p- et y-mangostin, la garcinone E, la
gartanine, la  8-désoxygartanine, la cudraxanthone et Ila 9-
hydroxycalabaxanthone. Ce sont les xanthones les plus abondantes dans le
péricarpel34165170,173 | 3 gartanine, isolée a partir du péricarpe et du fruit entier de
Garcinia mangostana L., montre une activité antitumorale contre diverses lignées de
cellules cancéreuses, y compris le cancer du poumon a petites cellules, le cancer de la
vessie et de la prostate'®>. De plus, La garcinone E est rapportée pour ses effets
apoptotiques, antimitotiques et antiprolifératifs dans le cas du cancer de l'ovaire. Elle
induit le stress réticulaire, active la voie d'IREla et augmente I'expression du facteur
CHOP et de la chaperonne BiP172.

113



Gartanine, R=0H
8-désoxygartanine, R=H Garcinone E

Cudraxanthone 9-hydroxycalabaxanthone

Ayant comme bagage les études sus-citées, traitant des xanthones et, afin de pouvoir
valoriser sa chimiotheque de produits naturels et d’hémisynthése en tant que
modulateurs de la voie UPR, le laboratoire SONAS (Substances d'Origine Naturelle et
Analogues Structuraux), en collaboration avec I'équipe FUNGISEM de I'IRHS (Institut de
Recherche en Horticulture et Semences), teste ses molécules sur un modeéle de
Saccharomyces Cerevisiae dont Irelp est l'unique effecteur de la voie UPR.
Antérieurement, différentes classes chimiques ont été testées et, a ce jour, plusieurs hits
potentiels ont été identifiés comme inhibiteurs de la voie UPR en agissant sur I'IRE1, dont
des xanthones isolées du mangoustan, I'a-mangostin et la garcinone E. Nous nous
intéressons donc, dans ce projet, a I'étude de I'amarrage et du mode d'action des
xanthones principales du péricarpe du mangoustan, au sein de la protéine IRE1. Ce projet
permettra de mieux comprendre le mode de liaison des molécules naturelles

xanthoniques inhibitrices au sein du domaine RNase de I'TRE1.

2. Matériels & Méthodes

2.1. L'alignement des séquences d'acides aminés

Tout d'abord les séquences d’AA correspondant a la protéine IRE1a chez Homo sapiens
(UniProtkB:075460), IREla chez Mus musculus (UniProtKB:Q9EQY0), Irelp chez
Saccharomyces cerevisiae (UniProtKB:P32361) et IREla chez Arabidopsis thaliana
(UniProtKB:Q9C5S2) sont téléchargées en format FASTA a partir du site uniprot.org, via

le portail UniProtkB>3, Ensuite, I'alignement de ces séquences est effectué grace au
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programme d'alignement de séquences multiples Clustal Q, version 1.2.4, disponible en
ligne via la plateforme de l'institut européen des bio-informatiques EMBL-EBI!®, Enfin,
le résultat est téléchargé en format .jvl afin d'étre visualisé dans le logiciel JalView,

version 2181, (Figure 54.)

2.2. Le choix des structures cristallines 3D

Les structures cristallines en 3D du domaine cytosolique (kinase-RNase) d'IREla chez
H. sapiens, IREla chez M. musculus et Irelp chez S. cerevisiae sont disponibles en ligne
dans la banque de données des protéines (PDB-101, rcsb.org)82, avec une résolution
allant de 6,6 A & 2,14 A. La structure 3D d'IRE1 chez A. thaliana n'est pas disponible.

2.2.1. Chez Homo sapiens

Espéce PDBID Séquence Résolution (R)  R-Value free/R-Value Work Référence

3P23 547-977 2,7 0,294/0,235 141
4U6R 540-977 2,5 0,246/0,202 183
4Z7H 562-977 2,9 0,225/0,200 3
" 427G 562-977 2,6 0,226/0,203
-§ 4YZD 562-966 3,102 0,273/0,232
[
g 4YZC 562-966 2,494 0,289/0,247 142
§ 4Y29 562-966 2,463 0,283/0,235
5HGI 547-977 2,584 0,247/0,213 150
6HX1 562-964 2,14 0,268/0,217 .
6HVO 562-977 2,73 0,269/0,212
6URC 574-977 2,2 0,274/0,220 185

Tableau 2. Les structures cristallines du domaine cytosolique de la protéine IRE1a humaine.

Parmi les structures présentées dans le Tableau 2, 3P23, 4U6R, 4Z7H, 427G, 4YZD,
5HGI et 6HVO sont co-cristallisées avec un ligand et possédent une résolution 22,5 A.
Elles seront écartées en amont. Afin d'affiner le choix parmi les quatre co-cristaux
restants, les structures sont visualisées sur le site de la PDB (PDB-101, rcsb.org) avec le

parameétre couleur « By Density Fit » et les autres parameétres par défaut.

La protéine 6HX1 montre la meilleure résolution (2,14 A) et la meilleure densité
électronique de la chaine latérale au niveau de la poche de liaison du site actif de la
RNase. Ces parametres sont cruciaux pour le choix de la protéine. Meilleure est la qualité

de ces parametres, meilleure sera la prédiction de I'orientation et la conformation du
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complexe ligand-protéine. La protéine 6HX1 sera retenue pour I'étude in silico. Ci-
dessous la représentation la structure 3D de la protéine 6HX1 coloriée selon la densité
électronique, ainsi que le résumé des valeurs de validation et de qualité de la structure
(Figure 56.).

Key: Color by Density Fit

Poche de_liaison

Metric Percentile Ranks Value
Rfree I I W 0.264
Clashscore NN 1
Ramachandran outliers EEENN 0
Sidechain outliers NN - 1.2%
RSRZ outliers I [ — 1.5

Worse Better
0 Percentile relative to all X-ray structures

[ Percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Figure 56. La structure 3D de la protéine 6HX1 et le résumé des valeurs de la résolution.

Les valeurs présentées dans le graphique ci-dessus sont par rapport a des structures
d’une résolution similaire dans I'archive de la PDB. Il est préférable que tous les curseurs
se trouvent a droite dans la zone bleue. Le Tableau 3 adapté du site de la PDB (PDB-
101, rcsb.org) vise a expliquer brievement les termes employés dans le graphique des

Curseurs .
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C'est une mesure de l'ajustement du modéle a un petit sous-ensemble de
données expérimentales. Des valeurs plus faibles et des différences plus petites

Rfree/R . . . A -
ree/ entre les deux statistiques sont généralement meilleures. Reee doit &tre supérieur
a R car il est calculé en utilisant des réflexions non utilisées dans le raffinement.
Ce score fournit des détails sur les contacts trop étroits entre des paires
d'atomes dans le modéle qui sont inhabituellement proches les uns des autres. Ce
Clashscore

score est défini comme le nombre de chocs pour 1000 atomes (y compris les
hydrogenes).

Un résidu est considéré comme une valeur aberrante du tracé de Ramachandran
si la combinaison de ses angles de torsion ¢ et g (décrivant la conformation d'un
Ramachandran squelette protéique) est inhabituelle. Ce score pour une entrée est calculé comme
outliers le pourcentage de valeurs aberrantes Ramachandran par rapport au nombre total
de résidus dans l'entrée pour lesquels I'évaluation des valeurs aberrantes est
disponible.

Les chaines latérales des protéines adoptent principalement certaines
(combinaisons de) valeurs d'angle de torsion préférées (appelées rotaméres ou
conformeéres rotamériques). Une conformation de la chaine latérale d'un résidu est
Sidechain considérée comme une valeur aberrante si son ensemble d'angles de torsion n'est
outliers pas similaire a une combinaison préférée. Le score des valeurs aberrantes de la
chaine latérale est calculé comme le pourcentage de résidus avec une conformation
de chaine latérale inhabituelle par rapport au nombre total de résidus pour lesquels
I'évaluation est disponible.

La valeur R dans l'espace réel (RSR) est une mesure de la qualité de
I'ajustement entre une partie d'un résidu et les données dans I'espace réel. Le RSR
Z-score (RSRZ) est une normalisation du RSR spécifique a un type de résidu et a
un bac de résolution. RSRZ est calculé uniquement pour les acides aminés et
RSRZ outliers  nucléotides standard dans les chaines de protéines, d'ADN et d'ARN. Un résidu est
considéré comme une valeur aberrante RSRZ si sa valeur RSRZ est supérieure a 2.
Le score des valeurs aberrantes RSRZ tel qu'indiqué dans le graphique est calculé
comme le pourcentage de valeurs aberrantes RSRZ par rapport au nombre total de
résidus pour lesquels RSRZ a été calculé.

Tableau 3. L'explication des termes de la PDB.

2.2.2. Chez Mus musculus

Espéce Séquence Résolution R-Value free/ Inhibiteur Référence
ID (R) R-Value Work RNase
4PL3 550-977 2,9 0,234/0,201 MKC9989
Mus 138
musculus 4PL4 550-977 3 0,276/0,210 OICR464
4PL5 550-977 3,4 0,285/0,222 OICR573

Tableau 4. Les structures cristallines de la protéine IRE1a murine.

Ces trois co-cristaux représentent le domaine cytosolique entre la Pro550 et la Leu977,
contenant le domaine kinase et le domaine RNase (Tableau 4.). Ces protéines sont les
seules, disponibles sur la PDB, co-cristallisées avec des inhibiteurs de la RNase
(MKC9989, OICR464 et OICR753). Bien que la protéine 4PL3 soit co-cristallisée avec
I’ADP et I'ion Mg?* en plus de I'inhibiteur MKC9989, la structure 4PL3 présente la meilleure

résolution et les valeurs R les plus basses. De plus, elle présente la meilleure densité
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électronique au niveau de la poche de liaison du domaine de la RNase. Elle est donc
retenue pour I'amarrage des inhibiteurs RNase. Ci-dessous la structure 3D de la protéine
4PL3 coloriée selon la densité électronique ainsi que les valeurs de résolution de la

structure (Figure 57.).

Key: Color by Density Fit

,“
N2 0l

lj’ Q)

PDB 4PL3
Metric Percentile Ranks Value
Rfree I o 0.239
Clashscore i)
Ramachandran outliers N 1.4%
Sidechain outliers N 14.9%

RSRZ outliers IS
Worse Better
I Percentile relative to all X-ray structures

[l percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Figure 57. La structure 3D de la protéine 4PL3 et le résumé des valeurs de la résolution.

Malgré les scores médiocres pour certaines valeurs, 4PL3 est le cristal ayant la

meilleure qualité chez la souris, pour cette étude.
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2.2.3. Chez Saccharomyces cerevisiae

Espece PDBID Séquence ReS((alAu)tlon R-Value free/R-Value Work Référence

o Partie luminale,

K 2RIO 658-804, 907- 2,4 0,266/0,222 139

0

5 1115

S | 3FBV 641-1115 3,2 0,283/0,235 144

§ 3L10 658-1115 3,2 0,224/0,217

>

g 3L]1 658-1115 3,33 0,284/0,263 159

| .

& 3LJ2 658-1115 3,33 0,293/0,254

Q

§ 3SDM 641-1115 6,6 0,317/0,286 "
3SDJ 641-1115 3,65 0,287/0,248

Tableau 5. Les structures cristallines du domaine cytosolique de la protéine IRE1p de la levure.

Au regard du nombre limité de valeurs biologiques des tests effectués chez la levure
et en raison de la médiocrité de la résolution de la structure protéique au niveau du
domaine RNase (Tableau 5.), I'étude de I'amarrage des xanthones avec la protéine Irelp
sera abandonnée pour le reste du projet. Ci-dessous la représentation 3D des domaines
RNase de deux protéines, celle de 3LJ0 (a gauche) et celle de 2RIO (a droite), coloriées
selon la densité électronique. Les poches de liaison du site actif de la RNase montrent
une qualité médiocre de la densité électronique détectée au niveau des chaines latérales.
De plus, certaines structures, telles que 2RIO, nécessitent une optimisation et une
modélisation de la structure de la chaine latérale qui manque dans le co-cristal disponible

en ligne (Figure 58.).

PDB 3LJ0

- : PDB 2RIO
Key: Color by Density Fit

Figure 58. La structure 3D du domaine RNase des protéines 3LJ0 et 2RIO.
2.3. La préparation des ligands

Toutes les structures 2D des ligands sont dessinées a l'aide du logiciel ChemDraw®
(PerkinElmer Informatics), version 16. Puis, le fichier contenant chaque molécule est
sauvegardé en format .sdf. Ensuite, la structure d’énergie minimale de chaque molécule

est obtenue avec le champs de force MMFF94187 en utilisant la fonction « minimize
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MMFF94 energy » du logiciel LigandScout® (Inte:Ligand GmbH), version 4.3. Puis le
fichier est sauvegardé sous le format .mol2. Dans le cas spécifique des inhibiteurs
aldéhydes, la fonction aldéhyde est substituée par -CH*-N?- afin de forcer la formation
d'une base de Schiff avec la Lys907. Le modeéle ou la liaison covalente n’est pas forcée

est étudié aussi.

2.4. L'amarrage « Docking » des ligands sur le logiciel GOLD®

La technique du « Docking » est une approche informatique qui permet de prédire, en
se basant sur la structure tridimensionnelle d'une protéine et d'un ligand, les interactions
les plus probables du ligand au niveau du site actif de la protéine. C'est une prédiction
de la position, de l'orientation et de la conformation accessibles au ligand pour interagir
avec la cible protéique. Le logiciel GOLD® (Genetic Optimisation for Ligand Docking)88,
version 5.6.3, disponible au laboratoire SONAS est utilisé a cette fin. C'est un programme
d'amarrage de ligand automatisé qui utilise un algorithme génétique pour explorer la
gamme complete de flexibilité des conformations du ligand avec la flexibilité partielle des
chaines latérales de la protéine. C'est une approche « clé /serrure ». Les sites de liaison
aux protéines présentent une reconnaissance hautement sélective des petites molécules
organiques, dans la mesure ou I'évolution les a équipés d'une « serrure »
tridimensionnelle complexe dans laquelle seules des « clés » spécifiques pourront
s'insérer. Les interactions attendues sont des propositions a la suite de |'observation des
répétitivités des interactions entre les molécules fortement actives et le site actif de la
protéine (récepteur). Apres |'application de ~100 000 opérations génétiques, I'algorithme
présente |'amarrage avec les scores les plus élevés. Les propositions d'interactions les
plus probables sont classées avec un score théorique appelé « PLP.Fitness score »,
d'apres le calcul fourni par I'algorithme génétique. Naturellement, le fitness score va étre
différent d'un amarrage a I'autre, tout en restant dans le méme ordre de grandeur, méme

en appliquant des contraintes et des parametres identiques a chaque fois!88,

Un large éventail de contraintes peut étre utilisé pour garantir, par exemple, que les
interactions clés des liaisons H soient remplies, ou pour biaiser les résultats d'amarrage
vers un motif de liaison connu. Dans le cas des aldéhydes, par exemple, si la liaison
covalente est forcée dans les paramétres de GOLD®, le fitness score doublera au
minimum de valeur, montrant une tres grande affinité et probabilité de la formation de
la base de Schiff.
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Afin de procéder a I'amarrage, tout d’abord les hydrogenes sont ajoutés a la structure
de la protéine choisie a partir de la PDB, en format .pdb. Puis, les résidus d'eau sont

supprimés, selon leur existence dans le co-cristal.

A& GOLD Setup - x

Conf file: ‘ Load | | Save

Global Options BHX1
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Templates Select proteins to use: Load Protein | |Superimpose Proteins...

Proteins

Define Binding Site
Select Ligands
Configure Waters
Ligand Flexibility
Fitness & Search Options
GA Settings
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Constraints

Atom Typing
Parallel GOLD

iBHX1

Global Options BHX1

Protonation & Tautomers
Extract/Delete Waters Protonation Rules: | “‘
Delete Ligands
Flexible Sidechains Add Hycrogens
Soft Potentials
Metals Residue Set: All Protein Residues
Constraints Fiip Asn Gin  His Tautomers
Covalent
Interaction Motif HIS579 A Edit selected residue

HIS622 A ND1H

HISEED A

HISE78 A NE2H

HISB8D A Set Protonation
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Global Options 6HX1

Protonation & Tautomers
Extract/Delete Waters
Delete Ligands [J HoH1101 ~
Flexible Sidechains [ HoH1102

Soft Potentials [] HOH1103

Metals [ HoH1104

Constraints [] HOoH1105

Covalent [ HoH1106

Interaction Motif [ HoH1107

[ HoH1108

[ HoH1109

[ HOH1110

[ HoH1111

[ HoH1112

[ HOH1113

[ HoH1114

[ HOH1115
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[ HoH1117
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[ HoH1119

[ HoH1120

[J HoHN21

[ HoH1122

[ HoH1123

[ HoH1124 v

Extract Waters For Docking  |Delete Remaining Waters

Waters

Le site de liaison sélectionné est la poche de liaison au niveau du domaine RNase, a
une distance de 10 A autour de I'amine du résidu Lys907 (Cf. IV.2.7.3). Dans le cas de
la protéine 4PL3 co-cristallisée avec I'inhibiteur de la RNase, le ligand est extrait de la

structure afin de libérer la poche de liaison au niveau du domaine RNase.
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La configuration du mode
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La vitesse automatique est choisie pour I'algorithme de recherche.

Global Options BHX1
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Select Ligands
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Ligand Flexibility
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Atom Typing
Parallel GOLD

@ Automatic
() Preset
() User defined

Search effidency: I %Yo

[ Min ops 10000 [ Max ops 125000

Library Screening | Virtual Screening Ensemble Default Very Flexible

Ensuite le ligand préparé précédemment en format .mol2 est sélectionné pour

I'amarrage et dans les parametres de la flexibilité du ligand, I'option de détection des

liaisons hydrogene est activée.

Global Options 6HX1

Wizard

Templates

Proteins

Define Binding Site
Select Ligands
Configure Waters
Ligand Flexibility
Fitness & Search Options
GA Settings
Output Options
Constraints

Atom Typing
Parallel GOLD

Global Options GHX1

Ligand File GA Runs

1 de DISA0,42.mol2| 10

First Ligand Last Ligand

1 last

Wizard

Templates

Proteins

Define Binding Site
Select Ligands
Configure Waters
Ligand Flexibility
Fitness & Search Options
GA Settings
Output Opticns
Constraints

Atom Typing
Parallel GOLD

[ Alip pyramidal N
Detect internal H bonds

Explore ring conformations
[ flip ring corners
Flip all planar R-NR1R2
RingNHR @) fip O rotate () fix
RingNR1IR2 @) fip O rotate O fix
Flip protonated carboxylic acds

<{0=C)-oH @ fip O rotate

[ Fiip amide bonds

[[] Match template conformations

Use Torsion Angle Distributions

Fie: [DEFALLT

Postprocess Rotatable Bonds

Fiie: [DEFALLT

[ Fix Ligand Rotatable Bonds

fixc all fix all but terminal fix spedfic |Specfy Bonds

123



Dans le cas de I'amarrage d’un aldéhyde, un hydrogene est supprimé au niveau de la

Lys907 afin de forcer la formation d'une base de Schiff.

&3 Hermes
File  Edit Selection Display Calculate Descriptors GOLD
H Unde: Select Atom Ctrl+Z cts [] Show b
Pickir Redo: Not Available Ctri+¥ 0
Atom Copy Image to Clipboard Ctrl+C Tiling: ﬁ
Molecu Edit Structure Ctrl+B
Dack Add Hydrogens Ctrl+H
Auto-Edit Ligand Ctrl+T
G Correct Ligand Connectivity Ctrl+P
Group oy

Docking Solutions

Puis la contrainte de la liaison covalente est définie dans les paramétres de I'amarrage
en sélectionnant I'azote de la Lys907 et I'azote de la fonction -CH*-N% substituant la

fonction carbonyle de I'aldéhyde.

Global Options BHX1

Protonation & Tautomers
[ Defi lent docki
Extract/Delete Waters =fine covalent dockng

Delete Ligands Protein link atom: NZ, L5907

Flexible Sidechains
Soft Potentials

Metals Ligand link mode: (@ Atom () substructure
Constraints
Covalent
Interaction Motif Ligand link atom: N, 1
Substru :

Le résultat est sauvegardé sous le format .sdf, afin d'étre visualisé dans le logiciel

LigandScout®.

Global Options BHX1

Wizard File Format Options Information in File Selecting Solutions
Templates
Proteins Output file format: @ Same asinput () sDfile (O Mal2
Define Binding Site
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Ligand Flexibility
Fitness & Search Options
] i .
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[ Create links for different binding modes {based on RMSD dlustering)

Distance between dusters: | 0.75

Certaines étapes de ce protocole d'amarrage sont susceptibles de changer dans des
prochaines mise a jours du logiciel...

2.5. L'étude des interactions ligand-protéine

Le logiciel LigandScout® est utilisé afin de visualiser en haute qualité I'interaction
ligand-protéine en 3D, ainsi que la génération des pharmacophores 2D et 3D. Le modéle
de pharmacophore 3D basé sur les interactions chimiques importantes de la structure du
complexe IRE1l-xanthone est généré a l'aide de LigandScout®. Le criblage virtuel

(screening) des xanthones dans ce pharmacophore 3D génere un « Pharmacophore Fit
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Score » qui mesure l'ajustement géométrique des caractéristiques de la molécule au
modele de pharmacophore 3D, a titre de comparaison. Un fit score plus élevé indigue un
meilleur ajustement au modele et un meilleur alignement géométrique des
caractéristiques du composé sur le pharmacophore 3D, Un minimum de trois
interactions est exigé pendant le criblage effectué de la librairie des huit xanthones du

mangoustan.

3. Résultats & Discussion

3.1. Validation du site de liaison

Dans cette partie, I'amarrage de quelques inhibiteurs références de la RNase,
disponibles dans la littérature (Cf. IV.2.7.2), est effectuée avec les deux protéines 6HX1
et 4PL3, afin de valider la poche de liaison de ces inhibiteurs avec le domaine RNase et
d'avoir des valeurs de références (Tableau 6.) auxquelles comparer les scores générés
durant I'amarrage des xanthones. Deux cas de figures sont étudié : avec ou sans liaison
covalente. Les scores présentés dans le tableau ci-dessous sont générés en résultats de
I'amarrage de ces inhibiteurs sans fixer la contrainte de la liaison covalente. Ce sont des
valeurs comparables de la méme grandeur que les scores générés par les xanthones (Cf.
V.3.2). En revanche, les Fitness scores ont tendance a doubler dans le cas ou la liaison

covalente est fixée dans les parametres du logiciel GOLD®.

PLP.Fitness Score
Inhibiteur 6HX1 4PL3

HO )
29,5 38,9

3,5-diiodosalicylaldéhyde

HO. (0] (0]
_ 29,2 51,9
4u8c
Ox
HO
DOV
L)~ 49,2 60,6

Q

N
\

MKC3946
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O\
51,4 51,0
29,2 63,3
MKC9989 ™
O\
HO
~o ° 38,7 60,1
)
OICR464 ‘
LS
O=S‘=O
N 45,9 58,8
h OO
STF083010

Tableau 6. Les scores PLP.Fitness (GOLD®) des inhibiteurs références de la RNase.

Ci-dessous sont présentés les poses de linhibiteur de la RNase, le 3,5-
diiodosalicylaldéhyde (DISA) avec la protéine 6HX1 (Figure 59.). Dans le cas de
I'amarrage en fixant la contrainte de la liaison covalente, la base de Schiff se produit en
orientant la fonction aldéhyde du DISA vers le résidu Lys907. Cependant I'amarrage du
méme inhibiteur sans fixer la contrainte de la liaison covalente montre une orientation
de la fonction aldéhyde de I'inhibiteur DISA vers le résidu Lys888 pour former une liaison
H avec I'ammonium de ce résidu. Les interactions ligand-protéine sont donc modifiées
quand on fixe la contrainte de la liaison covalente qui influence aussi sur le PLP.Fitness

Score en l'augmentant presque du double.
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PDB 6HX1
PLP.Fitness Score 46,2

PDB 6HX1
PLP.Fitness Score 29,5

Figure 59. Les poses de l'inhibiteur DISA avec 6HX1, avec ou sans liaison covalente.

Le site de liaison des inhibiteurs connus de la RNase a la protéine 6HX1 est défini par
les résidus Asp885, Lys888, Phe889, Asn906, Lys907, His910, Glu913 et Leu914 (Figure
60.).

PDB 6HX1

Figure 60. Dockiné du 3-méthoxy-6-bromosalicylaldéhyde dans le site actif d'IRE1a.
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Celui de la protéine 4PL3 est défini par les résidus Phe889, Thr891, Tyr892, Asn906,
Lys907, His910, Glu913 et Leu914 (Figure 61.).

Asng9o6 L\ K {

PDB 4PL3

Thr891 =

Lys888
Figure 61. Docking du 3-méthoxy-6-bromosalicylaldéhyde dans le domaine RNase d'IRE1a.

3.2. Les résultats de I'amarrage des xanthones avec IREla/a

L'amarrage des xanthones du péricarpe du mangoustan est réalisé avec le logiciel
GOLD®. Les résultats du docking de ces composés sont présentés dans le tableau ci-
dessous (Tableau 7.). Sachant que le modéle murin est inévitable dans le
développement de nouveaux actifs chez I'humain (PBD 6HX1), I'amarrage des xanthones

du péricarpe du mangoustan est aussi réalisé avec la protéine 4PL3 murine.

PLP.Fitness Score

Ligand 6HX1 4PL3

64,4 80,3

Garcinone E

55,8 68,1

HO O OH

o-mangostin
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54,7 62,8

53,7 65,5

53,5 72,5

52,2 69,1

51,3 57,6
=

O o O o~ 46,0 63,6

OH

Cudraxanthone

Tableau 7. Les scores PLP.Fitness (GOLD®) des xanthones du mangoustan.

La numérotation suivante des composants du squelette xanthonique sera utilisée pour
I"étude des interactions ligand-protéine des xanthones du mangoustan avec le domaine
RNase de la protéine IREla (PDB 6HX1) et IRE1a (PBD 4PL3) (Figure 62.).

O OR

OR'

Figure 62. La numérotation du squelette xanthonique.
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3.2.1. Garcinone E

PDB 6HX1
PLP.Fitness Score 64,4

Figure 63. Docking de la garcinone E dans le domaine RNase d'IRElq.

La garcinone E présente le meilleur fitness score dans le docking effectué dans les
deux protéines. La meilleure pose suggérée par le logiciel GOLD® montre deux liaisons
hydrogenes (LH) entre le carbonyle de I'acide terminal du Glu913 comme accepteur (ALH)
et les deux phénols du cycle C. L'isoprényle

Phe889

en position 8 montre une interaction de type
Lys888

Van der Waals (VDW) avec le cycle

Asp885 :
aromatique du Phe889, ainsi que la chaine  Thr8ss L

latérale et principale des résidus His910 et ~— "1\ ~¢ ¢
Leu914. L’hydroxyle en position 1 du cycle
A est engagé dans deux LH. D'un cOté en
tant que donneur de liaison H (DLH) avec le
carbonyle de la fonction acide de I'Asp885 Fiiﬁt'er;§$n2e92?§i2”322°£_“1§r§1§? des

et d’'un autre coté, en tant qu’ALH, de la part de I'ammonium de la Lys888. Enfin,
I'isoprényle sur la position 2 du cycle A interagit via une liaison de type VDW avec le

méthyle de la chaine principale de la Thr884.
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PDB 4PL3
PLP.Fitness Score 80,3

i

@4
W%
b4
1

Figure 65. Docking de la garcinone E dans le domaine RNase d'IRE1a.

L'interaction de la garcinone E avec la protéine 4PL3 montre une LH entre le carbonyle
de l'acide terminal de la Glu913 comme ALH et I'hydroxyle en position 6 du cycle C.
L'isoprényle en position 5 montre une interaction de type VDW avec le cycle aromatique
de la Phe889 et de la chaine principale de la Leu914. L'isoprényle en position 2 interagit
avec la Thr891 via une liaison VDW. L'hydroxyle en position 3 du cycle A est engagé dans
une LH en tant que ALH et DLH avec le phénol de la Tyr892. Enfin, des interactions de
type n-n stacking se forment entre le cycle A et le résidu Phe889 d’'un coté et entre le
cycle B et le résidu His910 de l'autre coté. Contrairement a celle chez I'Homme, la
conformation de la poche de liaison chez la souris permet l'interaction de type n-n
stacking entre les cycles du squelette xanthonique et les cycles des résidus Phe889 et
His910.

Glug13 Leug14

>

Phe889

Thr891 Tyr892
Figure 66. Le pharmacophore 2D des interactions garcinone E-IRE1la.
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3.2.2. a-mangostin

Gluo13 PDB 6HX1

PLP.Fitness Score 55,8

Phe889

Figure 67. Docking de I'a-mangostin dans le domaine RNase d'IRE1q.
Le docking de I'a-mangostin avec 6HX1 montre une LH entre le carbonyle de la

fonction acide de I’Asp885 et I'hydroxyle en position 1 du cycle A. L'isoprényle en position

Lys888 2 montre une interaction de type VDW
: avec le cycle aromatique de la Phe889.
Thress Le carbone aromatique en position 4
montre une interaction VDW avec la

Phesso  chaine latérale et principale de la

Leu914, ainsi que la chaine latérale de la

Glu913. Le carbonyle en position 9 du

Leugi4
Glug13 cycle B est un ALH du NH3* de la Lys888.

Figure 68. Le pharmacophore 2D des interactions a-
mangostin-IREla.

interagit via une liaison de type VDW avec le méthyle de la chaine principale de la Thr884

L'isoprényle sur la position 8 du cycle C

et la chaine latérale de I’Asp885.
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N Leu9ig K\
r ’ A N A

Glug13

PDB 4PL3
PLP.Fitness Score 68,1

Figure 69. Docking de I'a-mangostin dans le domaine RNase d'IREla.

Le docking de I'a-mangostin chez la souris montre une LH entre le carbonyle de la
fonction acide de la Glu913 et I'hydroxyle en position 6 du cycle C. L'isoprényle en position
2 montre une interaction de type VDW avec le cycle aromatique de la Phe889 et la chaine
latérale et principale de la Thr884. L'hydroxyle en position 3 du cycle A est engagé dans
une LH en tant que ALH et DLH avec le phénol de la Tyr892. Le carbone aromatique en
position 4 montre une interaction VDW avec la Phe889. Le carbone en position 5 interagit
avec la Phe889 et la Leu914 via une liaison de type VDW. Finalement, une interaction de

type n-n stacking se forme entre le cycle A et le cycle aromatique de la Phe889.

Thr884 Phe889

Leugi4

S
Glug13

Figure 70. Le pharmacophore 2D des
interactions a-mangostin-IRE1a.
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3.2.3. Cudraxanthone

Asp885

PDB 6HX1
PLP.Fitness Score 46,0

Figure 71. Docking de la cudraxanthone dans le domaine RNase d'IRE1la.
Le docking de la cudraxanthone montre que l'isoprényle en position 2 opére une

interaction de type VDW avec la chaine latérale du cycle aromatique de la Phe889 et la

chaine carbonyle de la Thr891. Le carbone aromatique en position 4 montre une

Leugig4
Asp885
Lysgo7 o v
Q OH’
4
o T
0 A
Lys888
HO
o— Phe889g

Thr891

Figure 72. Le pharmacophore 2D des
interactions cudraxanthone-IRE1a.

interaction VDW avec la chaine latérale et
principale de la Lys888, ainsi que le cycle
aromatique de la Phe889. De plus, d'une part,
une LH entre le carbonyle de la fonction acide de
I'Asp885 et I'hydroxyle en position 5 du cycle C
se forme. D'autre part, une autre LH se forme
entre le méme hydroxyle et 'ammonium de la
Lys888. Le cycle aromatique C montre une
latérale et

interaction VDW avec la chaine

principale de la Leu914.
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Etonnement, la cudraxanthone est la seule parmi les xanthones étudiées chez
I'Homme a interagir avec I'ammonium de la Lys907 via une interaction cation-n avec le
cycle aromatique A, en plus de l'interaction avec le résidu Thr891. La cudraxanthone se
distingue des autres xanthones en partageant le méme co6té de la poche de liaison que
les inhibiteurs références. Les xanthones du mangoustan dans cette étude présentent
des interactions avec le site de liaison au niveau du domaine de la RNase. La plupart
s'engagent dans la poche de liaison des inhibiteurs RNase mais du coté opposé a celui

des inhibiteurs de référence sauf pour la cudraxanthone (Figure 73.).

PDB 6HX1

Figure 73. La pose de lI'a-mangostin et la cudraxanthone dans la poche de liaison d'IREla.
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s \ //
PDB 4PL3 Y 4 n
PLP.Fitness Score 63,6 '

Figure 74. Docking de la cudraxanthone dans le domaine RNase d'IRE1a.

Cependant, le docking de la cudraxanthone chez la souris montre une interaction de
type VDW entre l'isoprényle en position 3 et la chaine latérale du cycle aromatique de la
Phe889 et la chaine latérale de la Leu914. Le carbone aromatique en position 4 montre
une interaction VDW avec I'hétérocycle azoté du résidu His910. Le cycle C forme une
interaction VDW avec le cycle aromatique de la Phe889. Enfin, des interactions de type
n-n stacking se forment entre le cycle A et le résidu His910 d’un coté et entre le cycle B

et le résidu Phe889 de I'autre coté (I'inverse de la garcinone E).

Hisg10

Leugi4

Phe889
Figure 75. Le pharmacophore 2D des interactions cudraxanthone-IRE1la.
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3.2.4. Les interactions ligand-protéine

Le résidu Lys888 chez la souris s'éloigne du site actif par I'orientation de sa chaine

principale vers l'extérieur de la poche. Ceci explique l'interaction de ce résidu avec les

xanthones dans le docking avec la protéine 6HX1 et I'absence de cette interaction avec

la protéine 4PL3. Le résidu Phe889, quant a lui, est orienté vers l'intérieur du site actif

de 4PL3 d'une maniere qui cache le résidu Lys888 et qui permet une interaction de type

n-n stacking avec les xanthones. Ce genre d'interaction n’est pas observé avec la protéine

6HX1. De méme, |'orientation du résidu His910 dans la protéine 4PL3 lui confere la

capacité d'interagir avec les ligands via une interaction de type n-n stacking avec la

protéine IRE1la. Ce type d'interaction n’est pas observé avec la protéine IRE1a.

6HX1

Type d’interaction

ALH

DLH

VDW

n-n stacking

Cation-r stacking

Thr884

3

Asp885

&

Lys888

&3

Phe889

Thr891

Lys907

His910

Glu913

Leu914

Pro915

X B XK

Tableau 8. Les inter

actions xathones-IREla (6HX1).

4PL3

Type d’interaction

ALH

DLH

<

DW

n-n stacking

Cation-r stacking

Asp885

Phe889

&3

Thr891

Tyr892

Lys907

3
&

His910

X RRX

&3

Glu913

Leu914

2 ¢

Tableau 9. Les interactions xathones-IREla (4PL3).
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3.3. Validation du modele

3.3.1. Le modele semi-quantitatif

L'amarrage des inhibiteurs de la RNase rapportés dans le chapitre III (Cf. IV.2.7.2)
est réalisé a |'aide du logiciel GOLD® dans les deux modeles, 6HX1 humain et 4PL3 murin.
Sachant que ces inhibiteurs possedent des fonctions aldéhydes, deux méthodes
d’'amarrage ont été testées : en forcant la formation d’'une base de Schiff dans les
parametres du logiciel dans la premiere méthode et en laissant les paramétres de la
liaison covalente par défaut dans la deuxieme méthode. Néanmoins, dans les deux cas,
les tests biologiques et les valeurs de Clso des inhibiteurs de la RNase disponibles dans
|la littérature ne sont pas suffisants pour permettre la construction d'un modele quantitatif
prédictif robuste de I'activité inhibitrice d'une molécule donnée en interaction avec le site
actif. Le jeu de données exploitables des Clso in vitro est de n=16 chez
I'Homme116,117,138,147,152,156 'n=7 chez la souris3® et n=4 chez la levure!38, Un couple de
valeurs biologiques in vivo est rapporté par Volkmann et ses collaborateurs chez I'Homme
et la levurel#’, Le nombre limité de valeurs exploitables ne permet donc pas de déduire
une corrélation entre les valeurs réelles (Clso) et les valeurs prédictives calculées par
GOLD® (R?<0,30). Le calcul de valeurs biologiques prédictives n'étant pas possible avec
le jeu de données actuel, le reste de cette étude se concentre sur le caractére qualitatif

des interactions protéine-ligand.

3.3.2. Le modéele qualitatif

Grace aux interactions observées entre les xanthones et les protéines IREla et o lors
du docking effectué sur le logiciel GOLD®, un modele de pharmacophore 3D est généré
a 'aide de LigandScout® (Figure 76.).
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Hisg10

Leuog1

Asp885
.‘ Glug13

Phe889

Lys888 y.

PDB 6HX1 6

Thr891

PDB 4PL3 Asp885 <Hid
Lys9o07
Tyr892 Phe880 _.‘
Gluogi13
Thr891

Qe

Hisg10

\9 A-DLH \. ALH DLH VDW s n-1 stacking

Figure 76. Le pharmacophore 3D des interactions xanthones-IRE1a/a.

Le criblage virtuel de la librairie des huit xanthones avec les modeles 3D de
pharmacophore génére des Pharmacophore Fit Scores présentés dans le Tableau 10 ci-

dessous.
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Pharmacophore Fit Score

6HX1 4PL3
75,1 97,0
66,9 86,2
66,7 86,2
B-mangostin
\
0o OH
“" O Z 66,7 105,2
y-mangostin
66,5 105,7
66,0 87,0
65,9 96,1
57,3 77,0
9-hydroxycalabaxanthone

Tableau 10. Les scores Pharmacophore Fit (LigandScout®) des xanthones du mangoustan.

140




Le fit score le plus élevé indique un meilleur alignement géométrique des
caractéristiques du composé sur le pharmacophore 3D. Chez I'Homme c’est la gartanine
et c'est la garcinone E chez la souris. Pendant le criblage virtuel, le logiciel LigandScout®
aligne les ligands en fonction de leurs caractéristiques sur le pharmacophore 3D dans
I'espace a I'aide d'un algorithme. Une forte corrélation entre les Pharmacophore Fit scores
et les PLP.Fitness scores est observé dans le modéle murin (R2 = 0,79) (Figure 77.). Ce

type de corrélation n’est pas observé dans le modele humain.
120,0

110,0

y=1,31x+4,33
100,0 R2=0,79
®

90,0

80,0

70,0

Pharmacophore Fit Score

60,0

50,0
50 55 60 65 70 75 80 85

PLP.Fitness Score

Figure 77. La droite de régression du Pharmacophore Fit Score en fonction du PLP.Fitness
Score dans le modéle murin.

VI. Conclusion & Perspectives

Les travaux effectués durant ce projet permettent de mettre en évidence I'importance
de la voie UPR et plus précisément celle de la voie IRE1 conservée a travers des especes.
De plus, ce projet montre I'implication de la voie UPR via ces trois branches, IRE1, ATF6
et PERK dans |'étiologie, I'épidémiologie et la symptomatologie de diverses maladies
humaines. Dans certains états pathologiques, comme le diabéte, il peut étre bénéfique
de soulager le stress du RE et/ou de bloquer certaines sorties de la voie UPR dans les
cellules B pancréatiques’®, alors que dans d'autres affections, telles que les infections
virales, induisant un stress du RE, I'induction et I'activation de I'UPR peut étre nécessaire
pour obtenir un effet thérapeutique. Le développement de nouveaux composés actifs sur

la voie UPR, non seulement dans le traitement du cancer, mais aussi dans d'autres
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maladies connues pour étre associées au stress du RE, telles que les maladies
cardiovasculaires, inflammatoires et neurologiques, est une piste qui fournit un large
éventail de possibilités. Toutefois, compte tenu de la diversité des fonctions de I'UPR chez
les plantes et les mammiferes et comme chaque branche de I'UPR peut mener a la survie
ou a la mort des cellules, tout nouvel agent thérapeutique doit étre testé avec soin sur
des organismes modeles appropriés, afin d'éviter des effets secondaires inattendus, voire
des résultats diamétralement opposés a ceux souhaités. Une activation inappropriée de
I'UPR peut également étre nocive en tuant la cellule ou méme en la protégeant de la

mort, lors d'une transformation néoplasique ou d'une infection virale’*.

La nature conservée de la voie IRE1 combinée aux stratégies in silico, fournissent une
multitude d'outils pour étudier les interactions ligand-protéine et désigner des hits
potentiels naturels ou hémisynthétiques, tout en prenant en compte les parametres
pharmacocinétiques (ADME) et les cinqg régles de Lipinski. Au vu du nombre limité des
modulateurs connus de I'UPR et encore moins ceux de I'IRE1, cette étude expose le
potentiel des xanthones du péricarpe du mangoustan, ressource renouvelable et peu
coliteuse de xanthones naturelles, en tant qu’inhibiteurs du domaine RNase de la protéine
IREla chez I'Homme et IREla chez la souris. De plus, cette étude permet la validation
d’'un modele quantitatif avec 4PL3 chez la souris. Cette action inhibitrice des xanthones
pourrait étre bénéfique dans diverse pathologies humaines. Par exemple, I'inhibition de
I'UPR est associée a une virulence atténuée et a une augmentation spectaculaire
(dramatique) de la sensibilité aux antifongiques®. Cependant, a ce jour, la validation in
vivo des inhibiteurs de I'UPR dans les modéles précliniques pertinents pour le patient fait
encore défaut. Il est difficile de savoir quelle population de patients répondrait aux
modulateurs de I'UPR et plus précisément ceux de la RNase de la protéine IRE1. Pour
cela, un modeéle d’'inhibition de I'UPR (Irelp) chez la levure est mis en place par I'équipe
FUNGISEM du laboratoire IRHS en collaboration avec le laboratoire SONAS. Ce test

biologique permettrait de valider un modéle quantitatif chez la levure.

Finalement, dans le domaine de la santé végétale, ces molécules potentialiseraient les
mécanismes de défense naturels de la plante et pourraient étre la solution pour lutter
contre certains phytopathogénes. Ces molécules pourraient se substituer seules a I'usage
des pesticides et fongicides utilisés actuellement dans la lutte chimique ayant des effets
néfastes pour I'Homme et |'environnement, ou en association et limiter ainsi I'usage de

ces derniers.
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Annexe

Inhibiteurs des protéines chaperonnes
0SU03012, MAb159, 17-AAG

Inhibiteurs ERAD
Bortézomib, Eerl

Inducteurs du stress
Tunicamycine, Castanospermine, 1-désoxynojirimycine, Hydropéroxyde de t-butyle,
2-désoxy-D-glucose, DTT, p-mercaptoéthanol, BFA, AMF-26, Golgicide A, A23187,
thapsigargine, acide cyclopiazonique, BHQ, Dihydrocélastrol, célastrol, CBD, THC

Inhibiteurs du stress
TUDCA, 4-PBA, Vaticanol B, Flurbiprofene

Modulateurs de PERK

Inhibiteurs GSK2606414, GSK2656157, AMG PERK 44, ISRIB,

Activateurs DHBDC, Icariine, Composés A, B et C
Modulateurs d’ATF6

Inhibiteurs Céapine-A1, Céapine-A7, AEBSF, Mélatonine

Activateurs Apigénine, Baicaléine, Composés 147 et 263

Inhibiteurs de la Kinase IRE1
Activateurs RNase APY29, Sunitinib, 1NM-PP1
Inhibiteurs RNase KIRA 1, UPRM8, GSK2850163, FIRE

Inhibiteurs de la RNase IRE1
HAA

3,5-diiodosalicylaldéhyde, 3-méthoxy-6-
bromosalicylaldéhyde, 3-éthoxy-5,6-dibromosalicylaldéhyde
Naphtaldéhydes  STF083010, A-106, MKC3946, MKC3987
Coumarines 4u8c, CB5305630, MKC8866, MKC9989, B-H09, B-109
Biphényles Composé 2, OICR464, OICR573

Autres inhibiteurs de la RNase IRE1
Toyocamycine, Doxorubicine

Salicylaldéhydes

Activateurs RNase IRE1
Quercétine, kaempférol

Autres modulateurs d'IRE1
Amiloride, Irestatine, 3,6-DMAD, Resvératrol
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CHAMAS Mohamad

La conception par modélisation moléculaire de nouveaux actifs xanthoniques,
inhibiteurs de la protéine IRE1 impliquée dans la voie UPR (Unfolded Protein Response)

La voie UPR est impliquée dans la régulation systémique du métabolisme protéique,
lipidique et glucidique. De plus, cette voie interagit avec de multiples cascades de
signalisation impliquées dans la mort cellulaire programmée, l'inflammation, la
prolifération, la croissance... Chez les mammiferes, les signaux induisant I'UPR sont
transduits via trois capteurs UPR situés au niveau de la membrane du RE : IRE1, PERK
et ATF6. Parmi ceux-ci, la voie médiée par IRE1 est la plus conservée chez les
eucaryotes et son inhibition semble étre bénéfique dans la lutte contre la progression
de certaines pathologies. Dans le domaine médical, la voie UPR est impliquée dans
multiples maladies métaboliques, neurodégénératives et inflammatoires chez
I'hnomme.

Cette étude permet de mettre en évidence I'importance de la voie UPR et son
implication via ces trois branches dans la gravité et la progression de diverses
affections pathologiques. De plus, elle montre le nombre restreint, disponible dans la
littérature, des modulateurs de la voie UPR. Ce projet permet de mettre en évidence
le potentiel des xanthones du péricarpe du mangoustan, grace a une étude d’amarrage
in silico, en tant qu‘inhibiteurs du domaine RNase de la protéine IREla chez I'Homme
et IREla chez le modele murin. Cette action inhibitrice pourrait étre bénéfique dans
diverse pathologies humaines, animales et végétales.

Mots-clés : UPR, IREla, xanthone, Mangoustan, Docking, Pathologie

The design by molecular modelling of new xanthonic active agents, inhibitors of the
protein IRE1 involved in the Unfolded Protein Response (UPR) pathway

The UPR pathway is involved in the systemic regulation of protein, lipid and
carbohydrate metabolism. In addition, this pathway interacts with multiple signalling
cascades involved in programmed cell death, inflammation, proliferation, growth... In
mammals, the signals inducing UPR are transduced via three UPR sensors located in
the RE membrane: IRE1, PERK and ATF6. Among these, the pathway mediated by
IRE1 is the most conserved in eukaryotes and its inhibition seems to be beneficial in
the fight against the progression of certain pathologies. In the medical field, the UPR
pathway is involved in multiple metabolic, neurodegenerative and inflammatory
diseases in humans.

This study highlights the importance of the UPR pathway and its involvement via
these three branches in the severity and progression of various pathological
conditions. In addition, it shows the limited number available in the literature of
modulators of the UPR pathway. Moreover, this project highlights the potential of
xanthones of the mangosteen pericarp, through an in-silico docking study, as
inhibitors of the RNase domain of the protein IREla in humans and IRE1la in the murine
model. This inhibitory action could be beneficial in various human, animal and plant
pathologies.

Keywords: UPR, IREla, xanthone, Mangosteen, Docking, Pathology



