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INTRODUCTION

J’ai eu I’opportunité de réaliser un stage d’une durée d’un an et demi au sein du CIC-CPCET
de Marseille, au cours duquel le Professeur Blin m’a confié une mission de chef de projet dans
le cadre d’un essai clinique de phase I (premiére administration a I’homme) d’une molécule

développée dans la maladie de Charcot-Marie-Tooth.

Cette molécule (Sephinl) possédait un mécanisme d’action atypique, en interagissant sur
I’une des 3 voies de I’Unfolded Protein Response (réponse aux protéines mal conformées ou
UPR). Cette réponse UPR est impliquée dans un grand nombre de pathologies, notamment les
maladies neurodégénératives, le diabéte, le cancer et les maladies inflammatoires. Le premier
objectif ce travail était d’abord de réaliser un tableau synthétique reprenant les différentes
molécules en développement interagissant avec ce systéeme, ou sur ses effecteurs en aval. Une
partie importante de I’activit¢ du CIC-CPCET de Marseille concerne les maladies
neurodégénératives. Au regard de I’impact de ces maladies en terme de santé publique, j’ai
donc concentré ce travail sur les molécules avec un potentiel thérapeutique dans les maladies

neurodégénératives.

A la suite d’un Master Il en évaluation clinique au sein de I’Université Claude Bernard Lyon |,
et d’un stage auprés du laboratoire Servier, j’ai pu appréhender 1’importance du plan de
développement clinique d’un médicament. J’ai ainsi apporté un caractere dynamique a ce
travail : présentation du ‘pipeline’ des molécules en développement dans les maladies
neurodégénératives et mise en avant des molécules les plus prometteuses pour la prise en
charge de ces maladies. Afin d’obtenir la ‘Big Picture’ des molécules en développement,
plusieurs parameétres qui impactent le développement d’un médicament ont été pris en compte,
notamment les preuves d’efficacité in vitro et in vivo, la sécurité d’emploi, les caractéristiques

physico-chimiques, la pharmacocinétique et les éventuels effets indésirables.
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J’ai défini le champ de ce travail en fonction du nombre important de molécules en
développement interagissant avec le systeme UPR, ou ses effecteurs en aval : priorisation des
molécules agissant sur I’une des trois voies de I’'UPR (PERK, ATF6 et IRE1a) avec un focus
particulier sur les molécules déja entrées en phase de developpement clinique. Pour les
molécules agissant sur des effecteurs indirects, un tableau synthétique resumera leurs

caractéristiques et un focus sera fait sur les molécules en phase de développement clinique.

En ciblant le systtme UPR, c’est la cause de la maladie qui est ciblée (I’accumulation de
protéines mal conformeées dans les cellules). Un futur médicament issu de cette liste de
molécules permettrait, a terme, de prendre en charge ces maladies de fagcon curative et non
symptomatique. En ciblant spécifiquement la ou les causes de ces maladies, c’est-a-dire la
mise en place de la réponse UPR, une méme molécule pourrait étre efficace dans plusieurs
pathologies neurodégénératives différentes. En effet, le systtme UPR se déclenche lors d’un
stress du réticulum endoplasmique, sans préjuger de la protéine impliquée dans la
physiopathologie d’une maladie donnée. De plus, ce systéme est impliqué dans d’autres types
de pathologies (dés lors qu’il y a un stress du Réticulum Endoplasmique : stress oxydatif,
infection virale, surcharge en protéines mal conformées). Ainsi une molécule pourrait aussi

étre efficace dans plusieurs catégories de maladies (métaboliques, virales, cancer, etc.).

L’objectif de ce travail sera donc de discuter a la fois des molécules interagissant avec le
systeme UPR les plus « druggable » et avec le meilleur rapport bénéfice-risque. Nous verrons
que le systeme UPR est complexe et que les nombreux cross-talk entre les voies de I’'UPR
rendent difficile I’interprétation des effets thérapeutiques. Agir simultanément sur plusieurs
branches pour potentialiser ’effet de ces molécules, tout en diminuant les éventuels effets
indésirables pourrait étre une des solutions envisagées pour la prise en charge, a terme, des

pathologies neurodégénératives.
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METHODOLOGIE

Une stratégie de recherche en 4 étapes successives a permis la réalisation de ce travail, définit
comme une revue de littérature portant sur les molécules en cours de développement agissant
sur le systeme UPR, et possédant des propriétés justifiant leur développement dans les

maladies neurodégéneératives.

La premiére étape a consiste a définir une liste de mots-clefs. Cette liste a été utilisée sur la
base de données MEDLINE, sur la période 2000 — 2020, en utilisant la fonction de recherche
avancée. Les mots clefs utilisés lors de cette recherche étaient les suivants :

- Unfolded protein response (UPR) ou Endoplasmic Reticulum stress (ER stress)

- Et Neurodegenerative disease ou Neurodegenerative disorder

- Et small molecule et/ou development

L’objectif de cette premiére recherche était d’identifier des articles de revue de la littérature
portant sur le sujet, et ainsi de dégager une premiere ‘Big Picture’ des molécules en cours de
développement. Une trentaine d’articles ont pu étre identifiés, traitant d’une cinquantaine de

molécules modulatrices de I’UPR.

La seconde étape a consisté a extraire les molécules citées ainsi que la bibliographie relative a
chaque molécule (articles source), permettant d’obtenir environ 150 articles ‘sources’. Ce
travail préliminaire a permis de dégager plusieurs axes de recherche autour des molécules

interagissant sur le systeme UPR.

Ensuite, lors de la 3°™ étape, des recherches complémentaires ont été effectuées sur
MEDLINE. D’abord, des molécules ciblant plus spécifiquement des sous-effecteurs du
systeme UPR ont été recherchées a I’aide d’une liste de mots-clefs balayant les différentes
cibles du systeme UPR ou de ses effecteurs (directs ou indirects, situés ena mont de la réponse

UPR ou en aval), tel que :
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- PERK (PKR-related endoplasmic reticulum kinase)

- ATF6 (Activating transcription factor)

- IREL1 (Inositol requiring enzyme 1)

- elF2a (Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1)

- PPP1R15A/GADD34 (Growth arrest and DNA damage-inducible protein ou Protein
phosphatase 1 regulatory subunit 15A)

- ERAD (Endoplasmic reticulum-associated degradation)

- Chemical Chaperones (proteostasis promoter)

- BIiP/GRP78 (Endogenous chaperone promoters)

- XBP1 (X-box binding protein 1)

- ATF4 (Activating Transcription Factor 4)

- JNK (c-Jun N-terminal kinases)

- GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3)

- PDI (Protein disulfide-isomerase)

- Calcium pathway

- HSP (Heat Shock Protein)

- Proteasome pathway

Cette recherche a permis de compléter la liste initiale des 50 molécules identifiées lors de

I’étape 1.

Toujours durant la 3*™ étape, afin de gagner en exhaustivité, une recherche portant sur les
molécules identifiées précédemment ou leurs analogues a été réalisée par recherche sur
MEDLINE. Le nom, la classe chimique ou le mécanisme d’action des molécules a donc été
recherchée. Cette étape a permis d’identifier une centaine de molécules interagissant avec le

systeme UPR.

Apreés analyse de la littérature, une liste de 5 maladies neurodégénératives s’est dégagée

(Maladie d’Alzheimer ou AD, Maladie de Parkinson ou PD, Sclérose latérale amyotrophique
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ou ALS, Maladie de Charcot-Marie-Tooth ou CMT et Chorée de Huntington ou HD). En
effet, bons nombres de publications montrent que le systeme UPR est particulierement activée
dans ces maladies et de nombreux travaux sont en cours pour développer des thérapies ciblant

I’UPR dans ces maladies.

Lors de la 4°™ et derniére étape, un tri a été fait afin de se focaliser sur les molécules en
développement dans les maladies neurodégénératives, et principalement les cing citées
précédemment. Les articles traitant des molécules en développement sur des thématiques
n’étant pas en lien avec la neurologie ont été exclus (cancers, maladies métaboliques,
psychiatriques, cardiaques, virales, bactériennes, fungiques, parasitaires, inflammatoires).

Cette stratégie de recherche a permis de sélectionner une liste finale d’environ 70 molécules.

Ce travail détaillera les principales caractéristiques des molécules identifiées, a savoir leur
mécanisme d’action, les maladies étudiées et les articles de référence. Le pipeline des
molécules sera présenté en fonction des mécanismes d’action. Le focus sera fait sur les
molécules soit ayant montrées des résultats encourageants d’efficacité sur des modeles in vitro

ou in vivo, soit sur les molécules entrées en phase de développement clinique.

La voie de I’UPR la plus étudiée dans les pathologies neurodégénératives est la voie PERK.
Ainsi les molécules en développement interagissant avec cette cible seront détaillées, tandis
que celles interagissant avec les voies IRE1la et ATF6 seront rapidement passees en revue.
Pour les molécules interagissant avec des effecteurs indirects du systeme UPR, seules les

molécules en phase de développement clinique seront abordées plus en détails.

Afin de Vérifier le stade de développement clinique des molécules ayant débutées les essais

cliniques, chaque molécule a été recherchée sur le site https://clinicaltrials.gov/. D’une fagon
génerale et dans I’optique de decrire les molécules les plus ‘prometteuses’, 1’accent sera mis
sur les molécules deja entrées en phase de développement clinique. De méme 1’existence de
brevets en cours de validité pour les molécules présentées a été Vérifiée sur
https://patents.google.com/. Les étapes décrites dans cette partie sont détaillées en annexe 2
(figure 37).

21


https://patents.google.com/

PARTIE | PERTURBATIONS DE LA SYNTHESE
PROTEIQUE DANS LES MALADIES
NEURODEGENERATIVES : MECANISMES ET
PHYSIOPATHOLOGIE

Chapitre 1 Physiologie : Biosynthese protéique et Unfolded Protein
Response

11 BIOSYNTHESE PROTEIQUE : MECANISMES ET IMPLICATIONS

La biosynthese des protéines est un processus dynamiqgue qui a lieu dans les cellules. Elle se
décompose en 4 étapes distinctes. La premiere est la transcription des génes de I’ADN, codant
pour une protéine donnée, en ARN pré-messager. Cet ARN pré-messager va subir des étapes
de maturation, jusqu’a obtenir un ARN messager (ARNmM), qui va étre exporté depuis le
noyau cellulaire vers le cytoplasme, ou a lieu la traduction des ARNm en protéines. Ce
processus est effectué par I’intermédiaire des ribosomes, qui sont situés dans le cytoplasme ou
sur la membrane du réticulum endoplasmique (RE). En fonction du type de protéines
synthétisés, une 4eme étape peut étre nécessaire : les modifications post-traductionnelles qui
permettent a la protéine de prendre sa conformation spatiale définitive. Elles ont lieu dans le
réticulum endoplasmique ou I’appareil de Golgi. Cette section a été écrite a [’aide de Horton
etal., 1994 ; Cau et al., 2012 et des travaux de Jaspard (http://biochimej.univ-angers.fr/). Les

différentes étapes de la biosynthése protéique sont résumées dans le schéma ci-dessous :
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Figure 1 : Les étapes de la biosynthése protéique
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1.1.1 Transcription de I’ADN en ARNm

La transcription des genes de I'ADN en ARN pré-messager a lieu dans le noyau. Pour chaque
gene, un seul brin de 'ADN est transcrit. C’est I'ARN polymérase qui va catalyser la réaction
de synthése de I’ARN pré-messager, depuis I’extrémité 5° de ’ADN vers I’extrémité 3°. Chez
les eucaryotes, c’est I’ARN polymérase de type II (Pol I) qui est chargé de synthétiser I’ARN

messager.
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L’initiation de la transcription a lieu aprés la formation d’un complexe impliquant [ARN
polymérase + facteurs de transcription + séquence ADN du promoteur], appelé ‘complexe de
pré-initiation de la transcription’. Un médiateur (Mediator) va se fixer au complexe de pré-
initiation de la transcription, il possede un réle de co-activateur et régule ainsi l'activité de la
Pol II, notamment en communiquant les signaux de régulation des divers facteurs de
transcription liés a 'ADN a Pol Il (caracteres inhibiteur ou inducteur des facteurs de
transcription). La terminaison de la synthése de I’ARN a lieu au niveau des séquences
consensus, Pol II va alors couper le brin d’ARN pré-messager, permettant sa libération dans le

noyau cellulaire.

1.1.2 Maturation de I’ARN pré-messager en ARN messager

La maturation de I'ARN pré-messager a également lieu dans le noyau. Le brin d’ARN pré-
messager va subir des modifications, afin, a la fois de le protéger une fois dans le cytosol et de
I’adresser, ensuite, vers le bon compartiment cellulaire. Les étapes de maturation de I’ARN
pré-messager comportent 1’addition d’une coiffe et d’une queue polyadénylée a I’ARN et son

épissage.

1.1.2.1 Addition de la coiffe au niveau de |’extrémité 5’ de ’ARN

pré-messager :

Une coiffe va étre ajoutée sur I’'une des extrémités de I’ARN pré-messager. Celle-ci possede
plusieurs fonctions : elle va permettre de protéger I’ARN messager de la dégradation par des
enzymes (exonucléases notamment), et faciliter son adressage vers le cytosol par
I’intermédiaire des pores nucléaires. Dans un deuxiéme temps, la coiffe est reconnue par le
facteur de transcription EIFAE (Eukaryotic translation initiation factor 4E), ce qui permet

ensuite de recruter les ribosomes et donc d’initier la traduction des ARN messagers.
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La réaction d’addition de la coiffe est catalysée par 3 enzymes : polynucléotide 5'-
phosphatase, ARNm guanylyl-transférase et ARNm [guanine-N (7) -] -méthyl-transférase, qui
catalysent la fixation de la 7-méthylguanosine sur le premier nucléotide de I'ARN, sur

Pextrémité 5°.

1122 Fixation d’une queue polyadénylée a [’extréemité 3’ :

La fixation de cette queue de nucléotides d’adénine (50 & 200 nucléotides en général) est
réalisée par 1’enzyme poly(A)-polymérase. Elle va permettre de stimuler la terminaison de la
transcription, de protéger les ARNm de la dégradation et également de permettre 1’adressage

des ARNm vers le cytoplasme.

1.1.2.3 Epissage de [’ARN pré-messager

Cette étape essentielle permet d’aboutir a I’ARN messager mature. Elle consiste a exciser les
introns, c’est-a-dire les sections de génes ne codants pas pour un polypeptide et d’episser les
exons, qui sont les brins codants de I’ARN pré-messager. Ces réactions sont catalysées par un

complexe appelé spliceosome qui permettra d’obtenir I’ARN messager mature.

L'ARN pré-messager, aprés avoir subi ces 3 étapes devient mature : c’est I'ARN messager. |l
est ensuite exporté vers le cytoplasme via les pores nucléaires, ou il va étre adressé vers les

ribosomes pour entamer 1’étape de traduction de I’ARNm en protéines.

Les étapes de maturation de I’ARN pré-messager en ARN messager sont résumées dans le

schéma ci-dessous :
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Figure 2 : La maturation de I’ARN pré-messager en ARN messager
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1.1.3 Traduction de I’ARNm en protéine

La traduction permet la synthése de protéines a partir de I’information contenue dans
I’ARNm. Elle a lieu dans le cytoplasme au niveau des ribosomes, fixés ou non a la membrane
du Réticulum Endoplasmique. Une machinerie complexe permet de synthétiser la protéine a
partir de I’ARNm, nécessitant la présence d'ARN de transfert (ARNt) chargés avec les acides
aminés correspondants et d'énergie sous forme de GTP (Guanosine triphosphate). La synthese
peptidique s'effectue depuis l'extrémité N-terminale de la protéine vers son extrémité C-

terminale.

Le siege de la traduction des ARNm sont les ribosomes qui constituent des complexes

ribonucléoprotéiques universels. Chez les eucaryotes, ils sont constitués de 2 sous-unités :

- Petite sous-unité 40S : elle est capable de fixer ’ARNm et est responsable de la lecture
des triplets codants.
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- Grande sous unité 60S : elle peut fixer les ARNt, et ainsi catalyser les liaisons
peptidiques afin de former la protéine.

Plusieurs étapes sont nécessaires pour la fixation d’un peptide : initiation, élongation et

terminaison de la traduction : ¢’est un processus cyclique.

1.1.3.1Initiation

Les 2 sous-unités du ribosome sont initialement dissociées. La sous-unité 40S du ribosome est
chargée de la lecture de I’ARNm, ’initiation va démarrer une fois que celle-ci a reconnu le
codon d’initiation (codon AUG). Un ARN de transfert spécifique, appelé ARNt M ou ARNt
de démarrage, va reconnaitre ce codon d’initiation grace a son anticodon complémentaire, et
porter le premier acide aminé de la protéine (Méthionine initiale, commune a toutes les

protéines).

L’interaction entre le codon d’initiation de ’ARNm et ’anticodon de démarrage de I’ARNt
est I’élément déclencheur du démarrage de la traduction. Le facteur d’initiation de la
traduction elF2 va hydrolyser une molécule de GTP, permettant le recrutement de la sous

unité 60S du ribosome, et le début de I’¢longation apres fixation de la Méthionine.

1.1.3.2Elongation

Au cours de I’élongation, 3 étapes permettent la fixation d’un nouvel acide aminé le long de la
chaine polypeptidique en formation. D’abord le décodage : la petite sous-unité du ribosome va
progresser le long de I’ARNm en lisant les codons. Les facteurs d’¢longation sont

responsables de la fixation des ARNt correspondant (anticodon) et de I’hydrolyse du GTP.

Ensuite la formation de la liaison peptidique, elle est catalysee par la grande sous-unité du

ribosome et permet d’attacher I’acide aminé a la chaine polypeptidique de fagon covalente.
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Enfin la translocation, le ribosome déplace alors un codant vers 1’avant sur I’ARNm,
permettant de passer a la lecture du codon suivant, ce processus est également facilité par des

facteurs d’¢élongations.

1.1.3.3Terminaison

A la fin de la synthése de la protéine, la petite sous-unité va lire un ‘codon-stop’. Ce message
aboutit a la libération de la protéine et du brin d’ARNm, puis au détachement des sous-unités
ribosomales, qui vont alors étre a nouveau disponible pour entamer la synthése d’une nouvelle
molécule. Le méme brin d'’ARNmM pourra resservir avant d’étre détruit, pouvant participer a la

synthese consécutive d'environ 10 a 20 protéines.

Une fois la protéine libérée, elle va étre transportée pour étre amenée a son lieu d’utilisation,
qui peut étre intracellulaire, membranaire ou encore extracellulaire. Ce message est porté par

le peptide signal qui permet d’adresser la molécule vers le bon compartiment.

1.1.4 Modifications post-traductionnelles et réle du Réticulum

Endoplasmique

En fonction du type de protéine synthétisée, des modifications post-traductionnelles peuvent
étre nécessaires pour aboutir a une protéine fonctionnelle. L’étape de traduction de I’ARNm
de ces protéines est alors effectuée par des ribosomes ancrés a la surface du réticulum
endoplasmique. L’ARNmM est situé dans le cytoplasme et la protéine en cours de synthése va
emprunter le translocon, situé sur la membrane du réticulum endoplasmique afin de finir sa
synthese dans la lumiere du réticulum endoplasmique. En effet, les modifications post-

traductionnelles ont lieu dans le réticulum endoplasmique et/ou dans I'appareil de Golgi.
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De nombreux types de modifications post-traductionnelles existent : clivage de chaine
polypeptidique, acétylation, hydroxylation, sulfonation, glutamylation, ubiquitinylation,

formation de ponts disulfures, glycosylation ou encore phosphorylation.

Les modifications post-traductionnelles qui se déroulent dans le réticulum endoplasmique
rugueux (ou RE) sont nécessaires pour les protéines secrétées et les protéines membranaires.
Deux types de modifications y sont effectués : la glycosylation, necessaire a la sécrétion des
glycoprotéines et la formation de pont-disulfure, qui permet d’assurer une bonne conformation

spatiale a certaines protéines et est nécessaire a leur fonctionnement.

Les glycosylations aboutissent a la formation de glycoprotéines, plus hydrosolubles, leur
permettant de passer dans la circulation générale. Le processus de glycosylation commence
dans la lumiere du réticulum endoplasmique pour aboutir dans I’appareil de Golgi, les

protéines seront adressées dans un second temps a I’extérieur de la cellule.

Concernant le repliement spatial des protéines, les enzymes catalysant ces réactions sont
appelées protéines chaperonne. Dans la famille des protéines chaperonne, on peut citer la PDI
(Protein disulfide-isomerase) qui catalyse la formation des ponts disulfures, les HSP (heat
shock protein ou protéines de choc thermique), ou encore la calnexine ou la calreticuline qui

aident au bon repliement des protéines.

Un systéeme de contr6le du repliement des protéines va permettre de déterminer si la
conformation spatiale des proté€ines est correcte. Si ce n’est pas le cas, ces protéines vont étre

ubiquitinylées puis adressées vers le protéasome pour étre détruites.
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1.2 SYSTEMES DE LUTTE CONTRE LES PROTEINES MAL
REPLIEES : L’UNFOLDED PROTEIN RESPONSE

La découverte du systéme de L’UPR chez les mammiféres est relativement récente, en effet,
les 3 branches de I’'UPR, a savoir IREla, PERK et ATF6 ont été découvertes respectivement
en 1993, 1998 et 1999. Cette réponse fait intervenir des mécanismes complexes qui ne sont
pas, a ce jour, totalement élucidés. Dans cette section sera presenté le fonctionnement du
systeme UPR de fagon breve et simplifiée, dans la partie Il (L’UPR : un systéme dynamique
complexe aux nombreuses implications), une autre approche permettant d’appréhender la
complexité du systeme UPR sera également proposée. Cette section a été écrite a l’aide de
Almanza et al., 2018 ; Hetz et al., 2017 et Chevet et al., 2009.

Le systeme UPR se met en place pour répondre a une accumulation de protéines mal
conformées. Cette réponse adaptative est induite afin de protéger les cellules contre le stress

généreé cette accumulation.

La finalité de ces mécanismes est de diminuer la quantité de protéines mal conformées dans le

RE, notamment en :

- Diminuant la biosynthése des protéines mal conformées

- Augmentant la biosynthése des protéines chaperonne (aidant au repliement des
protéines)

- Augmentant la biosynthese des protéines du systéeme de contrble qualité des protéines
ERAD (ER-associated degradation), permettant d’augmenter la clairance des protéines
dans le protéasome

- Régulant I’homéostasie du calcium

L’activation du systeme UPR est un phénomeéne se déroulant parallelement dans les 3
branches de I’UPR, et en cascade, entrainant la formation de nombreux médiateurs

secondaires (ou effecteurs en aval). Cette réponse adaptative permet a la fois de transmettre

30



des informations au noyau et au cytosol sur I’état de repliement des protéines et d’induire la
transcription de genes du systeme UPR (auto-induction). Lorsque la réponse adaptative est
dépassée (I’accumulation de protéines mal conformées s’intensifie ou est persistante malgré la
mise en place des mécanismes de défense), les mécanismes de 1’apoptose se mettent en place
pour détruire les cellules concernées. La réponse UPR est donc une réponse en deux temps
avec une premiere phase adaptative qui vise a contrbler la production de protéines mal
conformées, qui, une fois dépassée aboutit a la seconde phase de la réponse UPR, ’apoptose
ou ‘terminal UPR’. (lwawaki T. (2009))

1.2.1 Activation de [’'UPR

Le point d’entrée de ’'UPR se situe dans le RE. En effet, cet organite est le siege de bon
nombre de modifications post-traductionnelles (glycosylation, création des ponts disulfures,
entre autres). Les protéines subissent des modifications dans le RE, et un systéme de controle
qualité (ERAD) permet de controler la qualité du repliement des protéines. Si les protéines
sont bien conformées, elles sont adressées vers 1’appareil de Golgi, en revanche, si leur
conformation n’est pas satisfaisante, elles sont ubiquitinylées pour étre adressées vers le

protéasome ou elles seront détruites.

En condition pathologique, lorsque des protéines mal conformées sont synthétiser en exces, le
systéme de dégradation est dépassé, aboutissant a I’accumulation de protéines mal conformées
dans le RE. Ces protéines vont alors se lier a la protéine BiP (immunoglobulin binding protein
ou GRP78). C’est une molécule chaperonne, appartenant a la famille des protéines de chocs
thermiques (HSP70 ou heat shock protein), qui aide normalement au bon repliement des
protéines. Cette protéine résidente du RE, a 1’état basal (absence de stress du RE), est fixée
aux 3 ‘sensors’ du systeme UPR : la proteine kinase PERK (double-stranded RNA-activated
protein kinase (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase) ; le facteur de transcription ATF6
(Activating transcription factor 6) et I’enzyme IRE-1 (Inositol-Requiring Enzyme-1). Les 3

sensors sont ancrés a la membrane du RE, et possédent donc une extrémité située dans la
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lumiere du RE, permettant de détecter la présence d’un stress du RE, et une extrémité située
dans le cytoplasme, qui sera le point de départ des nombreuses voies de signalisation

impliquée dans le systéeme UPR.

A T’état constitutif, la protéine chaperonne BiP permet de garder inactifs PERK, ATF6 et
IRE1 en s’y fixant, cette régulation est faite de manicre allostérique et indépendamment de
I’activité de chaperonne de BiP. Lors de ’accumulation de protéines mal conformées, BiP se
lie avec ces protéines et, en se détachant de PERK, ATF6 et IRE1, va perdre son effet

inhibiteur et ainsi activer parallélement les 3 branches de I’UPR.

1.2.1.1La voie de PERK

L’activation du ‘sensor’” PERK a pour principal objectif de diminuer la synthése globale de
protéines. PERK est exprimé de maniére ubiquitaire dans 1’organisme, mais de fagon plus
importante dans les cellules avec une activité sécrétoire marquée, comme le cerveau ou le
pancréas. Lors du déplacement de BiP/GRP78 de PERK, I’activation du récepteur se fait par
dimérisation de son domaine N-terminale (situé dans la lumiere du RE), qui va induire
I’autophosphorylation d’acides aminés situés sur son domaine C-terminale, dans le
cytoplasme. Cette autophosphorylation de PERK va lui permettre de fixer elF2a (Sous-unité o
du facteur 2 d'initiation de la traduction). Apres fixation, elF2a est phosphorylé par PERK sur
sa sérine en position 51 (Ser51), ce qui a pour finalité de diminuer I’initiation de la synthése

de protéines et donc la quantité de protéines non repliées entrant dans le RE.

La phosphorylation de elF2a induit une augmentation de la traduction de I’ARN messager du
facteur de transcription ATF4 (activating transcription factor 4). ATF4 permet d’augmenter la
synthese de nombreux genes impliqués dans la réponse adaptative au stress du RE:
chaperonnes impliquées dans le repliement des protéines, systeme de contréle qualité ERAD,
résistance aux ROS (especes réactives de 1’oxygéene), permettant ainsi de réduire le stress du
RE. 1l est important de noter ici qu'une présence importante de el[F2a-phosphorylé n’est pas

specifique de la réponse UPR puisque sa phosphorylation peut étre effectuée par plusieurs
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kinases différentes appartenant au systeme de 1’Integrated stress response : Voir section 1.2.3.

(Integrated Stress Response)

L’activité phosphatase de PERK va également étre mise & profit pour phosphoryler NRF2
(nuclear factor erythroid-2-related factor 2), permettant son activation. Ce facteur de
transcription va pouvoir stimuler la transcription de géne codant pour la réponse au stress

oxydatif, et aider la cellule a lutter contre les ROS.

En cas de stress soutenu du RE, ATF4 va stimuler la synthése du facteur de transcription
CHOP (C-EBP homologous protein). Son caractére pro-apoptotique est dépendant du niveau
de stress dans la cellule : en cas de stress moyen du RE, CHOP va promouvoir la sécrétion des
protéines hors du RE, ce qui permet de réduire le stress du RE. En cas de stress intense et
maintenu dans le temps, cette activité de promotion de la sécrétion des protéines va saturer les
voies de sécrétion et avoir pour effet d’augmenter le stress du RE et donc d’induire la mort

cellulaire par apoptose.

CHOP et ATF4 vont également induire le géne codant pour GADD34/PPP1R15A (Growth
arrest and DNA damage-inducible protein ou PPP1R15A : Protein phosphatase 1 regulatory
subunit 15A). Cette protéine, qui appartient a 1’integrated stress response, va déphosphoryler
elF2a et permettre ainsi de relancer la traduction des protéines et leurs entrées au sein du RE.
GADD34 va avoir ainsi pour effet de faire réaugmenter le niveau de stress du RE, et donc

dans un deuxiéme temps, de déclencher le processus d’apoptose.

1.2.1.2La voie de IRE 1o

IREla est une protéine transmembranaire de type I, possédant 2 activités enzymatiques
distinctes. Son domaine N-terminale est situé dans la lumiére du RE, et a un réle de ‘sensor’
qui permet de détecter la présence de protéines mal conformées (le mécanisme exact
d’activation de IREla n’est pas décrit a ce jour mais il ferait intervenir BiP/GRP78). Les

activités enzymatiques ont lieu dans le cytosol, avec un domaine serine/thréonine kinase et un
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domaine RNase. Parmi les trois voies de ’'UPR, IRE1 est la plus conservé : c’est la seule qui
est présente chez les protozoaires. IRE1 existe sous 2 isomeres : IREla qui est la forme
ubiquitaire et IRE1f qui est répartie surtout le long du tractus digestif, dans les cellules

épithéliales.

Lors de son activation, médiée par la présence de stress du RE, IREla va se dimériser, puis
s’oligomériser. Cette oligomérisation va activer son domaine kinase: IREla
s’autophosphoryle ce qui permet 1’activation du domaine RNase. La RNase va alors pouvoir
exciser un intron de I’ARNm de XBP1(X-box binding protein 1). L’épissage de XBP1 va
entrainer la formation de XBP1s (spliced X-box binding protein 1) et permettre la formation
de la protéine active de XBP1 qui est un facteur de transcription appartenant a la famille
ATF/CREB (Activating transcription factors/ cAMP response element binding protein). Ce
facteur va se fixer spécifiquement sur les séquences promoteurs de genes contenant une
séquence ERSE, et ainsi stimuler la production de protéines chaperonne et des protéines

impliquées dans le systéeme de contrdle qualité des protéines (ERAD).

En I’absence de stress du RE, XBP1 n’est pas épissé et la protéine traduite permet d’inhiber la
réponse UPR en se fixant sur la protéine XBP1s épissée, entrainant sa dégradation dans le
protéasome. La protéine traduite a partir de ’ARNm non épiss¢ de XBP1 est donc un

régulateur négatif de la réponse UPR.

L’activité de la RNase permet également de dégrader des ARNm liés au RE, processus appelé
RIDD (Regulated IRE1-Dependant Decay ou décroissance régulée IRE1-dépendante). Des
ARNmM localisés dans le RE, des ARN ribosomaux et des micro ARN (miRNA) sont ainsi
détruits. Ce processus permet de diminuer le stress du RE en réduisant de maniere globale la
traduction des protéines dans le RE et donc le stress du RE. L’activité RIDD régule également
dans le phénomeéne de déclenchement du processus d’apoptose : en présence de stress moyen,
la RNase détruit des ARN codant pour des molécules pro-apoptotiques tandis qu’en cas de
stress soutenu, elle détruira des ARN codant pour des molécules anti-apoptotiques. L’activité

RIDD se met en place lors de stress important du RE, en effet, lors de stress intermeédiaire du
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RE, c’est d’abord ’activité de clivage de XBP1 qui se met en place. Il est a noté que I’activité
RIDD est maintenu en [’absence d’oligomérisation de IREI1, a contrario de 1’activité

d’excision de ’intron de XBP1.

Enfin, I’activation de IREla va entrainer dans un deuxiéme temps 1’apoptose cellulaire, en
stimulant ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1) et JNK (c-Jun N-terminal kinases)
par I’intermédiaire de I’interaction avec TRAF2 : IRE1 induit d’autres voies de signalisation
via son activité kinase. Cette voie est appelée la voie de signalisation d’alarme (ou alarm
signaling pathways). En 1’absence de stress, une protéine adaptatrice nommée NCK1 (NCK
Adaptor Protein 1) se lie au domaine cytosolique de IRE1 et permet de garder le récepteur a
I’¢état inactif. En présence d’un stress, NCK1 se dissocie et permet alors d’activer la voie des
ERK (extracellular regulated kinase) : TRAF2 est une protéine adaptatrice qui s’associe au
domaine kinase de IRE1. Via une cascade de phosphorylation, le complexe TRAF2-IRE1
interagit avec ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) pour activer la JNK (c-Jun N-
terminal kinase). JNK, via une cascade d’activation en aval permettra d’activer la voie de

I’apoptose.

Un résumé des mécanismes induit par 1’activation des 3 branches de I’'UPR est présenté dans

les deux schémas complémentaires ci-dessous :

35



Figures 3 et 4 : Mécanismes d’activation des branches de I'UPR en présence de stress du RE
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1.2.1.3La voie de ATF6

ATF6 (Activating Transcription Factor 6) est un facteur de transcription transmembranaire,
ancré a la paroi du RE. Il continent un domaine bZip (basic region leucine zipper) sur son
domaine N-terminale, qui lui permet de se fixer sur des séquences de genes, situées au niveau
des promoteurs des genes cibles spécifiques de I'UPR. Lors du déplacement de BiP/GRP78,
ATF6 est réduit puis exporté vers 1’appareil de Golgi ou il est clivé par des protéases
nommeées S1P et S2P. Ce fragment de ATF6 qui contient I’extrémité N-terminale d’ATF6,
appelé ATF6f, se dimérise puis est adressé vers le noyau. Il se fixe alors sur des séquences
d’ADN appelées ERSE (Endoplasmic Reticulum Stress response Element) ou il exerce son
action en augmentant la synthese de protéines chaperonne : BiP/GRP78, GRP94 ou PDI
(protéine disulfide isomérase) qui permettront d’améliorer le repliement des protéines ; et
également il augmente la synthese de protéines impliquées dans le systeme de contrdle qualité
ERAD.

1.2.2 Integrated Stress Response (ISR)

Lors d’une perturbation de 1’homéostasie cellulaire, pouvant étre causée par plusieurs
catégories de facteurs, un systeme appelé ISR (integrated stress response ou réponse intégrée
au stress) est active et va avoir pour objectif le rétablissement de 1’homéostasie cellulaire. Ce
processus d’adaptation fait intervenir la voie elF2a - ATF4, indépendamment ou non de

PERK. Cette section a eté ecrite a l’aide des travaux de Bruhat et al., 2015.

elF2 (eukaryotic initiation factor 2) est un facteur d’initiation de la traduction, il est composé
de 3 sous unités alpha, beta et gamma. Son r6le est donc de fixer le premier ARN de transfert
méthionine (ARNt™®) & la petite sous-unité du ribosome afin d’initier la traduction des

protéines.

37



Les facteurs de stress cellulaire sont multiples, par exemple le stress peut étre provoqué par la
présence d’espéces radicalaires de I’oxygeéne (ROS), un choc thermique, une carence en acides
aminés, une hypoxie, ou comme nous I’avons vu une accumulation de protéines mal

conformées. Les kinases impliquées dans ces différentes catégories sont les suivantes :

- Lakinase PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase), activée lors
d’une accumulation de protéines mal conformées,

- Lakinase GCN2 (general control non-depressible-2), activée lorsqu’il y a un déficit en
acides aminés,

- Lakinase PKR (protein kinase double-stranded RNA-dependent ou EIF2AK3), activée
durant les infections virales et par certaines cytokines pro-inflammatoire : Interferon
gamma, TNF alpha (Tumor necrosis Factor), et IL-1 beta (interleukine 1),

- Lakinase HRI (heme regulated inhibitor), activée lors d’un déficit en héme.

En présence de divers stimuli engendrant un stress, ces kinases vont pouvoir phosphoryler la
Serine 51 de la sous-unité alpha de elF2, ce qui entrainera une impossibilité de formation du
complexe d’initiation de la traduction, et donc une diminution importante de la synthése de
protéines, ce dans le but de rétablir I’homéostasie de la cellule (réduction du métabolisme
cellulaire, économie d’ATP, réparation des dommages). Le schéma suivant permet de résumer

cette section :

38



Figure 5 : Fonctionnement de [ 'Integrated Stress Response
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A coté de I’atténuation de la synthése globale des protéines au sein de la cellule, la traduction
de P’ARNm de ATF4 va étre augmentée. Ce facteur de transcription a une structure appelée
bZip (basic leucine zipper protein) qui lui permet d’interagir avec des séquences promoteurs
de genes appelées CARE (C/EBP [CCAAT-enhancer-binding protein] — ATF [activating

transcription factor] — responsive element).
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ATF4 peut ainsi moduler I’expression de génes qui permettront a la cellule de s’adapter au
stress : protéines impliquées dans la lutte contre le stress oxydatif, le métabolisme des acides

aminés, I’autophagie ou 1’apoptose.

1.2.3 Apoptose induite par le systeme UPR ou ‘terminal UPR’

L’apoptose ou processus de mort cellulaire programmeée (PCD ou programmed cell death) est
un processus essentiel pour assurer I’homéostasie des organismes pluricellulaires. Elle joue un
role primordial dans les mécanismes de défense de I’organisme, par exemple dans les

réactions immunes ou lorsque des cellules sont endommagées par des agents nocifs.

L’apoptose entraine des modifications morphologiques de la cellule, notamment un
rétrécissement de la taille, une condensation de la chromatine et une fragmentation du noyau
dans les corps apoptotiques. A la différence de la nécrose cellulaire, la membrane cellulaire
reste intacte et le cytoplasme est retenu dans les corps apoptotiques. Ce processus est ATP-
dépendant, controlé et se différencie donc d’une réaction inflammatoire. Cette section a été

rédigé a l'aide des travaux de EImore et al., 2012, Hetz et al., 2015 et Almanza et al., 2018.

On distingue 2 types d’apoptose : intrinséque qui fait intervenir la mitochondrie et extrinseque

qui proceéde par I’intermédiaire des récepteurs de mort (DR ou death receptor).

Lors de stress important du RE, 1’étape finale de la réponse UPR (terminal UPR) va aboutir a
I’apoptose par voie intrinseque. Les 3 branches de I’UPR, initialement a 1’origine d’un
processus adaptatif visant a contrbler la synthese protéique, vont dans un second temps
‘pousser’ la cellule vers la mort cellulaire. Ce processus Se rapproche d’une tentative de
‘sabotage’, en effet les branches de I’'UPR vont arréter tous les processus protecteurs mise en
place lors de la premiere réponse, pour relancer la machinerie de synthese protéique et ainsi
aboutir plus rapidement a une augmentation du stress du RE. En effet, une déplétion des

réserves en ATP est observée, associée a une augmentation de la concentration en ROS, de
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plus la production de médiateurs porteur du message de mort cellulaire (pro-apoptotique) est

accrue.

\

Dans cette section, seul le mécanisme global amenant a 1’apoptose sera détaillé. Les
mécanismes de régulations du passage entre phase adaptative et apoptotique sont détaillés

dans la partie 1l — Chapitre I11.

Le schéma suivant permet de résumer les mécanismes induisant le passage de la réponse UPR

adaptative vers la réponse ‘terminal UPR’, en fonction du niveau de stress du RE

Figure 6 : Mise en place de la réponse ‘terminal UPR’ dans les maladies neurodégénératives

et induction de [’apoptose
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IP3R : Canaux récepteurs a I'lP3

RYR : Récepteur a la ryanodine

- Canaux impliqués dans le relargage du Calcium depuis le RE vers le cytoplasme (mécanisme de
déclenchement de [’apoptose)

Pour la voie PERK, c’est la phosphorylation prolongée de elF2a qui, par une diminution de la
traduction des protéines et ’induction de la traduction de ATF4 va induire un message de
mort cellulaire. PERK favorise la traduction du facteur de transcription CHOP/GADD153
(C/EBP homologous protein ou DNA damage-inducible transcript 3 DDIT3), qui inhibe
I’expression de BCL-2 (B-cell lymphoma 2), une molécule anti-apoptotique. Une fois la
réponse UPR dépassée, c’est-a-dire qu’un seuil d’intensité de stress et de temps a été franchi,
CHOP et ATF4 cooperent pour relancer la machinerie de synthese des protéines, ce qui aura
pour conséquences de précipiter la mort cellulaire en augmentant la production de ROS et en
accélérant la déplétion des réserves en ATP. De plus, CHOP induit la formation de GADD34,
qui, en déphosphorylant elF2a, va permettre d’augmenter la traduction de génes codant pour
des protéines pro-apoptotiques. CHOP induit la transcription de BIM (Bcl-2-like protein 11)
et PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) et réprime 1’expression des protéines anti-

apoptotiques de la famille BCL2 comme le MCL1 (MCL1-Apoptosis Regulator).

Pour IRE1a, I’activation continue de RIDD a pour effet de diminuer la synthése des protéines
chaperonne, ce qui a pour effet d’augmenter le stress du RE en augmentant le nombre de
protéines mal conformées dans la lumiére de celui-ci. IREla induit 1’activation de protéines
pro-inflammatoire et pro-apoptotique : la RNase va ainsi détruire des miRNA qui a 1’état
basal maintiennent sous leur forme inactive des effecteurs pro-apoptotique : la protéine pro-
oxydante TXNIP (thioredoxin-interacting protein) et la caspase-2, qui sont ainsi activées. De
la méme maniére, IREla, en interagissant aves TRAF2 va activer ASK1 et ses effecteurs INK
et p38 MAPK (p38 Mitogen-Activated Protein Kinases). La phosphorylation par INK permet
de réguler des protéines de la famille BCL2 : elle active les facteurs pro-apoptotiques BID
(BH3 interacting-domain death agonist) et BIM et inhibe les facteurs anti-apoptotique BCL-2,
BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large) et MCL1. La p38 MAPK phosphoryle CHOP ce qui
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permet d’augmenter I’expression de BIM et de DRS (death receptor 5), favorisant également

la mise en place de 1’apoptose.

Les effecteurs pro-apoptotiques issues des branches de I'UPR vont activer la voie intrinseque
de I’apoptose (voie mitochondriale) : le cytochrome C est alors relargué de la mitochondrie
vers le cytoplasme ou il va activer par protéolyse la caspase 3, qui va activer a son tour
d’autres caspases (activation en cascade). Le cytochrome C constitue le point de ‘non-retour’
de I’apoptose, en effet il induit également le relargage du calcium stocké dans le RE ce qui

accélére également le processus.

Les protéines de la famille BCL2 permettent de réguler la voie intrinséque de I’apoptose, en
contrélant la perméabilité des mitochondries. Lors du message de mort cellulaire induit par le
RE, les protéines de la famille BH3-only (BID, BIM, NOXA (Phorbol-12-myristate-13-
acetate-induced protein 1) et PUMA), qui sont un groupe de protéines pro-apoptotique vont
neutraliser les protéines de la famille BCL2 (BCL-2, BCL-XL, MCL-1) qui protegent la
membrane mitochondriale, et engager également d’autres agents pro-apoptotiques comme les

protéines BAX et BAK, résultant en la perméabilisation de la membrane mitochondriale.

Au final, I’étape de ‘terminal UPR’ aboutit a 1’activation d’au moins 4 BH3-only protéines,
aboutissant a I’apoptose de la cellule. Ces BH3-only protéines étant activées par des effecteurs
distincts du systeme UPR. Parallelement, la mort cellulaire par autophagie est également

déclenchée par les voies :

- IRElao, via la voie TRAF2 — ASK1 - JNK
- PERK via ATF4.

Le schéma suivant reprend I’ensemble des phénoménes décrit précédemment dans le

déclenchement de I’apoptose intrinseque.
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Figure 7 : Induction de l’apoptose par le systeme UPR
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1.2.4 Systémes de dégradation des protéines : Protéasome, autophagie,
ERAD

La biosynthése des protéines est un processus complexe, en effet, environ 30% des protéines
seront detruites au cours de ce processus. Les modifications post-traductionnelles sont 1’étape
ou le plus de protéines nouvellement synthétisées sont éliminées, n’exerceront ainsi jamais

leur fonctions (Schubert et al., 2000).

Les principales voies de dégradation des protéines sont celles du protéasome et de
I’autophagie. La voie du protéasome permet de détruire des protéines a courte durée de vie,
qui, apres avoir subies des modifications post-traductionnelles appelée poly-ubiquitinylation,
sont reconnues par le protéasome qui va les détruire. L’autophagie (ou macroautophagie)

permet de détruire des protéines avec une durée de vie plus longue, notamment celles sous
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forme d’agrégats, et également de détruire des organites cellulaires altérés (mitochondries).
Cette partie a été rédigé a l’aide de Puyat et al., 2008 ; Stach & Freemont 2019 ; Tepedelen
et al., 2019 et des travaux de E. Jaspard (http://biochimej.univ-angers.fr/). Nous verrons

successivement la voie du protéasome, I’autophagie et le systtme ERAD dans cette section.

Pour la voie du protéasome, les protéines a détruire sont reconnues par des ligases, notamment
les enzymes E3 (Ubiquitin-protein ligases), qui vont permettre de fixer une ou plusieurs
protéines d’ubiquitine a la protéine cible. Le protéasome 26S est un complexe multi-
enzymatique de grande taille constitué des sous unités 20S et 19S. Il va reconnaitre les
protéines ubiquitinylées, procéder a leur des-ubiquitinylation puis leur destruction ATP-
dépendante. Cette dégradation est assurée par des protéines de la famille AAA+ (ATPases
Associated with diverse cellular Activities). Ces protéines possédent de nombreux roles, enter
autres la dégradation de protéines, la solubilisation des agrégats protéiques, la régulation de la
transcription des génes. Cette famille inclue notamment la protéine VCP/p97 (Valosin-
containing protein) qui est une TER-ATPase (Transitional endoplasmic reticulum ATPase),
appartenant au systeme ERAD, qui sera détaillée dans cette section. Les machineries
protéolytiques de la famille AAA+ permettent ainsi d’assurer un controle qualité des protéines
et sont des circuits de régulation présents dans toutes les cellules. Un exemple du panel de
fonctions assurées par les protéines AAA+ au cours du cycle de vie des protéines est donné

dans la figure suivante :
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Figure 8 : Contréle qualité des protéines assuré par la famille des protéines AAA+
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Au cours de I’autophagie, es protéines ou organites a détruire sont séquestrés dans des
vacuoles (autophagosome) qui vont fusionner avec les lysosomes en permettant ainsi leurs
dégradations par des enzymes de type protéase. Deux catégories d’autophagies existent, en

fonction des conditions physiopathologiques :
- L’autophagie constitutive, qui permet d’assurer la dégradation de protéines
ubiquitinylées solubles, complétant ainsi le rdle du protéasome en condition

physiologique.

- L’autophagie induite, qui se met en place lors de la survenue de pathologies liées aux

protéines (ou protéinopathies), notamment dans les maladies neurodégenératives.
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L’autophagie supplante alors le réle du protéasome, et, en permettant de compenser le
ralentissement de la voie du protéasome, stimule la dégradation des agrégats toxiques
de protéines qui se présentent alors sous forme d’inclusion (B-amyloide, a-synucléine

ou Huntingtine par exemple).

Dans les maladies neurodégénératives, 1’autophagie constitutive permet de compenser le
ralentissement de la voie du protéasome en limitant la formation des agrégats toxiques.
Concomitamment a I’évolution de la pathologie, la voie constitutive est dépassée et
I’autophagie induite se met en place, permettant la destruction des inclusions de protéines.
L’autophagie est donc une cible thérapeutique intéressante afin d’augmenter la clairance des
protéines mal conformées et de limiter 1’évolution d’une pathologie donnée (Puyat et al.,
2008). Cependant le role de la macroautophagie vis-a-vis du déclenchement de 1’apoptose
n’est pas clairement élucidé, 1’autophagie permettant, par la dégradation des mitochondries, de
ralentir le relargage de ses composés pro-apoptotiques et donc la mise en place de 1’apoptose
cellulaire. Les étapes qui permettent la dégradation des protéines par autophagie sont

résumées dans le schéma ci-dessous :
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Figure 9 : L autophagie dans les maladies neurodégénératives
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Enfin, le systeme ERAD (Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) est destiné
spéecifiquement au contréle qualité et a la dégradation des protéines destinées a étre sécrétées,
qui subissent donc des modifications post-traductionnelles dans le RE. Le systtme ERAD
permet de contrdler le repliement des protéines. Son activité est divisé en plusieurs sous-
mécanismes, responsables d’assurer le contréle de certains types de protéines. Le mécanisme
ERAD-L vérifie le repliement des domaines situés dans la lumiére du RE des protéines

membranaires ainsi que le repliement des protéines solubles. Le mécanisme ERAD-M, quant
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a lui, vérifie I'état de repliement des protéines transmembranaires. ERAD-C, enfin, vérifie

I'état de repliement des domaines cytosoliques des protéines membranaires.

Dans tous les cas, si une anomalie dans le repliement d’une protéine est détectée, elle sera
ubiquitinylée, subira une rétro-translocation depuis la lumiére du RE vers le cytosol ou elle
sera reconnue par le protéasome pour étre détruite. Les protéines de la famille AAA+
p97/VCP sont largement impliquées dans le fonctionnement du systtme ERAD car elles
participent au processus d’ubiquitinylation, en lien avec la ligase E3 et a la retro-translocation
des protéines vers le cytosol ou elles sont ensuite reconnues par le protéasome. Un résumé des
étapes aboutissant a la destruction des protéines mal conformées par le systeme ERAD est

représenté dans le schéma suivant :

Figure 10 : De la reconnaissance a la dégradation des protéines mal conformées par le
systeme ERAD
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5. PROTEASOMAL DEGRADATION

VIMP: VCP-interacting motif-M; derlin-1: degradation of non-glycosylated substrates; HRD1: ubiquitin ligase complex;
SEL-1L: ER-resident glycoprotein; OS9: degradation of glycosylated substrate
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Le systtme ERAD est stimulé & la suite de I’activation des branches de I’UPR,
particulierement la voie IRE1o/XBP1s qui favorise la transcription des génes codant pour des
protéines appartenant au systeme ERAD : les protéines EDEM (ER-degradation enhancing
mannosidase-like protein), Hrd1 (ERAD-associated E3 ubiquitin-protein ligase), SVIP (Small
VCP/p97-interacting protein), OS9 (OS9 endoplasmic reticulum lectin) et GP78 (E3
Ubiquitin Ligase).

Les différentes étapes accompagnant une biosynthése de protéines anormales sont résumees

dans la figure ci-dessous

Figure 11 : Mécanismes impliqués dans la dégradation des protéines
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Adapté depuis Jaspard E. (2011)
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1.2.5 Synthése sur le systeme UPR

Pour conclure cette partie, le schéma suivant permet de reprendre 1I’ensemble des mécanismes
qui se mettent en place lors d’une synthése accrue de protéines mal conformées entrainant un
stress du RE:

Figure 12 : Synthése des mécanismes observés au cours d’un stress du RE
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Chapitre 2 Maladies neurodégénératives avec un déréglement de la

syntheése protéique

Les maladies neurodégénératives représentent un ensemble de maladies chroniques
invalidantes, incurables et sont aujourd’hui un enjeu majeur en termes de santé publique. En
2014, un plan national maladies neurodégénératives (PMND) s’étalant sur cinq ans a été lancé
dans le but de dynamiser la recherche dans la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson,
et la sclérose en plaques. Les objectifs de ce plan étaient d’améliorer le diagnostic, la prise en
charge, la qualité de vie ainsi que les traitements disponibles pour les patients souffrants de
ces pathologies (https://solidarites-sante.gouv.fr/). La caractéristique commune de ces
maladies est qu’elles provoquent une détérioration du fonctionnement des neurones, induisant
leur apoptose, phénoméne appelé neurodégénérescence. Ces maladies représentent un
ensemble hétérogene d’affections de diverses populations de neurones du systéme nerveux

incluant le cerveau et la moelle épiniére.

Les maladies neurodégénératives touchent préférentiellement les personnes de plus de 65 ans,
leur origine n’est pas toujours connue mais peut étre liée au processus de vieillissement, a
I’environnement ou a des facteurs génétiques. Les symptdmes provoques par les maladies
neurodégénératives sont variés et peuvent atteindre les fonctions cognitives, sensorielles ou

motrices.

La physiopathologie de ces maladies est complexe, elle peut faire intervenir des mutations
génétiques, entrainant des anomalies protéiques (a 1’origine des protéinopathies), une apoptose
accrue, la présence de ROS ou encore des anomalies dans le systeme de dégradation des
protéines (ubiquitine-protéasome). La figure suivante permet de schématiser le role de I’'UPR

dans la survenue des maladies neurodégénératives.
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Figure 13 : Implication de I’'UPR dans les maladies neurodégénératives
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Au regard des hypothéses physiopathologiques développées dans les maladies
neurodégénératives, un arsenal thérapeutique a été développé. Il cible spécifiquement les

différents mécanismes pathologiques proposés. Un résumé de ces stratégies est présenté dans
la figure ci-dessous :
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Figure 14 : Stratégies dans la prise en charge des maladies neurodégénératives
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Le schéma suivant indique la localisation des neurodégénérescences dans la maladie de

Parkinson (PD), la maladie d’Alzheimer (AD), la sclérose latérale amyotrophique (ALS) et la

chorée de Huntington (HD). Ces pathologies sont qualifiées de PMD ou protein misfolding

disorders (troubles liés a des protéines mal repliées ou protéinopathies).
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Figure 15 : Localisation des lésions cérébrales dans les maladies neurodégénératives :
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Adapté de Bertram et al., 2005

Les protéinopathies qui sont associées a une accumulation de protéines mal conformées,
induisent 1’activation de la réponse UPR. Ces protéines, toxiques pour I’environnement
microcellulaire vont s’agréger pour former des agrégats, c’est le cas de la protéine B-amyloide
impliquée dans la maladie d’Alzheimer, de 1’Huntingtine impliquée dans la chorée de
Huntington et de 1’a-synucléine impliquée dans la maladie de Parkinson. Dans ces maladies,
la réponse UPR est adaptative dans un premier temps, et s’accompagne d’une augmentation
de la clairance des protéines mal conformées (par 1’intermédiaire de 1’autophagie et de la voie
du protéasome). En fonction du niveau de stress du RE, dans un second temps, la réponse
‘terminal UPR’ wva engendrer 1’apoptose des cellules nerveuses et ainsi la

neurodégénérescence. Ce processus est détaillé dans le schéma suivant :
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Figure 16 : Effets de la réponse UPR sur [’évolution des maladies neurodégénératives
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Axonal degeneration

Pour la sclérose latérale amyotrophique (protéine SOD1), la maladie d’Alzheimer (protéines

B-amyloide et Tau), la maladie de Parkinson (protéine d’a-synucléine) et la chorée de

Huntington (protéine d’Huntingtine) plus précisément, les mécanismes impliques dans

I’initiation de la réponse UPR sont résumés dans le schéma suivant :
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Figure 17 : Processus d’induction de la réponse UPR dans I’ALS, AD, PD et HD
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Biomarqueurs spécifiques de ’UPR dans les maladies neurodégénératives :

L’activation des différentes voies du systeme UPR a pu étre mise en évidence en mesurant les
concentrations de certains biomarqueurs dans 1’organisme. Cependant, en fonction de la
maladie incriminée, la présence ou 1’absence d’un biomarqueur donné du systeme UPR aura
des interprétations opposées. La plupart de ces biomarqueurs peuvent étre dosés a partir d’un
échantillon sanguin, d’ou seront récoltées les cellules mononucléées du sang périphérique
(PBMC : peripheral blood mononuclear cell). A partir de ces cellules, et grace a des
techniques de RT-gPCR (Real-time quantitative polymerase chain reaction), un dosage des
ADN ou ARN présents permet 1’identification et le dosage des biomarqueurs spécifiques du
systeme UPR. De méme, des biomarqueurs UPR ont pu étre mis en évidence sur des coupes

de cerveaux de patients décédés, par techniques d’immunohistochimie.
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- Dans la maladie d’Alzheimer, des coupes de cerveaux de patients malades comparés a
des patients témoins ont permis de mettre en évidence une augmentation de BiP, et une
présence importante des formes phosphorylées de PERK, IRE1 et elF2a, dés un stade
précoce de la maladie (Scheper et al., 2015). L’augmentation de ces biomarqueurs est
associee a la présence de Tau-hyperphosphorylée.

- Dans la chorée de Huntington, des niveaux éleves des ARNm de BiP et de CHOP ont
été constatés dans la région pariétale de cortex de patients malades comparés a des
cerveaux témoins, de méme que des proportions élevées de la forme phosphorylé de
IRE1 au niveau du striatum. (Lee et al., 2012)

- Dans la maladie de Parkinson, I’absence de ATF6 est associée a une augmentation de
la susceptibilité aux neurotoxines impliquées dans la maladie (Hetz et al., 2014). Par
immunohistochimie, des formes phosphorylées de PERK et de elF2a ont été¢ mise en
évidence dans la substance noire de patients. (Hoozemans et al., 2007)

- Dans la sclérose latérale amyotrophique, ’ARNm de PDI retrouvé en quantité
importante est un marqueur de mauvais pronostic, tout comme la présence de I’ARNm
de ERp57 (ER resident protein 57). (Nardo et al., 2011) Au contraire, la présence de
I’ARNm épissé de XBP1 (XBP1s) est un marqueur protecteur (Hetz et al., 2014). Des
niveaux élevés de PERK phosphorylé, ATF6, IRE1 phosphorylé et de la caspase-4 ont
été observés dans des coupes de moelle épiniére de patients atteints par la maladie.
(Hetz et al., 2009)

- De maniere globale, dans les maladies neurodégénératives, la présence de BiP indique
un caractére protecteur (Hetz et al., 2014). La présence de ATF4 est associée a des
effets néfastes, notamment a 1’activation des composants pro-apoptotique comme
CHOP (Hetz et al., 2014). L’absence de NRF2 est associ¢e a des facteurs de stress

comme I"augmentation des espéces réactives de 1’oxygene (ROS) (Mota et al., 2015).
Nous allons voir plus précisément 1’épidémiologie, les symptdmes, les protéines impliqués,

les biomarqueurs UPR observés ainsi que les traitements disponibles pour cing pathologies

neurodégénératives ou la réponse UPR est particulierement impliquée dans le mécanisme
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physiopathologique : la maladie d’Alzheimer, la maladie de Charcot-Marie-Tooth, la chorée

de Huntington, la maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique.
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Maladie d’Alzheimer

Epidémiologie: C’est la premiére cause de démence, impliquée dans
60 a 80% des cas de démence. C'est la maladie neurodégénérative la

plus fréquente en France. Sa prévalence mondiale est d’environ 45
millions de personnes, avec une augmentation de la prévalence en
Europe de I'ouest et en Amérique du nord.

Symptémes: Les principaux symptomes de la maladie d'Alzheimer
sont des pertes de mémoire, des confusions temporelles ou spatiales,
des problémes d’expression orale et écrite, des troubles de I’humeur
et des jugements amoindris.

- Evolution: L’évolution aboutit a un retrait du travail et des activités
Dr Alois Alzheimer sociales, notamment au stade sévere de la maladie (‘déficit cognitif
trés sévere’). La maladie d’Alzheimer constitue une forme de

vieillissement accéléré.

Physiopathologie: La maladie d'Alzheimer est une tauopathies qui se caractérise par une détérioration
progressive des cellules nerveuses. Deux phénoménes coexistent: la formation de plaques B-amyloides qui
limitent le passage de l'influx nerveux, et la dégénérescence neurofibrillaire qui est due a I'accumulation de la
protéine Tau hyperphosphorylée, aboutissant a la mort des neurones par excitotoxicité.

Protéines impliquées: Deux protéines sont impliquées dans la maladie d’Alzheimer: I’APP (Amyloid precursor
protein) qui doit subir des modifications post-traductionnelles pour devenir I’'amyloide-B fonctionnelle. Dans la
maladie d’Alzheimer, cette amyloide-B va s’accumuler pour former des plaques insolubles. La protéine Tau qui
est impliquée dans le squelette des neurones va également s’accumuler et engendrer la dégénérescence neuro
fibrillaire.

Conséquences sur systeme UPR: La voie PERK est particulierement activée dans la maladie d’Alzheimer,
consécutivement a I'accumulation de protéines mal conformées. La voie IRE1 est également activée,

Biomarqueurs identifiés: Des quantités élevées de BiP/GRP78 et des formes phosphorylées de PERK et de elF2a
ont été mise en évidence dans la maladie d’Alzheimer (Hoozemans et al., 2005, 2009). L’activation de la voie de
IRE1 a été également observée, notamment la présence de quantité élevée de XBP1s chez les malades (Huang et
al., 2014). Une quantité accrue de ATF4 et de CHOP ont été mise en évidence également (Koss et al., 2018)

Traitements disponible: Aucun traitement curatif n’existe a ce jour. Plusieurs traitements symptomatiques sont
sur le marché, méme si des déremboursements récents semblent remettre en cause l'efficacité de ces
molécules. Ce sont le Donépézil (Aricept), la Rivastigmine (Exelon) et la Galantamine (Reminyl), qui sont des
inhibiteurs de I'acétylcholinestérase. Ils permettent de maintenir une quantité synaptique d’acétylcholine
suffisante. La Mémantine (Exiba) bloque les récepteurs NMDA et permet de protéger les neurones contre
I'excitotoxicité. En effet, I’hyperactivation du récepteur au glutamate excite le récepteur NMDA qui est impliqué
dans la physiopathologie de la maladie.

Autre: De par le nombre de malades, le caractere actuellement incurable de la pathologie et le colt pour la
société, le développement de thérapies curatives dans la maladie d’Alzheimer est un enjeu majeur de santé
publigue.

Sources: https://www.alzheimers.net ; https:// www.alz.org/ ; https://www.vaincrealzheimer.org/ ; Hoozemans et al., 2005 ; Hoozemans et al.,
2009 ; Huang et al., 2014 ; Koss et al., 2017
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Maladie de Charcot-Marie-Tooth

Epidémiologie: La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) de type 1
est une maladie rare qui touche 1 a 2 personnes/5.000. Dans plus de
70% des cas c’est la forme CMT1A. C'est la plus fréquente des maladies
rares.

Symptomes: La CMT apparait en général précocement, vers I'age de 2
ans. L'intensité des symptomes est variable et se déclare d’abord au

Dr Jean- niveau des pieds: aspect en griffes des orteils et amyotrophie donnant
Martin Dr Pierre un aspect en « mollet de coq ». Les mains peuvent étre également
Charcot Marie atteintes, avec également un aspect des doigts en griffe. Des crampes,

de la fatigue et un équilibre instable sont généralement associés

Evolution: La longévité n’est pas affecté, mais un handicap important
peut se développer, pouvant aller jusqu’a la nécessité d’un fauteuil
roulant (10% des cas environ).

Dr Howard
Henry Tooth

Physiopathologie: C’est une maladie démyélinisante due a une anomalie génétique sur le géne codant pour la
protéine PMP22. Dans la CMT1A, la dégénérescence des cellules de Schwann va provoquer une détérioration de
la gaine de myéline (au niveau des nceuds de Ranvier), entrainant un ralentissement de la conduction nerveuse,
puis une atrophie musculaire.

Protéines impliquées: C'est la protéine PMP22 (Peripheral protein myelin), impliquée dans la structure de la
gaine de myéline qui est muté dans la CMT, elle va alors s’accumuler dans les cellules de Schwann. L’activation
du systeme UPR va entrainer 'apoptose de ces cellules et ainsi la détérioration de la gaine de myéline.

Conséquences sur systeme UPR: Une activation de la voie PERK a été mise en évidence dans la CMT chez des
patients (D’Antonio et al., 2013 ; Morena et al., 2019)

Biomarqueurs identifiés: Plusieurs biomarqueurs en aval de la voie PERK ont été trouvés en exces chez des
modeéles animaux de CMT: notamment la forme phosphorylée de elF2a, PPP1R15A/GADD34 et CHOP
(D’Antonio et al., 2013). Des niveaux élevés de BiP/GRP78 ont aussi été constatés (Okamoto et al,. 2013 ;
Morena et al., 2019)

Traitements disponible: Aucun traitement n’existe a ce jour dans la CMT. Seul des soins de support sont
disponibles: ergothérapie, kinésithérapie, chirurgie orthopédique, etc. De nombreux essais cliniques sont menés
actuellement, dont certains traitements sont en Phase Ill.

Autre: C'est une maladie orpheline, pour lequel le « Unmet medical need » (besoin médical non couvert) est
important puisqu’aucun traitement n’est disponible a I’heure actuelle.

Sources: https://www.orpha.net ; https://www.cmt-france.org/ ; D’Antonio et al., 2013 ; Okamoto et al., 2013 ; Morena et al., 2019
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Chorée de Huntington

Epidémiologie: C'est une maladie rare, sa prévalence dans la
population caucasienne est estimée entre 1/10.000 et 1/20.000.

Symptomes: La maladie de Huntington se déclare entre I'dge de 30 et
50 ans, elle se caractérise par des mouvements involontaires
(choréique) souvent associé a une dystonie. Des symptomes généraux
accompagnent souvent la maladie: dysautonomie, troubles du
sommeil, perte de poids. Des signes psychiatriques touchent
également 33 a 76% des patients.

Evolution : la dysarthrie et la dysphagie sont les principaux signes de
I’évolution de la maladie. La rigidité et I’'hypokinésie se développent et

Dr Georges Huntington entrainent une bradykinésie et une akinésie sévére.

Physiopathologie: L’accumulation de la protéine mutante de la Huntingtine, sous forme d’oligomeéres et
d’inclusions, va entrainer I'apoptose des cellules nerveuses au niveau du striatum. De plus, la protéine
d’Huntingtine mutée aurait un effet toxique directe sur les neurones du striatum, impliqués dans les fonctions
motrices, cognitives et comportementales.

Protéines impliquées: Une mutation du géne HTT codant pour la protéine d’Huntingtine est a I'origine de cette
pathologie, le géne présentant une expansion de triplets CAG répétés (>36 copies). La protéine formée est
anormale et va s’accumuler dans les neurones du striatum, entrainant I'activation du systéme UPR et
I'apoptose des cellules.

Conséquences sur le systeme UPR: Une activation des 3 voies de I'UPR a été mise en évidence en post-
mortem chez des patients souffrant de la maladie de Huntington. (Vidal et al., 2011). Des anomalies dans le
systeme de controle des protéines (ERAD) seraient également impliquées (Jiang et al., 2016)

Biomarqueurs identifiés: Des niveaux élevés de CHOP et BiP/GRP78 ont été mesurés chez des patients
souffrant de la maladie de Huntington (Vidal et al., 2012 ; Zuleta et al., 2012)

Traitements disponible: Seul des traitements symptomatiques existent actuellement pour prendre en charge
la maladie de Huntington. Une prise en charge psychologique est souvent nécessaire (antidépresseurs,
anxiolytiques) associé a des stabilisateurs de la dopamine ou des neuroleptiques pour diminuer les
mouvements choréiques. C'est une prise en charge pluridisciplinaire qui doit étre effectuée impliquant de la
kinésithérapie, et des mesures d’accompagnements.

Autre: C'est une maladie orpheline sans traitement curateur existant. De plus I'impact de la chorée de
Huntington sur la vie des patients en fait un « high unmet medical need ».

Sources : https://www.orpha.net ; https://www.inserm.fr/ ; https://huntington.fr/ ; Jiang et al., 2016 ; Zuleta et al., 2012 ; Vidal et al., 2011 ;
Vidal et al., 2012
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Maladie de Parkinson

Epidémiologie: C'est la 2®™ maladie neurodégénérative la plus
fréquente en France. Elle touche 1% des personnes de plus de 65 ans
et son incidence est de 8.000 nouveaux cas chagque année en France.

Symptoémes: Le pic de la maladie se situe aux alentours de 70 ans, elle
se déclare par une triade touchant le systeme moteur: akinésie,
hypertonie et tremblements. D’autres signes non moteur
accompagnent également la maladie: troubles de I’équilibre, anosmie,
troubles cognitifs, dépression, etc.

Evolution: L’évolution de la maladie entraine la perte totale de

Dr James Parkinson I’'autonomie des patients (alitement, déplacement en fauteuil roulant)

Physiopathologie: La maladie de Parkinson est une synucléinopathie due a la dégénérescence des neurones
dopaminergique situés dans la substance noire, entrainant des perturbations dans les réseaux neuronales qui
lui sont associés (thalamus, striatum, noyau sous-thalamique). La présence de corps de Levy dans la substance
noire est a I'origine de cette dégénérescence.

Protéines impliquées: c’est I'accumulation de I'a-synucléine mal conformées qui est responsable de la
formation des corps de Levy. Son agrégation en amas est a I’origine de I’activation du systéme UPR.

Conséquences sur le systeme UPR: L’activation des 3 branches de 'UPR a été mise en évidence dans des
cerveaux de patients décédés de la maladie de Parkinson et chez des modeéles animaux (Mercado et al., 2013 ;
2016)

Biomarqueurs identifiés: Une concentration élevée en XBP1s a été associé a des effets déléteres sur modele
animaux (Valdes et al., 2014). Des marqueurs d’activation de la voie PERK/elF2alpha ont été mis en évidence
dans la substance noire de patients décédés (Hoozemans et al., 2007), de méme pour la voie PERK/ATF4 (Hetz
and Mollereau, 2014). Une concentration diminuée en ATF6f chez des modeéles animaux a été constatée, la
branche ATF6 perdant ainsi son caractére protecteur (Credle et al.,2015).

Traitements disponible: De nombreux traitements existent dans la maladie de Parkinson, visant a compenser
le déficit en dopamine. On peut citer la Lévo-dopa, des inhibiteurs de la dégradation de la dopamine (inhibiteur
de la MAO, de la COMT) ou I'apomorphine. La stimulation cérébrale profonde a également montrée son intérét
dans la prise en charge de la maladie de Parkinson.

Autre: De par sa prévalence importante et son retentissement sur la vie sociale des patients, la maladie de
Parkinson est un enjeu majeur de santé publique. Malgré un arsenal thérapeutique important pour la prise en
charge symptomatique de la maladie, le développement de traitements curatifs est un réel espoir pour les
patients souffrants de Parkinson.

Source: https://www.franceparkinson.fr/ ; https://www.inserm.fr/ ; https://www.parkinson.ca/ ; Mercado et al., 2013 ; Mercado et al., 2016 ;
Valdes et al., 2014 ; Hetz, Mollereau et al., 2014 ; Credle et al., 2015 ; Hoozemans et al., 2007
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Maladie de Charcot

Epidémiologie: La maladie de Charcot ou Sclérose latérale
amyotrophique (ALS) a une prévalence d’environ 1/20.000 personnes.

Environ 7000 personnes sont atteintes en France.

Symptomes: I'ALS apparait vers 60 ans environ. La forme spinale est
la plus fréquente (2/3) par rapport a la forme bulbaire. Le premier
symptéme de la forme spinale est la fonte musculaire, qui entraine
une spasticité. Pour la forme bulbaire, c’est la dysarthrie et la
dysphagie qui apparaissent en premier. Les fonctions intellectuelles
sont toujours conservées.

Evolution: 1 a 3 ans apres I'apparition des premiers symptomes, une
paralysie progressive s’installe associée a une insuffisance
respiratoire. La mort survient dans les 2 a 3 ans pour la forme bulbaire
et dans les 3 a 5 ans pour la forme spinale.

Dr Jean-Martin Charcot

Physiopathologie: Les mécanismes impliqués dans le développement de cette pathologie ne sont pas tous
identifiés. Une accumulation de protéines peut étre a l'origine de I’ALS, entrainant une dégénérescence des
neurones moteurs, impliqués dans la commande des muscles volontaires. 90% des cas sont dus a une forme
sporadique. En revanche, dans la forme familiale, I'anomalie la plus fréquente est une mutation sur le géene
codant pour la protéine SOD1 (superoxyde dismutase de type 1).

Protéines impliquées: Dans la forme familiale, la protéine SOD1 mutée semble étre a |'origine de la pathologie,
entrainant en plus de son caractére excitotoxique, une activation des voies de I’'UPR. (Medinas et al., 2017)

Conséquences sur le systeme UPR: Toutes les voies de I'UPR sont activées dans I'ALS familiale (forme
caractérisée par la mutation de la protéine SOD1). Des signes d’activation des 3 branches de 'UPR ont été
constatés dans le cerveau de patients décédés de I’ALS (Atkin et al., 2008).

Biomarqueurs identifiés: I'activation des voies IRE1, ATF6 et PERK a été constatée, des quantités importantes
de CHOP et BiP/GRP78 ont été mesurées (Atkin et al., 2008), tout comme pour XBP1s (Hetz et al., 2009) et
ATF4 (Matus et al., 2013) sur des coupes de cerveaux de patients.

Traitements disponible: Aucun traitement curatif n’existe a I'heure actuelle. La prise en charge est donc
symptomatique, puis palliative au cours de I'évolution de la maladie. Le Riluzole qui interagit avec les
récepteurs du glutamate a montré un intérét dans la prise en charge de cette pathologie afin de prolonger la
vie des patients.

Autre: La SLA est une maladie orpheline ou aucun traitement curatif n’existe a I’heure actuelle. De plus sa
mortalité a court terme en font une maladie ou le ‘unmet medical need’ est considérable.

Sources: https://www.orpha.net ; https://www.arsla.org/ ; https://institutducerveau-icm.org/ ; Medinas et al., 2017 ; Atkin et al., 2008 ; Hetz et
al., 2009 ; Matus et al., 2013
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Autres maladies neurodégénératives :

Les maladies neurodegénératives représentent un ensemble hétérogene de maladies caractérisé
par la dégénérescence des cellules nerveuses. Ce sont, a I’exception de la maladie
d’Alzheimer, de Parkinson et de la sclérose en plaques, des maladies rares. Toutes sont a
I’heure actuelle encore incurables (seul des traitements symptomatiques existent). Cette partie
a été rédigée a l'aide du site Orphanet. En plus des cing maladies vues précédemment, des
modulateurs de la réponse UPR ou de ses effecteurs secondaires ont été développés dans

d’autres maladies, parmi lesquelles :

- Myopathie de Duchenne (Duchenne Muscular Dystrophy ou DMD) : elle est due a la
présence d’une anomalie du gene DND codant pour la dystrophine, entrainant une
absence totale de la protéine active. Elle se caractérise par une atrophie et une faiblesse
musculaire. Il existe une sollicitation importante du systéeme de dégradation des

protéines - Développement d’inhibiteurs du protéasome

- Démence Frontotemporale (Frontotemporal dementia ou FTD) : les causes de la
maladie sont diverses mais peuvent étre le résultat de I’accumulation d’une protéine
toxique ou de la présence de la protéine Tau qui forme des inclusions, entrainant
I’apoptose des cellules nerveuse situées dans le cortex médian préfrontal et fronto-
insulaire. La FTD se manifeste par des troubles comportementaux, du langage et une

dysfonction exécutive - Développement d’inhibiteurs de I’apoptose

- Sclérose en plaques (Multiple sclerosis ou MS) : ¢’est une maladie auto-immune qui
résulte de la destruction de la gaine de myéline, entrainant une dégénérescence des
nerfs. Les étiologies sont multiples et peuvent mettre en cause des anomalies de
synthése des protéines impliquées dans la structure de la gaine de myéline. La maladie
se manifeste par des symptdmes variés, mais elle est caractérisée par une névrite
optique rétro-bulbaire et un syndrome pyramidal, souvent a I’origine de 1a découverte
de la maladie > Développement de modulateurs de plusieurs voies de I’'UPR ou de

ses effecteurs secondaires.
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Paralysie supranucléaire progressive (Progressive supranuclear palsy ou PSP):
Cette maladie serait due a une anomalie dans le géne codant pour la protéine Tau
(Tauopathie comme la maladie d’Alzheimer et la démence fronto-temporale), résultant
en une activation du systeme UPR. Elle se manifeste par une atteinte oculomotrice
supra-nucléaire et une instabilité posturale accompagnée d’une rigidité progressive
-  Développement d’inhibiteurs de I’apoptose et d’inducteurs de la protéine

chaperonne BiP

Rétinite pigmentaire (Retinitis pigmentosa ou RP) : cette maladie est due a des
mutations sur les génes codants pour différentes protéines impliquées dans les
photorécepteurs de la rétine, résultant en une perte progressive de la vision

- Développement d’inducteurs de la protéine chaperonne BiP

Ataxie spinocérébelleuse (Spinocerebellar Ataxia ou SCA) : cette maladie est due,
comme la maladie de Huntington, a une expansion de codon CAG (répétitions de
codons) du géne codant pour I’ataxine, entrainant un caractére toxique de la protéine et
se manifestant par une ataxie -> Développement de chaperonnes chimiques et

d’inhibiteurs de I’apoptose

Amyotrophie spinale (Spinal Muscular Atrophy ou SMA): elle est due a une
mutation du géne codant pour la protéine de survie du motoneurone (SMN), qui se
caractérise par la perte des motoneurones antérieurs de la moelle épiniére et des
noyaux du tronc cérébral. Les causes de déces sont liées a une incapacité des muscles
respiratoire a se contracter et ainsi a assurer une oxygénation suffisante

-> Développement de chaperonnes chimiques et d’inhibiteurs de 1’apoptose

Syndrome de Wolfram (Wolfram syndrom ou WS) : cette pathologie est due a une
mutation de genes codant pour des protéines situées dans le RE et impliqués dans
I’homéostasie calcique, elle se manifeste notamment par un diabéte sucré, une surdité
neurosensorielle et une atrophie optique —> Deéveloppement de modulateurs du

calcium et d’inducteurs de la protéine chaperonne BiP
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PARTIE II R&D : PRINCIPALES CARACTERISTIQUES
DES MOLECULES INTERAGISSANT AVEC LE
SYSTEME UPR

Chapitre 1 R&D : plan de développement d’un médicament

Le développement d’un médicament est un processus complexe comportant de nombreuses
étapes interdépendantes et faisant intervenir de nombreux acteurs. Nous nous intéresserons ici
au déeveloppement pharmaceutique de « small molecule » : des petites molécules obtenues par
synthese chimique. En effet les molécules qui seront détaillées plus tard dans ce travail sont

des petites molécules chimiques, par opposition aux anticorps ou a la thérapie génique.

Les 2 grandes étapes du développement d’un médicament sont le développement pré-clinique
suivi du développement clinique. En moyenne, 12 a 14 ans sont nécessaires a la mise sur le
marché d’un médicament. Jusqu’a 10.000 molécules seront étudiées avant d’aboutir a un
médicament commercialisé, pour un colt de développement d’environ 1 milliard d’euros
(données du LEEM).

Cette section a été rédigée a ['aide des sites de [l'Inserm et du LEEM, ainsi que des
connaissances accumulées au cours de mon Master II a I’Université Claude Bernard Lyon I.
Un résumé des etapes depuis la recherche fondamentale jusqu’a la mise sur le marché d’un

médicament est présenté dans la figure suivante :
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médicament.

3 Evaluation clinlquc
Evaluer la sécurité et l'efficacité

Figure 18 : Les étapes de R&D nécessaires avant la mise sur le marché d’un nouveau
du médicament chez I'Hommeo
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11 SELECTION DE LA CIBLE

Dans le cadre de la recherche sur le médicament, le préambule a toute recherche est d’établir
I’état des lieux des connaissances dans une pathologie donnée : 1’épidémiologie de la maladie,
la définition des besoins médicaux non-couverts, les médicaments déja sur le marché et les

molécules en développement dans cette indication, les cibles innovantes pour corriger,
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moduler ou prévenir ’apparition de la maladie ainsi que les retombées économiques

potentielles.

Les équipes de chercheurs vont s’appliquer a identifier une cible (par exemple une protéine,
une enzyme ou un récepteur), impliquée dans la pathologie d’intérét. Deux étapes sont alors
indispensables au bon déroulement de la recherche :

- L’élaboration de la « Disease Target Product Profile », document permettant de cadrer
I’indication revendiquée, le stade de la maladie ainsi que la population potentielle visé
par le futur médicament.

- La «target selection» ou choix de la cible qui est également déterminante, le
développement futur de la molécule et son éventuel acces au marché dépendra en effet

du choix de la « bonne cible ».

1.2 IDENTIFICATION DES HITS

Une fois la cible identifiée, les chercheurs vont chercher a identifier des molécules qui
interagissent avec celle-ci. Pour cela, plusieurs stratégies peuvent étre utilisée : les études in-
silico, permettant d’identifier des molécules interagissant avec la cible grace a des modéles
géneérés sur ordinateur, ou le criblage a haut débit (high-throughput screening ou HTS) :
plusieurs milliers de molécules issues d’une chimiothéque vont étre testées sur la cible

identifiée lors de la premiére étape, afin de trouver des molécules interagissant avec celle-ci.

En paralléle de cette étape, un « Target Product Profile » (TPP ou profil cible du produit) va
étre rédigé. Ce document décrit 1’ensemble des caractéristiques souhaitées du futur
médicament, notamment le type d’interaction avec la cible (inhibiteur/inducteur/modulateur),

les caractéristiques physico-chimiques (solubilité, demi-vie) ou le mode de synthese.

Les relations structure-activité (RSA) vont étre étudiées, et des simulations par ordinateur
(étude in silico) vont permettre de rechercher des interactions éventuelles des molécules

étudiées avec un panel de récepteurs, transporteurs ou enzymes (effets off-target : la molécule
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interagit avec des cibles non-souhaitées, qui ne sont pas en lien direct avec la

physiopathologie de la maladie étudiee).

A la fin de cette étape, un certain nombre de «hit» seront identifiés: des molécules
interagissant avec la cible. Les molécules retenues vont ensuite étre testées sur des modeles
in-vitro pour préciser les caractéristiques identifiées lors du screening, par exemple ’affinité
pour la cible, I’interaction avec d’autres cibles, le caractere réversible ou non de cette

interaction. Cette étape aboutit a la sélection de plusieurs dizaines de molécules appelées hits.

1.3 HIT TO LEAD

A partir des molécules « hits » identifiées précédemment, les chercheurs vont sélectionner les
molécules avec le plus fort potentiel de succes en clinique. Cette étape correspond au « hit to
lead ». Les leads sont des molécules pour lesquelles I’interaction avec la cible a été
caractérisee, et dont les propriétés identifiées sont en accord avec la « Disease Target Product

Profile ».

Au cours de cette étape, les chercheurs vont essayer d’ameliorer les caractéristiques physico-
chimiques des leads identifiés. C’est la « lead optimization » : afin que le produit puisse étre
administré a I’homme, la solubilité, la demi-vie ou la liaison aux protéines vont étre étudiées.
Les chimistes vont chercher a modifier les leads afin d’obtenir des caractéristiques
compatibles avec une administration chez I’homme. A la fin de cette étape, moins d’une
dizaine de molécules seront retenues pour étre testées chez I’animal. En général, pour le
développement ultérieur, une molécule «prometteuse » est identifié, c’est-a-dire qu’elle
remplit tous les criteres identifiés dans le ‘Target Product Profil’. Des «back-up »
molécules seront également retenues, qui pourront étre développés si échec du développement

de la molécule lead.
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Afin de sélectionner la bonne molécule pour le passage en in vivo, des tests in-vitro sont
indispensables : ce sont, notamment, des tests de génotoxicité (test d’Ames, test des cometes),
des tests d’interactions avec les canaux hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene) qui sont
des canaux potassiques impliqués dans 1’allongement de 1’espace QT, ainsi que des essais sur
cellules d’hépatocytes afin de caractériser les métabolites de la molécule obtenus lors du
passage hépatique. De plus des tests pharmacologiques vont étre effectués afin de quantifier

I’interaction de la molécule avec la cible (étude d’affinité).

14 DEVELOPPEMENT PRE-CLINIQUE : PHARMACOLOGIE,
TOXICOLOGIE

Le développement pré-clinique se déroule en amont du développement clinique pour la
batterie de tests obligatoires avant la premiére administration a ’homme, et également en
parallele du développement clinique (étude de reprotoxicité, carcinogénicité, etc.). Les tests
doivent étre réalisés en général chez 2 espéces animales différentes, dont un non-rongeur. En
fonction du test a réaliser, plusieurs espéces pourront étre utilisées, notamment souris, rats,

chiens, primates, mini-pig.

Avant le passage en phase de développement clinique, plusieurs études chez 1’animal sont
requises (étude GLP ou Good Laboratory Practice, Bonnes Pratiques de Laboratoire). Les
études de pharmacologie de sécurité : toxicologie a dose unique et a doses répétées : ces
études permettent d’identifier les organes cibles, les fonctions a surveiller chez 1’humain et
aident a D’estimation de la premiére dose a administrer chez I’humain. Les tests de
mutagénése/ génotoxicité sont également obligatoires afin d’identifier un éventuel effet
mutagene de la molécule. Les études de pharmacocinétique (PK) et de pharmacodynamie (Pd)
animale sont essentielles pour identifier la distribution de la molécule dans 1’organisme ainsi
que son effet sur ’animal, et pouvoir extrapoler la dose et le schéma d’administration chez

I’humain.

71



En paralléle du développement clinique, des tests précliniques doivent étre réalisés, souvent
apres la réalisation de la Phase | et avant le début de la phase Ill, ce sont notamment les études
de reprotoxicité (fertilité et développement embryonnaire précoce ; développement embryo-
feetale ; développement pré et post-natal), les études sur animaux juvéniles, les essais de
carcinogenicité, + les essais d’hypersensibilité ou de toxicité cutanée. En effet, ces études

seront nécessaires avant de pouvoir commencer les essais cliniques de phase IlI.

1.5 DEVELOPPEMENT CLINIQUE : PHASE I, I, 111

Le développement clinique d’un médicament se déroule typiquement en 3 phases : la phase |
qui correspond a la phase de premiére administration a ’homme de la nouvelle molécule, la
phase II qui permet d’étudier la relation entre la concentration en médicament dans le sang et
I’effet obtenu (relation PK/Pd) et la phase Ill, ou la molécule est testée sur un grand nombre
de sujets afin de préjuger de I’efficacité du médicament, dans I’indication revendiquée, et

contre ses concurrents directs.

1.5.1 Phase |

Elle est menée chez une population de volontaires sains ou malades, en fonction de
I’indication de la molécule. En général, en oncologie et dans les maladies rares, les nouvelles
molécules sont testées chez des volontaires malades. Entre 20 et 40 participants vont recevoir
la molécule a tester, ou un placebo. Les objectifs de la phase I sont d’identifier d’éventuelles
effets indésirables consécutifs a la prise du médicament, et d’évaluer la cinétique du
médicament dans le corps humain (PK). Une batterie de tests est donc effectuée durant la
phase I afin de connaitre les concentrations sanguines au cours du temps ainsi que 1’effet de la
molécule sur les principaux organes (systéeme cardio-vasculaire, hépatique, cardiaque, rénale,
pulmonaire, neurologique). C’est durant la Phase I que la «Proof of Mechanism » est

obtenue : le médicament est présent a des concentrations quantifiables dans le corps humain.
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De méme la « Proof of Principle » (PoP ou preuve de principe) va étre obtenue entre la phase |
et la phase II, elle permet de mettre en évidence que la molécule va engendrer des
changements biologiques ou cliniques, en lien avec la maladie et le mécanisme d’action

escompte.

1.5.2 Phase ll

Elle se déroule chez des patients. Les objectifs sont de trouver la dose minimale efficace du
médicament ainsi que d’identifier son schéma d’administration définitif, tout en surveillant les
effets indésirables éventuelles de la molécule. Un plus grand nombre de volontaires malades
va recevoir la molécule ou un placebo (une centaine de patients environ). De la méme
maniere, une batterie de tests est effectuée. Une attention particuliére est portée a 1’efficacité
du médicament (relation PK-Pd notamment). C’est en général a la fin de la phase Il que la
« Proof of Concept » (PoC ou preuve de concept) est obtenue. Elle permettra, entre autres, de
déterminer le nombre de sujets nécessaire pour la phase Il ainsi que les chances de succes
pour obtenir une supériorité (ou une non-infériorité) contre les médicaments déja sur le

marché, le cas échéant.

1.5.3 Phase Il

C’est I’ultime phase avant 1’autorisation de mise sur le marché de la molécule. Le médicament
expérimental va étre tester sur une population importante (en général plus de 500 sujets, et, en
fonction de la fréquence de la maladie, du critére de jugement principal et de la différence a
mettre en évidence, parfois plusieurs milliers). La phase Il est réalisée en se comparant aux
médicaments déja sur le marché dans cette indication (versus Standard of Care (SoC) ou
traitement de référence). Ici, I’objectif est de déterminer I’efficacité du traitement, qui doit étre
au moins équivalente ou supérieure aux traitements de référence de la pathologie, tout en
surveillant I’apparition d’éventuels effets indésirables rares. La phase Il peut durer plusieurs

annees, le temps de recruter tous les patients.
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1.5.4 Commercialisation

A la fin de la phase Ill et en fonction des résultats obtenus, le sponsor qui développe la
molécule va pouvoir déposer une demande d’autorisation de mise sur le marché (AMM)
aupres des autorités compétentes. En fonction de I’indication visée, de la sévérité de la
maladie et de son caractere rare ou non, pour le marché Européen, le dépdt de la demande
pourra étre effectué au niveau national (en France auprés de I’ANSM agence nationale de
sécurité du medicament et des produits de santé) ou au niveau européen (a2 ’EMA ou
European Medicine Agency). Pour le marché américain, une demande d’AMM peut étre
déposée aupres de Iautorité compétente aux Etats-Unis (FDA ou Food and Drug

Administration).

Les autorités réglementaires sont chargées d’évaluer le dossier de demande, et notamment le
rapport bénéfice-risque du nouveau medicament : effets thérapeutiques significatifs associés a
un risque d’effets indésirables acceptable, comparativement aux bénéfices potentiels. Une fois
I’AMM obtenue, pour le marché Francais, un dossier devra étre dépose aupres de la HAS
(Haute autorité de santé), afin de décider du prix du médicament et de son taux de
remboursement. Cette évaluation est réalisée en comparant le bénéfice obtenu avec la
nouvelle molécule par rapport aux médicaments déja sur le marché. En fonction du service
médical rendu et de I’amélioration du service médical rendu (SMR, ASMR), le médicament
pourra obtenir ou non un remboursement par ’assurance maladie et un prix permettant un

retour sur investissement pour I’entreprise qui a développé le médicament.
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Chapitre 2 Preuve de concept du ciblage du systeme UPR dans les

maladies neurodégénératives : la thérapie génique sur modele

animal

Un modele animal est un animal présentant une affection similaire a une affection humaine et
servant de modele pour I'étude de cette affection. Ici, le modéle animal présentera un
processus pathologique induit qui a plusieurs aspects communs avec la pathologie humaine :
pour une maladie donnée, 1’animal présente une mutation génétique similaire a celle présente
chez I’humain, entrainant I’accumulation d’une protéine mal conformée et donc I’activation
du systeme UPR. Dans d’autres cas, I’administration d’une toxine spécifique permettra de

mimer les lésions présentes dans un type de maladie donnée.

L’impact des effecteurs du syst¢tme UPR sur 1’évolution des maladies neurodégénératives a
été largement étudié sur modéle animal. Une fois que 1’animal présente une mutation
génétique similaire a celle présente chez les humains, il va présenter des symptémes communs
avec les patients souffrants de cette pathologie. Afin d’étudier I’effet d’un effecteur donné
d’un systéme, des interventions génétiques sont possibles : par thérapie génique en modifiant
I’expression de certains geénes chez I’animal ou par 1’administration de virus portant un gene
codant pour une protéine d’intérét :

- Gene K.O. ou knockout : le géne est supprimé du génome de I’animal, la protéine
correspondante est donc non-exprimée, et tous les effecteurs en aval ne seront pas
formés. Ce knockout peut avoir lieu spécifiquement dans certains organes de 1’animal
(systéme nerveux central, muscles par exemple).

- Hétérozygotie d’un géne : par manipulation genétique il est possible de transformer
un gene homozygote (codé par les 2 brins d’ADN) en géne hétérozygote (1 brin
d’ADN codant, 1 brin d’ADN non codant), la protéine correspondante sera donc deux

fois moins exprimee chez 1’animal.
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- Surexpression d’un géne par transfert de géne : plusieurs types de virus peuvent
étre utilisés : les lentivirus (LV), les adénovirus (AV) ou les adeno-associated virus
(AAV). Le gene codant pour la protéine d’intérét est présent dans I’ADN du virus, elle
va donc étre surexprimée un certain temps chez 1’organisme hote, notamment dans le
systeme nerveux central (SNC) car ces virus sont capables de franchir la barriére

hémato-encéphalique (BHE).

Un modéle n’étant, par définition, pas parfait, les résultats présentés dans cette section sont a
interpréter avec du recul. En effet, ces manipulations génétiques ne peuvent pas, a 1’heure
actuelle, étre directement appliquées chez 1’humain, du fait des risques a long terme ou
d’effets épigénétique qui toucheraient la progéniture des malades. Cependant, les modeles
animaux sont indispensables pour la bonne compréhension du réle du systeme UPR dans les

maladies neurodégénératives et les éventuelles thérapies qui en découleraient.

La difficulté principale pour les maladies neurodégénératives est que I’activation de la réponse
UPR peut revétir un caractére protecteur ou favoriser la progression de la maladie, en fonction
de la branche de I’UPR activée ainsi que I’intensité et la durée de cette stimulation. Nous
allons cependant voir dans ce chapitre le role des branches de I’'UPR dans la progression des
maladies neurodégénératives, plus spécifiquement la maladie d’Alzheimer, la maladie de
Charcot-Marie-Tooth, la chorée de Huntington, la maladie de Parkinson et, pour finir la

sclérose latérale amyotrophique.

2.1 MALADIE D’ALZHEIMER

Plusieurs modeles animaux peuvent étre utilisés pour I’étude de la maladie d’Alzheimer. Le
modeéle le plus souvent utilisé est la souris transgénique APP/PS1 (amyloid precursor

protein/presenilin 1), une souris chimérique qui présente, selon le Jackson laboratory (JAX) :
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- Un gene chimérique humain/souris dans les précurseurs amyloides codant pour la
protéine Mo/HUAPP695swe

- Un gene codant pour la protéine mutante presenilin 1 (PS1-dE9).

Ce modéle animal présente donc une forme d’Alzheimer précoce, les différentes

manipulations effectuées sur ce modéle animal sont présentees dans le tableau ci-dessous :

Table 1 : Exemples de manipulations de thérapie génique dans la maladie d’Alzheimer

Manipulations Effets Références

PERK KO/ Rétablie le déficit moteur, augmente Ma et al., 2013

GCN2 KO/ I’apprentissage et la potentialisation a long terme Bilican et al., 2013

PKR KO Zhu et al., 2011

PERK Neuroprotecteur, Rétablie le déficit moteur Devi and Ohno, 2014

hétérozygote

JNK3 KO Diminue le dép6t de protéines béta-amyloide et les | Yoon et al., 2012
pertes neuronale et cognitive

Dans la maladie d’Alzheimer, la voie de PERK semble favoriser 1’évolution de la maladie,
notamment par I’intermédiaire de la phosphorylation de eIF2a, de la méme fagon que pour les
autres kinases effectrices de I’Integrated Stress Response. Dans une étude de Safra et al.,
2013, portant sur des modeles de nématode (Caenorhabditis elegans), le knockout de XBP1 a
mis en évidence que ’inhibition de la voie de IRE1 avait un effet bénéfique sur 1’évolution de
la maladie, en favorisant I’autophagie. De plus, il a ét¢ montré que 1’ablation de PERK dans le
systeme nerveux central permettait de rétablir le déficit de mémoire sur des modeéles de
maladie d’Alzheimer (Ma et al., 2013), mettant ainsi en lumiere le role central de elF2a dans

I’apprentissage et la plasticité synaptique.

2.2 MALADIE DE CHARCOT-MARIE-TOOTH

Le modele utilisé pour étudier la maladie de Charcot-Marie-Tooth est la souris transgenique
portant un géne mutant codant pour la protéine de myéline périphérique (PMP22). Comme

chez ’homme, la conduction nerveuse périphérique est ralentie, il en résulte des symptomes
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proches de la CMT de type 1B. Plusieurs manipulations ont éte effectuées sur ces modeéles

animaux de CMT :

Table 2 : Exemples de manipulations de thérapie génique dans la maladie de Charcot-Marie-
Tooth

Manipulations Effets Références

CHOP KO Neuroprotection globale Pennuto et al., 2008

GADD34/ Neuroprotection globale Pennuto et al., 2008

PPP1R15A KO

PERK KO Neuroprotection, ralentissement de Sidoli et al., 2016
I’évolution des symptdmes

Dans la CMT, la sur-stimulation de la voie PERK a un effet délétére sur 1’évolution de la
maladie. En effet, PERK qui phosphoryle elF2a permet de limiter la syntheése des protéines
mutantes mais déclenche dans un second temps 1’apoptose, par I’intermédiaire du facteur de
transcription CHOP. PPP1R15A/GADD34 qui déphosphoryle elF2a et donc relance la

synthése protéique est également impliqué dans la progression de la pathologie.

2.3 CHOREE DE HUNTINGTON

Le modéle animal utilisé dans la maladie de Huntington est la souris transgénique HTT,
porteur du gene codant pour la protéine Huntingtine mutante. Les animaux présentent donc
des symptdbmes similaires a ceux de I’humain. Les expérimentations réalisées sont les

suivantes :

Table 3 : Exemples de manipulations de thérapie génique dans la Chorée de Huntington

Manipulations Effets Références
ATF4 KO Pas d’effets Vidal et al., 2012
XBP1 KO Neuroprotection, amélioration des performances Vidal et al., 2012
(spécifiquement motrices, diminution du niveau de Huntingtine

dans le SNC)

Surexpression de Diminution de I’agrégation des protéines Zuleta et al., 2012
XBP1s (AAV) d’Huntingtine mutantes
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Dans la chorée de Huntington, la délétion de XBP1 semble retarder I’apparition de la maladie.
Ce phénomene serait di a un mécanisme compensatoire de stimulation du facteur de
transcription FOXO1 (Factor Forkhead box O1) qui est un important régulateur de
I’autophagie et qui favoriserait ainsi la dégradation de I’huntingtine par autophagie (Zhao et
al., 2013).

2.4 MALADIE DE PARKINSON

Plusieurs modeéles animaux peuvent étre utilisé pour la maladie de Parkinson. Les modeéles les
plus souvent utilisés sont la souris transgénique alpha-synucléine, ou I’utilisation de
neurotoxines (6-OHDA, MPTP par exemple) qui vont permettre de mimer le caractere
excitotoxique des protéines dans la maladie de Parkinson. Les différentes manipulations

réalisées sur ces modeéles animaux sont présentées dans le tableau ci-dessous :

Table 4 : Exemples de manipulations de thérapie génique dans la maladie de Parkinson

Manipulations Effets Références
Surexpression de Augmentation de la survie des neurones Sado et al., 2009
XBP1s (LV) dopaminergiques Valdes et al., 2014
XBP1 KO Protection contre les toxines induisant la Valdes et al., 2014
maladie de Parkinson
ATF6 KO Augmentation de la neurodégénération Hashida et al., 2012,
Egawa et al., 2011
CHOP KO Neuroprotection Silva et al., 2005
Surexpression de Augmentation de la survie des neurones Gorbatyuk et al., 2012
BiP (AAV) dopaminergiques, diminution des agrégats d’a-
synucléine

Ainsi, dans la maladie de Parkinson, le stress du RE favorise la neurodégénération dans les
formes précoces de la maladie (Roussel et al., 2013). L’ablation de ATF6 accélere la maladie,
en augmentant la sensibilité des cellules aux neurotoxines produites au cours de la maladie.
L’ablation de CHOP quant a elle présente un effet protecteur pour les cellules

dopaminergiques, en réduisant le déclenchement de 1’apoptose. De plus, la surexpression de
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BiP posséde un caractere protecteur, en effet, 1’activation des 3 branches de I'UPR serait
moins importante, BiP pouvant exercer plus facilement son effet inhibiteur sur les 3 ‘sensors’
de I'UPR. Ainsi, la suractivation des voies IRE1 et PERK semble accélérer la maladie tandis

que I’activation de la voie de ATF6 semble ralentir I’évolution de celle-ci.

2.5 SCLEROSE LATERALE AMYOTROPHIQUE

Le modéle animal utilisé dans I’ALS est la souris mutant SOD1 (Superoxide Dismutase)
transgénique. Ces souris surexpriment la protéine SOD1 mutante, et il en résulte des effets
toxiques se traduisant par des symptomes proches de I’ALS chez I’humain. Les interventions

réalisées sur les souris mutantes SOD1 sont présentées dans le tableau ci-dessous :

Table 5: Exemples de manipulations de thérapie génique dans la sclérose latérale

amyotrophique

Manipulations Effets Références

PERK Exacerbation de la maladie, augmentation de Wang L et al., 2011

hétérozygote I’agrégation de SOD1

PPP1R15A Exacerbation de la maladie, augmentation de Wang L etal., 2011

hétérozygote I’agrégation de SOD1

ATF4 KO Létalité embryogénique partielle, protection contre  Matus et al., 2013
la progression de la maladie

XBP1 KO Neuroprotection, augmentation de la durée de vie, Hetz et al., 2009

(spécifiquement  diminution des agrégats de SOD1

dans le SNC)

BIM KO Diminution de la progression de la maladie Hetz et al., 2007

Surexpression de  Ralentit la dénervation musculaire et augmente la Filezac de L'Etang et

SIL1 (AAV) survie al., 2015

Dans I’ALS, I’activation de la voie PERK a un caractere ambivalent : d’une part, PERK
permet de limiter 1’évolution de la maladie, gréce a la phosphorylation de elF2a, qui permet
de diminuer la synthése globale de protéine. Dans un deuxiéme temps, la production accrue de
ATF4, qui est un médiateur secondaire de la voie PERK, semble accélérer la maladie,

notamment par la formation du facteur pro-apoptotique CHOP.
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XBP1 (et donc la voie de IRE1) semble également accelérer la pathologie, en modulant
I’autophagie et I’expression de geénes impliqués dans le déclenchement de 1’apoptose. Ainsi,
I’inhibition d’une branche donnée de I’'UPR dans la ALS peut avoir des effets opposés. De
plus, dans des études portant sur des modéles d’ALS (Hetz et al., 2007 ; Kieran et al., 2007 ;
Nishitoh et al., 2008), I’ablation des génes pro-apoptotique PUMA, BIM et ASK1 a permis de
retarder 1’apparition de la maladie sur mod¢le animal, en limitant ainsi le phénomene de

déclenchement de 1’apoptose chez 1’animal.

Chapitre 3 Molécules ciblant le systeme UPR ou ses effecteurs secondaires

L’intérét de cibler le systtme UPR, notamment dans les maladies neurodégénératives, a
permis de développer un arsenal thérapeutique important de molécules interagissant avec les 3
branches de I’UPR. Des molécules ayant une action directe sur les récepteurs PERK, IREla
ou ATF6 ont été développés, ainsi que des molécules agissant sur leurs effecteurs directs :
elF20, GADD34 et ATF4 pour la voie PERK ; XBP1 pour la voie de IRE1 et les protéases
S1P et S2P pour la voie de ATF6.

A coté de ces molécules interagissant sur I’une des 3 branches de I’UPR ou ses effecteurs
directs, d’autres produits ont été¢ développés pour leur action sur des effecteurs n’appartenant
pas stricto sensu au systeme UPR, qu’on nommera par la suite ‘effecteurs indirects’, méme
s’ils sont en interaction directe avec le systeme UPR mais avec des actions situées en amont

ou en aval de celui-ci. On trouvera ainsi des :

- Molécules interagissant avec le systeme de repliement des protéines : les
chaperonnes chimiques, les molécules augmentant I’expression de BiP/GRP78, les
inhibiteurs de la PDI (Protein disulfide-isomerase) et les inhibiteurs des HSP (Heat
shock protein). Toutes ces protéines chaperonne étant impliqueées dans le repliement

des protéines.
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Molécules interagissant avec le systeme de contrble et de dégradation des
proteines : les inhibiteurs du protéasome, qui assure la dégradation des protéines et les
promoteurs de I’autophagie

Molécules permettant de limiter le déclenchement de I’apoptose : les inhibiteurs de
JNK (c-Jun N-terminal kinases) impliqué dans le déclenchement de I’apoptose, les
inhibiteurs de GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) impliqué dans le relargage du

calcium durant 1’apoptose ainsi que les modulateurs du calcium.

Le schéma suivant précise les différentes cibles avec lesquelles des modulateurs de la réponse

UPR ont été développés :

Figure 19 : Points de modulations pharmacologiques du systeme UPR
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Plus précisément, voici les différents effecteurs de la réponse UPR avec lesquels les

molécules modulatrices de I’'UPR interagissent :

Figure 20 : Modulateurs de I’"UPR en cours de développement

Inducteur de BiP o
Inhibiteur de HSP Chaperonne chimique

Inhibiteur de PDI \
Modulateur du calcium
GRP94
Inducteur de |'autophagie — PDI and BiP
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protéasome
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kinase de IRE1
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de ATF6
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Adapté depuis Hetz et al., 2013

¢ Inhibiteur de ASK1
: “—Inhibiteur de JNK

PTM : post-translational modification (modifications post-traductionnelles)

Le but de ce travail étant de montrer I’intérét des molécules interagissant avec le systeme UPR

ou ses effecteurs secondaires dans la prise en charge des maladies neurodégénératives, un
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focus particulier sera fait dans cette partie sur les molécules ayant été testées sur des modeles
animaux de maladies neurodégénératives en montrant des signes d’efficacité, ainsi que les
molécules déja au stade de developpement clinique. Pour les produits en phase de
développement clinique, une vérification systématique des essais cliniques en cours a été
réalisée (informations disponibles sur le site https://clinicaltrials.gov/). Les molécules

développées avec des indications uniquement hors-neurologie ne seront pas detaillées.

Les molécules sur lesquelles le focus sera fait sont principalement des molécules agissant sur
la voie PERK et ses effecteurs directs ainsi que des molécules agissant sur les systéemes de

repliement et de dégradation des protéines, ou le déclenchement de 1’apoptose.

Pour les molécules ciblant la voie PERK ou ses effecteurs direct, un résumeé est propose sous
forme de fiches, afin de faciliter la lecture et d’homogénéiser les informations recueillies entre

les différentes molécules en développement. Ce résumé reprendra les informations suivantes :

- Cible UPR et mécanisme d’action : données de pharmacologie, de pharmacodynamie
et biomarqueurs observés

- Caractéristiques  physico-chimique,  pharmacocinétique, caractére  druggable
(notamment passage de la barriére hémato-encéphalique, solubilité)

- Preuve de concept obtenue in vitro/in vivo

- Données de sécurité préliminaire : Effets ‘off-target’, probléme de sécurité majeur
identifié

- Stade de développement (préclinique — Phase I/11/111) et essais cliniques en cours le cas
échéant

- Indications en neurologie dans lesquelles les molécules ont été testees

Pour les molécules agissant sur les systemes de repliement et de dégradation des protéines, ou

le déclenchement de I’apoptose en développement clinique, seront discutés leur caractére
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druggable, leur efficacité et leurs implications pour la prise en charge des maladies

neurodégénératives.

Pour les molécules qui n’ont pas été testées sur des modeles de maladies neurodégénératives,
mais qui interagissent avec les voies IREla, ATF6 ou des effecteurs secondaires du systeme
UPR, des tableaux synthétiques détailleront les noms des molécules, leurs phases de

développement actuel et les indications dans lesquelles ces molécules sont développees.

3.1 VOIE DE PERK

Depuis la découverte du systeme UPR, de nombreux modulateurs de la voie PERK ont été
développés. De plus, des molécules déja sur le marché dans d’autres indications se sont
révélées étre des modulateurs de la voie PERK, comme le Guanabenz par exemple qui est un
antihypertenseur commercialisé depuis les années 1970. A 1’heure actuelle, la voie PERK
représente la voie privilégiée pour le rétablissement de 1’homéostasie cellulaire dans les
maladies neurodégénératives. Les possibilités d’interactions avec la voie PERK sont
multiples, ainsi ont été développés des inhibiteurs et des inducteurs de I’activité kinase de
PERK, des molécules inhibitrices de GADD34, une molécule inhibant la déphosphorylation

du complexe eIF2a-phosphorylé ainsi que des inhibiteurs de ATF4.

Il est & noter que I’ensemble des modulateurs de PERK présentés ici sont des molécules
brevetées dans des indications en rapport avec [’oncologie ou les maladies
neurodégénératives, a I’exception du Guanabenz qui est tombé dans le domaine public depuis

une vingtaine d’années.

Ces differents modulateurs sont présentés dans la figure ci-dessous :
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Figure 21 : Modulation de la voie PERK : cibles des molécules en developpement
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Seront présentés successivement : les inhibiteurs de la kinase PERK, les inducteurs de la
Kinase, les inhibiteurs de la déphosphorylation de elF2a, les inhibiteurs de GADD34 et enfin
les inhibiteurs de ATF4.

3.1.1 [Inhibiteurs de [’'activité kinase de PERK

Dans le processus habituel d’activation de la voie PERK, la premicre étape est la libération de
I’extrémité située dans la lumiére du RE par la chaperonne BiP. Le récepteur se dimérise,
activant ainsi son activité kinase qui va lui permettre de s’autophosphorylé pour devenir actif.
Les inhibiteurs de 1’activité kinase de PERK bloquent ainsi I’initiation de 1a voie PERK en

empéchant notamment la phosphorylation de elF2a.
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GSK2606424

Cible UPR: inhibiteur sélectif du site kinase de PERK
(fixation au site ATP-ase), également inhibiteur de la
kinase RIP-K1 ( = inhibition de 'apoptose médiée par
la voie TNF-RIPK1 dépendante

Mécanisme d’action: limite la dimérisation de PERK et
empéche son autophosphorylation

Sous-effecteur: N PERK-phosphorylé, NelF2a-
phosphorylé, NNATF4 et NCHOP (Axten et al., 2012)

: composé lipophilique +++

iodisponible par voie orale, para res PK compatible avec une administration
chez ’homme (passage de la BHE)

Pharmacologie: Chez les souris, lors d’administration orale, G passe la
BHE et atteint sa cible (Mercado et al., 2018)

In Maladie Modeéle Effets, biomarqueurs Bibliographie
vivo/
in vitro
In vivo AD Souris Tau Neuroprotection: N Tau Moreno et al., 2013
rTg4510 hyperphosphorylé, N de I'activation de

GSK3 et donc de la perte neuronale. N p-
PERK, NelF2a-p N ATF4

In vivo ALS Drosophiles Neuroprotection Kim et al., 2014
TDP-43
In vivo PD Drosophiles Neuroprotection Celardo et al., 2016
pink1, pakin
mutant
In vivo PD 6-OHDA Retarde la neurodégénération, Mercado et al.,
augmente la survie des neurones dopa 2018

Données de Safety
Effets off-target: toxiques pour les cellules B du pancréas, inhibition des cytochromes
P450 du a sa lipophilie = Incompatible avec une administration chez ’lhomme
Effets indésirables: effets indésirables dus a la perturbation de la production d’insuline:
nerte de poids, hyperglycémie

Synthése d’un dérivé GSK2656157, moins lipophile et avec de meilleures propriétés PK,
et plus sélectif pour PERK. Cependant posséde une activité sur RIPK1 également.

Phase | Phase Il Phase Il
AD, PD, ALS
Confére une
Syndrome de Marinesco-Sjogren, FTD, prion Neuroprotection globale

RIPK1: Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1

87



3.1.2 Inducteurs de [’activité kinase de PERK

Les inducteurs de 1’activité kinase de PERK facilitent 1’autophosphorylation de PERK et donc
son activation. Ainsi PERK pourra phosphoryler elF2a, ce qui permet, dans la réponse

adaptative de I’'UPR, de diminuer la traduction des protéines et donc diminuer le stress global
du RE.

CCT020312

Cible UPR: Induction de I'activité kinase de PERK et de la
kinase PKR (EIF2AK3, impliqué dans I'ISR dans la réponse
inflammatoire ou aux infections virales)

Mécanisme d’action: augmente la phosphorylation de
elF2a par PERK et PKR

Sous-effecteur: /elF2a-Phosphorylé, 2AGADD34
AATF4, pas d’effets sur IRE1 et ATF6 (Stockwell et al., 2012)

Caractéristiques physico-chimique: composé insoluble dans I'eau

PK: Passe la BHE aprés perfusion intraveineuse chez la souris, concentration atteinte
compatible avec un effet pharmacologique

Pharmacologie: Dans la PSP (Paralysie supranucléaire progressive), la proportion de
PERK-phosphorylé est suffisante pour déclencher la voie PERK mais la phosphorylation
de elF2a est insuffisante. CCT020312 permet ainsi de rétablir la phosphorylation de
elF2a et freiner la production de protéines et le stress du RE. Les équipes de Bruch et
al., 2017 ont montré que I'administration de CCT020312 était sure, bien tolérée, et
engagait sa cible moléculaire dans le cerveau des souris

In Maladie Modele Effets, biomarqueurs Bibliographie
vivo/ in
vitro
In vivo PSP Souris P301S  Amélioration de la mémoire, et des Bruch et al., 2017
tau fonctions locomotrices, N de la perte

des motoneurones et des cellules
dendritiques de la moelle épiniere

Données de Safety

Effets indésirables: pas d’effet indésirable particulier identifié chez la souris, pas de
mort prématuré et pas de troubles organiques constatés

Phase | Phase Il Phase Il
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3.1.3 Inhibiteur de la déphosphorylation de elF2a :

Le Salubrinal posséde un mécanisme d’action atypique : il va empécher la déphosphorylation

de elF2a par GADD34, en permettant ainsi de limiter la traduction des protéines et leur flux

entrant dans le RE. Ceci a pour effet de diminuer le stress cellulaire et de limiter 1’activation

de la réponse ‘terminal UPR’ menant a 1’apoptose.

SALUBRINAL

Cible UPR: inhibiteur du complexe CReP-PP1 (constitutive)

et du complexe GADD34-PP1c (inductible)

Mécanisme d’action: empéche la déphosphorylation de

elF2a

Sous-effecteur: 2 elF2a-phosphorylé, CHOP et ATF4.
Induit également une A de BiP (Boyce et al., 2005)

Caractéristiques physico-chimique: Mauvaise solubilité

PK: Mauvaise biodisponibilité, nécessiterait des modifications chimiques pour étre

compatible avec une administration chez I’lhomme

Pharmacologie: Une utilisation prolongée du Salubrinal semble nécessaire pour
obtenir un niveau de elF2a-phosphorylé compatible avec un effet pharmacologique
(Huang et al., 2012). Une limite a I'utilisation du Salubrinal est I'induction de GADD34
qui risquerait de limiter la durée d’action de la molécule, mais diminuerait

également la possibilité de surdosage (Fulwood et al., 2012)

In Maladie Modeéle Effets, biomarqueurs
vivo/
in vitro
In vivo MS Souris EAE NI dégénération axonale,
A performance moteur

In vivo CMT Souris MP- Neuroprotection: A survie des
myeline cellules de Schwann, 2
récupération des fonctions motrices
In vivo PD Souris A53T  Apparition des symptomes retardés,
neuroprotection, A de la ddv
In vivo ALS Souris SOD1  Neuroprotection, 2 de la ddv
G93A

Données de safety
Pas d’effets indésirables particulier observé

Bibliographie

Lin et al., 2007

D’antonio et al.,
2013

Colla et al., 2012

Saxenaet al.,
2009

Phase | Phase I Phase Il

MS, CMT, P:LS:, PD ‘ Neuro Accélération )
Ischémie cérébrale, protection de la maladie Prion
Iésion de la moelle épiniere -

ddv : Durée de vie
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3.1.1 Inhibiteurs de GADD34/PPP1R15A

Les inhibiteurs de GADD34 sont des composes qui permettent de maintenir elF20, dans un
état phosphorylé, limitant ainsi la traduction des protéines. Ils font partie intégrante de la voie
PERK mais aussi de I’Integrated Stress Response. Ces composés pourront ainsi avoir des
effets thérapeutiques a la fois dans les maladies neurodégénératives, mais aussi dans des
maladies dues a d’autres facteurs de stress cellulaires (impliquant la phosphorylation de elF2a
par des kinases) relatif a ’integrated stress response : I’inflammation, les infections virales, le

déficit en acides aminés ou en héme, notamment.

GUANABENZ

Cible UPR: Fixation réversible a GADD34

Mécanisme d’action: Modulation de I'affinité de GADD34
pour elF2a-phosphorylé: inhibe I'activité phosphatase et
empéche la déphosphorylation de elF2a

Sous-effecteur: 7 elF2a-Phosphorylé, ATF4, CHOP, permet
de restaurer la synthése protéique et notamment de
protéines chaperonne (Rozpedek-Kaminska et al., 2020)

Caractéristiques physico-chimique: bonne solubilité, administration par voie orale

PK: Passe la BHE, demi-vie de 6h, bonne biodisponibilité

Pharmacologie: Molécule antihypertensive utilisé jusqu’aux années 70,a-2 agoniste
développement en clinique complexe de par ces effets indésirables sur la tension.

Maladie Modeéle Effets, biomarqueurs Bibliographie
vwo/
in vitro

In vivo G93A SOD1 Retarde la progression de la maladie, Jiang etal., 2014
amélioration des performances Wang et al., 2014
moteurs, 2 ddv, ZelF2a-
phosphorylé

In vivo ALS G93ASOD1  Aggravation de la maladie Vieira et al., 2014

Données de Safety

Effets indésirables Off-target: Effets indésirables d'ordre cardiaque dus aux
propriétés antihypertensive du Guanabenz: hypotension, tachycardie, somnolence,
sécheresse de la bouche, faiblesse, etc. Titration nécessaire dans les essais
cliniques afin de surveiller la chute de Pression Artérielle chez les patients, mais

impossible d’atteindre la dose efficace au cours de la Phase |

Phase Il Phase Il
Essai de Phase | dans la MS mais Synthése d’analogue comme
problémes de sécurité dus aux effets le Sephin1, dépourvu
sur la tension du Guanabenz d’activité a-adrénergique
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SEPHIN 1

Cible UPR: Inhibiteur direct, sélectif et réversible de GADD34

cl Mécanisme d’action: Modulation de I'affinité de GADD34

" pour elF2a-phosphorylé: inhibe la déphosphorylation de
elF2a et maintient I'inhibition de la synthése protéique
Sous-effecteur: A2 elF2a-Phosphorylé, le niveau de ATF4
n’est pas modifié mais il y aurait une Nde CHOP (Das et al.,
2015). Le mécanisme d’action a été remis en cause
récemment par Crespillo-Casado et al., (2017) qui remettait en
cause l'interaction Sephin 1 — GADD34

1
= ™y MH,
H

Caractéristiques physico-chimique: Bonne solubilité, molécule compatible avec une
administration per os

PK: Biodisponible par voie orale, passe la BHE, concentration suffisante pour inhiber
GADD34 dans le cerveau sur modeéle animal

Pharmacologie: Molécule dérivé du Guanabenz mais dépourvue de son activité sur les
récepteurs a-2 adrénergiques: pas d’effet antihypertenseur

In Maladie Modeéle Effets, biomarqueurs Bibliographie
vivo/
in vitro
In vivo CMT1b Souris Neuroprotection, amélioration des Résultats non
mutant P- fonctions motrices, 2 elF2a- publiés
myéline Phosphorylé
In vivo ALS Souris G93A  Neuroprotection, retard de Crespillo-cassado
SOD1 I'apparition de la maladie, 2 elF2a- etal., 2017
Phosphorylé

Données de Safety

Effets indésirables: Pas d’effets indésirables sur la santé ou I'apprentissage vu chez les
souris, pas de toxicité mise en évidence chez ’lhumain au cours de la phase |

Phase Il Phase Il

Essai de Phase | chez volontaires sains, pas d’effets indésirables
CMT - spécifique mise en évidence a ce stade (communiqué de presse de
Inflectis Bioscience du 07/01/2020)
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3.1.2 Inhibiteurs de ATF4

Les inhibiteurs du facteur de transcription ATF4 vont permettre de limiter la réponse ‘terminal
UPR’, en freinant la production de CHOP et de tous ses effecteurs pro-apoptotiques.
L’inhibition de ATF4 permet également de diminuer I’induction de GADD34 et donc de

limiter la traduction des protéines et, plus globalement, le stress du RE.

DIBENZOYLMETHANE

Cible UPR: Diminution du niveau de ATF4
Mécanisme d’action: empéche la formation du

complexe ternaire elF2a-phosphorylé — elF2p:
O O action s’exerce en aval de elF2a (Weng et al., 2009)
Sous-effecteur: NATF4, restaure la synthese

protéique

Caractéristiques physico-chimique: Analogue de la curcumine, photostable

PK: Biodisponible par voie orale, passe la BHE, efficace a des doses compatibles
avec lI'administration en clinique

Pharmacologie: action en aval de elF2a-phosphorylé

In \EIEGIT] Modeéle Effets, biomarqueurs Bibliographie
vivo/
in vitro
In vivo AD Souris Tau Neuroprotection, N la Halliday et al.,
rTg4510 phosphorylation de Tau 2017

Données de Safety

Effets indésirables: Pas de toxicité pancréatique du a I'inhibition de la voie PERK

Un dérivé du Dibenzoylméthane a été synthétisé (DBM derivative 14-26)
possédant des propriétés anti-oxydative. Une augmentation de la ddv sur modéle
animaux de PD a mise en évidence (Takano et al., 2007)

Phase |

‘III‘P AD |

. Neuroprotection, ralentissement de la maladie
Prion, FTD /T

Phase Il Phase Il
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TRAZODONE

Cible UPR: Diminution du niveau de ATF4
Mécanisme d’action: empéche la formation du
complexe ternaire elF2a-phosphorylé — elF2p:
action s’exerce en aval de elF2a (Weng et al., 2009)
Sous-effecteur: NATF4, restaure la synthese
protéique

Caractéristiques physico-chimique: bonne solubilité, compatible avec une

administration per os

PK: Biodisponible par voie orale, passe la BHE, efficace a des doses compatibles
avec l'administration en clinique

PD/Phcologie: inhibiteur de recapture de la sérotonine et antagoniste 5HT2A,
également antagoniste des récepteurs al, a2 et H1l. Possede une action
anxiolytique/antidépressive et une AMM dans la dépression

In Maladie Modele Effets, biomarqueurs Bibliographie
vivo/
in vitro
In vivo AD Souris Tau Neuroprotection, N la Halliday et al.,
rTg4510 phosphorylation de Tau 2017

Données de Safety

Effets indésirables: effets indésirables d’ordre cholinergique, communs avec les
autres antidépresseurs type inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
Pas de toxicité pancréatique due a I'inhibition de la voie PERK

o ¥

. Neuroprotection
Prion, FTD P ALS : essai clinique

débuté en février 2020
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Cible UPR: ISRIB ou ‘integrated stress response
inhibitor’ diminue I'expression de ATF4
Mécanisme d’action: facilite la formation du
complexe ternaire avec elF23: antagonise la
phosphorylation de elF2a

Sous-effecteur: NIATF4, NCHOP NNGADD34

Caractéristiques physico-chimique: Trés insoluble = incompatible avec une
administration chez ’homme ++

PK: administration en perfusion chez I'animal, passe la BHE facilement

Pharmacologie: agit en aval de toutes les kinases permettant la phosphorylation de

elF2a, pas d’effets marqués sur le taux de synthése protéique (Rozpedek-Kaminska et
al., 2020)

In Maladie Modeéle Effets, biomarqueurs Bibliographie

vivo/

in vitro

In vitro Activation du systéeme Maintien la synthése protéique et Sidrauski et al.,

UPR activation de I'apoptose. NGADD34 2013

N CHOP
NATF4

In vivo AD Souris APP Pas d’amélioration sur Johnson et al.,
I'apprentissage ou la mémoire 2016

Chez des souris sauvage (Wild-type), 'administration de ISRIB a permis d'améliorer
les capacités d'apprentissage et de mémoire (Sidrauski et al., 2013)

Données de Safety

Effets indésirables: Profil toxicologique favorable, pas de toxicité pancréatique

Phase | Phase Il Phase Il

AD } Pas d’effets sur I’évolution de la maladie

Prion, traumatisme cranien, .
écrasement du nerf optique Neuroprotection
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3.2 VOIE DE IRE1 ALPHA

Fonctionnement de IRE1 : IREla posséde 2 activités enzymatiques distinctes. Les activités

enzymatiques ont lieu dans le cytosol, avec un domaine serine/thréonine kinase et un domaine
RNase. L’oligomérisation du récepteur va permettre ’activation du site Kinase, qui va alors

phosphoryler la RNase, la rendant ainsi fonctionnelle.

La RNase est impliquée dans I’excision d’un intron de I’ARNm de XBP1, qui va permettre la
formation de la protéeine active de XBP1 qui est un facteur de transcription qui va stimuler la
production des protéines impliquées dans le systeme de contrble qualité des protéines
(ERAD). La RNase permet également de dégrader des ARNm liés au RE, processus appelé
RIDD (Regulated IRE1-Dependant Decay ou décroissance régulée IRE1-dépendante).
L’activit¢ RIDD permet de diminuer le stress du RE en diminuant la formation de protéines et
donc de protéines mal conformées. Dans un second temps, en cas de stress soutenu,
I’activation de IREla va stimuler I’apoptose cellulaire, par interaction avec TRAF2, qui

stimulera a son tour ASK1 puis JNK.

Voie IRE1 et maladies neurodégénératives : Comme vue précédemment, I’activation de la

voie IRE1 dans les maladies neurodégénératives a pu étre mise en évidence dans plusieurs
mod¢les animaux et chez I’humain :
- Dans la maladie d’Alzheimer, il a été montré sur drosophile et sur cellule de
mammifere que XBP1s avait un role protecteur. Chez des patients souffrant de AD,
IREla et XBP1s ont été retrouvé en quantités élevées. (Casas-Tinto et al., 2011)
- Dans la maladie de Huntington, de la méme fagon, un déficit en XBP1 stimule la
dégradation de la protéine d’Huntingtine mutante par autophagie et retarde 1’apparition
de la maladie. (Vidal et al., 2012)
- Dans la maladie de Parkinson, sur modéle cellulaire et chez des souris, la
surexpression de XBP1s permet une cytoprotection lors du test d’induction de mort
cellulaire (MPP+ et MPTP). (Sado et al., 2009)
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- Dans la sclérose latérale amyotrophique (modéle souris mutant SOD1), un déficit en
XBP1 permet de diminuer la toxicité de la protéine mutante SOD1 en favorisant
I’autophagie. (Hetz et al., 2009)

Ainsi, il est difficile de déterminer si I’activation du systéeme UPR, et plus spécifiquement de
IREla dans les maladies neurodégenératives est la cause ou la conséquence de la
neurodégénération, et comment le stress du RE module la progression de la maladie. En cas
de dommages faibles, la réponse UPR apporte une réponse protectrice, cependant, quand le
stress du RE est durable et 1’accumulation de protéines mal conformées permanente, la

réponse UPR semble contribuer a la toxicité neuronale (Hetz et al., 2011).

Plusieurs catégories de modulateurs de IRE1 ont été développés. Ces molécules agissent
principalement sur les sites kinase ou RNase de IREla. Les modulateurs sont encore a un
stade de développement précoce. Une classification des inhibiteurs du site kinase de IREla en
fonction de leur mécanisme d’action a été proposée par Medinas et al., (2017), elle est reprise
dans la table 6 ci-dessous. La plupart des molécules présentées ici ont été testées in vitro, et
certaines également chez 1’animal, mais principalement dans le domaine de 1’oncologie. Dans
cette section nous allons voir briévement les différents modulateurs de la voie de IREla en
cours de développement, et un focus sera fait sur les rares molécules en phase de

développement clinique.

Les modulateurs de IREla présentés ici sont pour la plupart des molécules brevetees dans des
indications en lien avec le champ de 1’oncologie, des affections virales et des protéinopathies.
Certaines de ces molécules sont passées le domaine public comme la quercetin, la

toyocamycin et le resveratrol.

Les différents points d’interactions avec IREla et les molécules associées sont présentés dans

la figure suivante :
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Figure 22 : Modulation de la voie IRE 1« : cibles et molécules en développement

Inducteur de P'activité RNase
*  Quercetin

IREla

Monomérique Détachement de BiP
Dimérisation

Inhibiteurs de I'activité RNase

*  4u8C ¢  Toyocamycin
* i * B-109
IREla salicylaldehydes
: e L ¢ MKC3946 *  HNA-I06
OIIgome"se *  MKC9989 * STF083010

STF-083010 OICR464

+
. XBP1 OICR573
Inducteur de P'activité kinase Site
*+  FIRE Peptide RNase
Inhibiteurs de I'épissage de
Inhibiteurs de I'activité kinase + XBP1 en XBP1s

i +  Trierixin
De type | De type Il Phosphorylation

* Compound 2
* Sunitinib * Compound 3

+ APY29 + KIRA3 XBP1s
* 1-NM- * KIRA6
PP1  KIRAS
« 3-IN-PP1 Inhibiteur du transport de

l XBP1s vers le noyau
I *  Resveratrol

¥

Action sur séquences promoteurs de génes
dans le noyau (ERAD++)

Les modulateurs de IRE1 a sont présentés dans le tableau ci-dessous : en gras, les molécules
décrites a la fin de cette section.
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Table 6 : Modulateurs de la voie IRE o

Mode
d’action

Inhibiteurs
dela
RNase

Molécule

4u8C : 4-methyl-
lumbelliforme-8-
carbaldehyde

Salicylaldehydes. :

3-Methoxy-6-
Bromosalicyl-
aldehyde

MKC3946

MKC9989

STF-083010

Toyocamycin

B-109

HNA-I06 : 2-
hydroxy-1-
naphthaldehyde

S$T50222858:

2,3-dibromo-5-
ethoxy-6-hydroxy
benzaldehyde

OICR464

Mécanisme d’action
complémentaire

Egalement inhibiteur
de I'activité RIDD

Fort inhibiteur de
I’activité de la RNase,
également inhibiteur
de I'activité RIDD

Egalement inhibiteur
de I'activité RIDD

Egalement inhibiteur
de I'activité RIDD

Inhibiteur réversible
non compétitif de la
RNase

Effets sur ’'UPR

NXBP1s

Effet antioxydant

NXBP1s

N |"activation de IRE1

NXBP1s

A sensibilité au
bortezomib

NXBP1s

NXBP1s

Nisurvie des cellules
tumorales

NXBP1s

A sensibilité au
bortezomib

NXBP1s

NXBP1s

NXBP1s

NXBP1s

Bibliographie

Cross etal., 2012

Zhang et al., 2012

Volkmann et al.,
2011

Mimura et al.,
2012

Sunetal., 2016

Hay et al., 2007

Papandreou et al.,
2011

Ming et al., 2015

Rietal., 2012

Sunetal., 2016

Tang et al., 2014

Mimura et al.,
2012

Volkmann et al.,
2011

Sanches et al.,
2014
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Mode
d’action

Inhibiteur
de XBP1

Inducteurs
de la RNase

Inhibiteurs
de I'activité
kinase de
IRE1la

Molécule

Trierixin

Compound 2

Resveratrol
Phase I: diabéte
Phase Il:

AD, Cancers
Quercetin

Phase | :

AD, cancer de la
prostate, diabete,
sarcoidose

Mécanisme d’action
complémentaire

Inhibiteur de
I’épissage de XBP1 en
XBP1s

Inhibiteur de
I’épissage de XBP1 en
XBP1s

Diminue la capacité de
liaison de XBP1s a ses
genes cibles,
antioxydant

Stimule la
dimérisation de IRE1a,
inducteur de I'activité
RIDD, inhibiteur du
protéasome,
antioxydant

Effets sur ’'UPR

NXBP1s

NXBP1s

A production de facteurs
pro-apoptotiques

A XBP1s

A activité de IRE1

Bibliographie

Tashiro et al.,
2007

Averous et al.,
2004

Weng et al.,
2009

Wang FM et al.,
2011

Wiseman et al.,
2010

Nisha et al., 2014

Type |: Empéchent la phosphorylation de IREla tout en facilitant sa dimérisation,
activent le domaine RNase en I’'absence de stress du RE

Sunitinib
Clinigue :

AMM dans le
cancer du rein
avancé et
métastatique

APY29

Inhibiteur compétitif
du site kinase, active
la RNase

Inhibiteur ATP-
compétitif du site
kinase (mime I’ADP),
active la RNase de
facon allostérique

Nla phosphorylation de
IREla

A la dimérisation de IRE1a

A XBP1s

Al'autophosphorylation de
IREla

A la dimérisation de IRE1a
et son maintien sous forme
active

A XBP1s

Jha etal., 2011

Bouchecareilh et
al., 2011

Wang et al.,
2012
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Mode
d’action

Inhibiteurs
de I'activité
kinase de
IREla

Inducteur de
I'activité
kinase de
IREla

Modulateur
de IREla

Molécule

1-NM-PP1

3-IN-PP1 (analogue
de 1-NM-PP1)

Mécanisme d’action
complémentaire

Inhibiteur ATP-
compétitif du site
kinase (mime I’ATP),
active la RNase de
facon allostérique en
I’'absence
d’autophosphorylatio
n

Effets sur ’'UPR

/1 XBP1s

Bibliographie

Papa et al., 2003

Verschueren et
al., 2017

Type Il : Inhibent les activités kinase et RNase, stabilisent la forme monomérique de
IRE1a et empéche la dimérisation induite par le stress du RE

KIRA3 (Kinase
Inhibiting RNase
attenuator)

KIRAG :

Préclinique :

efficacité in vivo dans des
modeles de diabéte et de
dégénération rétinienne.

KIRA8

Compound 3

FIRE Peptide

Kaempferol

Préclinique :

Effet neuroprotecteur sur
modeles drosophile de la
maladie d’Alzheimer

Inhibent les activités
kinase et RNase de
IREla.

Inhibe les activités
kinase et RNase de
IREla

Inducteur de I'activité
kinase de IREla

Inhibe I'activité RIDD

Module I'activité de
IREla, inhibe 'activité
de ATF6, propriété
antioxydante

\I dose-dépendante
de la
phosphorylation de
IREla

\I |la dimérisation de
IRE1la en maintenant
le récepteur sous

forme monomérique

NXBP1s

Nla phosphorylation
de IREla

N la dimérisation de
IRE1 a et son
activation

NXBP1s

A la dimérisation et
I"autophosphorylatio
nde IREla

/1 XBP1s

N activité RIDD
NelF2a-phosphorylé
NCHOP

NIRE1

NXBP1s

N ATF6

N BiP

Wang et al.,
2012

Ghosh et al.,
2014

Ghosh et al.,
2014

Bouchecareilh et
al., 2011

Beg et al., 2018

Varschney et al.,
2018
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Le Resvératrol est un polyphénol d’origine naturelle, présent dans certains fruits et plus
particulierement le raisin. Ce flavonoide posséde, en plus de son activité sur XBP1s, des
propriétés antioxydantes qui lui permettent de capter les ROS (piégeur de radicaux libres). Ce
panel d’activités a motiveé son développement dans la maladie d’Alzheimer. Cette molécule
posséde aussi des propriétés antitumorale et anti-inflammatoire, justifiant son développement
dans d’autres types de pathologies. Il posséde une action sur les plaquettes sanguines, au
niveau des récepteurs au thromboxane A2, ce qui peut engendrer un risque accru de

saignements chez les patients.

La Quercétine est un flavonoide d’origine naturelle qui a montré son efficacité dans plusieurs
modéles de maladies, notamment dans le domaine de 1’oncologie. Elle posséderait en plus de
son action sur la RNase des propriétés antioxydantes. C’est cette propriété particuliére qui a
justifier son développement dans la maladie d’Alzheimer, actuellement en phase I. Ce serait
également un inhibiteur de TNFa et IL-8, motivant son développement dans les maladies
inflammatoires. C’est un métabolite secondaire présent dans de nombreuses plantes, et qui

présente un risque d’effets indésirables limités. (Wiseman et al., 2010)

Le Kaempferol qui est également un flavonoide d’origine naturelle présent dans de nombreux
végétaux a montré des résultats encourageants dans des modéles de maladie d’Alzheimer. Son
mécanisme d’action est complexe et fait intervenir la modulation de IREla, I’inhibition de
ATF6 et des propriétés antioxydantes. Il permet ainsi, en cas de stress du RE, de limiter

’activation de la réponse UPR.
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3.3 VOIE DE ATF6

Lors de I’activation du systtme UPR, le facteur de transcription ATF6 est transporté vers
I’appareil de Golgi. Il y est alors clivé par des protéases (S1P et S2P), permettant la libération
du fragment ATF6f. Celui-ci va se fixer a des séquences promoteurs de génes et ainsi moduler

I’expression de génes impliqués dans :

- Le systéme de contrdle qualité des protéines ERAD
- XBP1 qui va permettre d’induire la voie de IRE1
- Des protéines chaperonne : BiP/GRP78, Calreticuline, GRP94

- CHORP et ainsi le déclenchement de I’apoptose

Au niveau pharmacologique, les possibilités d’interactions avec ATF6 sont plus limitées que
pour les voies de PERK et de IRE1a. Des molécules inhibitrices ou inductrices de ATF6 ont
été développées, ainsi que des inhibiteurs des protéases S1P et S2P. Les molécules agissant
sur la voie de ATF6 sont aujourd’hui a un stade de développement trés précoce (in vitro),
rendant difficile I’interprétation de ces premiers résultats par rapport a un éventuel candidat-

médicament pour la prise en charge d’une maladie neurodégénérative donnée.

Les procédés de fabrication des molécules présentées comme modulatrices de ATF6 sont

brevetées, a I’exception de la mélatonine et la baicalein qui sont dans le domaine public.

Ces différentes molécules sont présentées dans le tableau ci-dessous :
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Table 7 : Modulateurs de la voie de ATF6

Mode
d’action

Inhibiteurs
de protéase

Inhibiteurs
de ATF6

Inducteurs
de ATF6

Molécule

AEBSF: Fluorure

de 4-(2-amino
éthyl)  benzéne
sulfonyle

Nucleobindinl
(NUCB1)

PF429242

Nelfinavir

Ceapin-A7

Melatonin

Baicalein

Compound 147 et
Compound 263

Mécanisme
d’action

Inhibiteur de S1P

Inhibiteur de S1P

Inhibiteur

compétitif de S1P

Inhibiteur de S2P

Inhibiteur de ATF6

Inhibiteur de ATF6

/1 expression de
ATF6

Inducteur de ATF6

Effets sur 'UPR

Bloque le clivage

de ATF6

Bloque le clivage

de ATF6

Bloque le clivage

de ATF6

Bloque le clivage

de ATF6

\ la formation de
ATF6f en
empéchant le
transport vers
I'appareil de Golgi

N la formation de
ATF6f

Propriété
Antioxydante

A ATFe6f

Bibliographie

Okada et al., 2003

Tsukumo et al., 2007

Hay et al., 2007
LeBeau et al., 2018
Hawkins et al., 20018

Guan et al,, 2011

Wiseman et al., 2010.
Gallagher et al., 2016

Gallagher et al., 2016

Bu et al., 2017

Choi et al., 2010

Wang Z, Jiang C et al,,
2014

Zhu et al., 2004
Plate et al., 2016
Paxman et al., 2018

Blackwood et al., 2019
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3.4 MOLECULES CIBLANT DES EFFECTEURS INDIRECTS DES 3 BRANCHES DE L’UPR

Les cibles des effecteurs indirects des 3 branches de I’UPR sont situées soit en amont, soit en aval de la réponse UPR. En amont, des processus
permettant de limiter 1’accumulation et 1’agrégation de protéines mal conformées se mettent en place, soit par augmentation de la quantité de
protéines chaperonne afin d’améliorer le repliement des protéines, soit par augmentation de la clairance des protéines dans le RE, par
I’intermédiaire du systéme de contrdle qualité ERAD, de 1’autophagie ou de la voie du protéasome, permettant de réduire le stress du RE. En aval
de la réponse UPR, c’est la formation des médiateurs pro-apoptotiques et la voie du calcium qui précipitent la mort des cellules par apoptose.
Ainsi, des modulateurs agissant en amont ou en aval de la réponse UPR ont été développés, plus spécifiquement sur des effecteurs secondaires de

I’UPR que nous appellerons ‘effecteurs indirects’.

Les mécanismes d’action respectifs sont schématisés ci-dessous.



Figure 23 : Modulation des effecteurs indirects de la réponse UPR : cibles des molécules en développement

Chaperonnes chimiques Inducteurs de BiP

Inhibiteurs de HSP Inhibiteurs de PDI
Biosyntheése d’une protéine anormale l l
\ ——  Protéines chaperonnes

<
Systéme de contréle qualité et de
dégradation des protéines:

Accumulation de protéines mal conformées  ERAD, protéasome, autophagie

Inhibiteurs du protéasome

Inducteur de I'autophagie

Activation des 3
branches de ’'UPR

+
L Meédiateurs pro-apoptotiques
Déclenchement de I'apoptose ‘ Inhibiteur de GSK3

Inhibiteur de JNK
Modulateur du calcium
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Les différents modulateurs des effecteurs indirects de I’'UPR sont présentés dans le tableau suivant : en gras, les molécules décrites a la fin de

cette section

Table 8 : Modulateurs des effecteurs indirects de [’'UPR

Systéme ciblé Mode d’action

Chaperonne
chimique

Repliement
des protéines

Molécules

TUDCA:

Tauroursodeoxycholic

acid

UDCA :
Ursodeoxycholic acid

4-PBA .
4-phenylbutyrate

Sugar trehalose

Mécanisme d’action et effets
sur 'UPR

Molécule chaperonne,

inhibiteur de IRE1la, diminue le

stress du RE

Molécule chaperonne

Molécule chaperonne,
inhibiteur de HDAC (Histone
désacétylase), diminue le
stress du RE

Molécule chaperonne,
stabilise les protéines,
améliore la dégradation des
agrégats, active 'autophagie

Phase de développement et
indications en neurologie

Préclinique: AD

Phase I: ALS, MS, HD

Phase II: ALS, MS

Phase Ill: ALS
Phase I: HD, PD
Phase Il: PD
Phase Il : ALS

Préclinique: PD, AD
Phase I: ALS, SMA
Phase II: SCA, HD, ALS, SMA

Préclinique : HD, ALS, PD

Bibliographie

Elia et al., 2015
Dionisio et al., 2015
Ramalho et al., 2013
Keene et al., 2002

Lo et al., 2013

Viana et al., 2009

Bell et al., 2019

Min et al., 2012
Kusaczuk et al., 2019
Payne et al., 2020
Ricobaraza et al., 2012
Cuadrado-Tejedor et al., 2013
Bondulich et al., 2016

Tanaka et al., 2004
Zhang X. et al., 2014
Castillo et al., 2013
Sarkar et al., 2014
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Systéme ciblé

Repliement
des protéines

BiP/GRP78

Inhibiteur de
PDI

Mode d’action

Molécules

TMAO : Trimethylamine
N-oxide

AMXO0035 : 4PBA+ TUDCA
BIX : BiP inducer X

TSA : Trichostatin A

Acide Valproique

Honokiol

Rutin: quercetin-3-0O-
rutinoside

Mécanisme d’action et effets
sur 'UPR

Molécule chaperonne,

diminue le stress du RE

Association de TUDCA et 4-
PBA

Augmente I'expression de
I’ARNm de BiP de maniére
ATF6-dépendante
Pan-inhibiteur de HDAC
(Histone désacétylase) :
augmente I'expression de BiP
Inhibiteur de HDAC, augmente
I’expression de BiP,
hyperacetylation de I'histone
H1

Inhibition de BiP par fixation a
son domaine ATPase

Inhibiteur irréversible des PDI

Phase de développement et
indications en neurologie
Préclinique : vieillissement,
AD

Phase Il: AD
Phase Ill: ALS

Préclinique : ischémie
cérébrale, dommage rétinal

Préclinique : AD

Phase I: SMA

Phase Il: SMA, RP, ALS, WS,
HD, PSP

Phase Il : AD (étude négative)

Préclinique : AD, PD

Préclinique : AD

Bibliographie

Gong et al., 2009

Qi et al., 2009

Janeiro et al., 2018
Cummings et al., 2020
Filipi et al., 2020

Inokuchi et al., 2009

Kudo et al., 2008

Oida et al., 2010

Li et al., 2020
Venkataramani et al., 2010

Wang Z, Zhang XJ et al., 2014
Kautu et al., 2013
Venkataramani et al., 2010
Long et al., 2015

Jiang HZ et al., 2016
Ramesh et al., 2018

Chen et al., 2018

Li, Jia et al., 2018

Jangra et al., 2016

Hetz et al., 2013
Habtemariam, 2016
Hoffstrom et al., 2010
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Systéme ciblé

Repliement
des protéines

Systéme de
dégradation
des protéines

Mode d’action

Inhibiteur de
HSP

Inhibiteur du
protéasome

Molécules

Berberine

MAL3-101

EGCG:
Epigallocatechin-3-
gallate

Genistein

Luteolin

Apigenin

Chrysin

Curcumin

Mécanisme d’action et effets
sur 'UPR

Diminue I'expression de

ORP150 (ou HYOU1 : Hypoxia

up-regulated protein 1)

Inhibiteur de HSP70

Inhibiteur de I'activité
chymotrypsine-like de la sous
unité B5 du protéasome,
Inhibe BiP en se fixant a son
site ATP-ase

Inhibiteur du protéasome

Inhibiteur du protéasome
Inhibiteur du protéasome,
modulateur de IRE1, stimule
ATF6

Inhibiteur du protéasome

Inhibiteur du protéasome

Phase de développement et
indications en neurologie
Préclinique : AD, ALS, FTLD

Préclinique : PD

Phase I: MS
Phase Il: HD, MS, AD, DMD
Phase Ill: DMD, AD, MS, SMA

Phase Il : AD

Préclinique : AD

Préclinique : AD, PD

Préclinique : PD

Phase |: AD
Phase Il: AD, MS

Bibliographie

Jiand Shen, 2011

Yuan et al., 2019
Chang et al., 2016
Jiang et al., 2015
Zhang and Chang, 2014
Chiang et al., 2019
Posimo et al., 2015

Cascella et al., 2017
Pervin et al., 2018
Xu et al., 2017
Levin et al., 2019

Devi et al., 2016

Uddin et al., 2019
Pierzynowska et al., 2019
Kwon, 2017

Nabavi et al., 2015

Choi et al., 2010

Kim et al., 2019

Balez et al., 2016
Angelopoulou et al., 2020
Del Fabro et al., 2019
Jana et al., 2004 ;Bagheri et al.,

2020 ;Ghosh et al., 2015 ; Maiti et

al., 2018 ;Tang et al., 2017
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Systéme ciblé
Systéeme de
dégradation

des protéines

Apoptose

Mode d’action
Inducteur de

I’autophagie

Modulateur
du calcium

Inhibiteur de
GSK3

Molécules

Latrepirdine

Dantrolene

Lithium

TDZD: thiadiazolidinones

BIO:
6-bromoindirubin-3'-
oxime

CHIR99021

Paullone derivatives

SB216763
SB415286

Mécanisme d’action et effets
sur 'UPR
Stimulation des voies mTor et

ATGS5, active I'autophagie

Agoniste RYR (récepteur a la
ryanodine)

Inhibiteur de GSK3

Inhibiteur de GSK3 non-ATP
dépendant

Inhibiteur du site ATP-ase de
GSK3

Inhibiteur du site ATP-ase de
GSK3

Inhibiteur du site ATP-ase de
GSK3

Inhibiteur du site ATP-ase de
GSK3 beta

Phase de développement et
indications en neurologie
Phase Il : AD, HD (études
négatives)

Préclinique: AD
Phase I: WS

Phase I: PD, SCA, MS, PSP
Phase Il: ALS, FTD, AD, SCA,
HD, MS, PSP

Phase Il : SCA, ALS
Préclinique : AD

Préclinique : AD, PD

Préclinique : AD
Préclinique : AD, PD

Préclinique : AD

Bibliographie

Ustyugov et al., 2016
Deb et al., 2017
Kieburtz et al., 204
Porter et al., 2016
Wang et al., 2017

Li et al., 2005

Oules et al., 2012
Luetal., 2014
Toledo et al., 2010
Hiroi et al., 2005
Morlet et al., 2018
Forlenza et al., 2014+++
Hampel et al., 2019
Martinez et al., 2002

Soleimani et al., 2018
Hu et al., 2009

Hu et al., 2012
Avrahami et al., 2013
Tolle et al., 2011

Hu et al., 2009

Ly et al., 2013
Sereno et al., 2009
Hu et al., 2009
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Systéme ciblé Mode d’action Molécules

Apoptose Inhibiteur de SP600125: 1,9-
JNK Pyrazoloanthrone

Peptide D-JNK1: D-JNKI1-
inhibiting peptide
Ginsenoside Rgl

Mécanisme d’action et effets
sur 'UPR
Inhibiteur compétitif du site
ATPase de JNK 1-3

Inhibiteur du site substrat de
JNK
Inhibiteur de JNK

Phase de développement et
indications en neurologie
Préclinique : AD

Préclinique : AD

Préclinique : AD

Bibliographie

Zhou et al., 2015
Yenki et al., 2013

Bamji-Mirza et al., 2014

Ramin et al., 2011
Sclip et al., 2011

Sheng et al., 2015
Lietal., 2016
Shim et al., 2017
Mu et al., 2015

Abréviations :

AD : Alzheimer’s disease (Maladie d’Alzheimer)
ALS : amyotrophic lateral sclerosis (Sclérose latérale amyotrophique)
FTD : frontotemporal dementia (Démence frontotemporale)

FTLD : Frontotemporal lobar degeneration (Dégénérescence lobaire frontotemporale)

HD : Huntington disease (Chorée de Huntington)
MS : Multiple sclerosis (Sclérose en plaques)
PD : Parkinson disease (Maladie de Parkinson)

PSP : progressive supranuclear palsy (Paralysie supranucléaire progressive)

RP : Retinitis pigmentosa (Rétinite pigmentaire)

SCA : Spinocerebellar Ataxia (Ataxie spinocérébelleuse)
SMA : Spinal Muscular Atrophy (Amyotrophie spinale)
WS : wolfram syndrom (Syndrome de Wolfram)
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Concernant les chaperonnes chimiques, TUDCA, UDCA et 4-PBA sont a un stade avancé de
développement en clinique, dans plusieurs maladies neurodégénératives. Le TUDCA et
UDCA sont des acides biliaires présents naturellement dans 1’organisme et indiqués dans la
prise en charge des troubles biliaires. Le 4-PBA est un médicament orphelin qui possede une
AMM dans la prise en charge des troubles du cycle de I'urée. Le TUDCA a montré son
efficacité sur des modeles de maladie d’Alzheimer (souris APP/PS1) en améliorant les
performances cognitives des animaux et en diminuant la quantité des plaques de B-amyloide et
de Tau-hyperphosphorylée (Dionisio et al., 2015) et sur des modéles de maladie d’Huntington
en révélant des propriétés neuroprotectrices (Keene et al., 2002). UDCA a montré son
potentiel sur des modéles de maladie d’Alzheimer (Bell et al., 2018), de sclérose latérale
amyotrophique (Min et al., 2012) et dans un essai clinique dans la maladie de Parkinson
(Payne et al., 2020). Quant au 4-PBA, dans des modeles de maladie de Parkinson (souris
mutées Tau-35), il a permis une diminution de la quantité de Tau-hyperphosphorylée associé a
une diminution des neurodégénérescences (Bondulich et al., 2016) ; et dans des modeles de
maladie d’Alzheimer (souris APP/PS1), il a amélioré les performances cognitives, maintenu
I’intégrité synaptique et diminué également la quantité de Tau-hyperphosphorylée (Cuadrado-
Tejedor et al., 2013).

Les chaperonnes chimiques permettent de stabiliser le repliement des protéines et de limiter la
formation des agrégats, améliorant ainsi les fonctions du RE tout en diminuant le stress. De
plus TUDCA et 4-PBA ont été approuvés aux Etats-Unis par la Food and Drug
Administration pour la prise en charge de patients, dans des indications relatives a des
troubles hépatiques et cardiaques en lien avec un désordre du repliement des protéines.
Cependant le mécanisme d’action exacte de ces molécules n’est pas clairement défini
aujourd’hui, mais elles ont I’avantage de présenter un bon profil de sécurité avec peu d’effets

indésirables.

Les inducteurs de la protéine chaperonne BiP/GRP78, parmi lesquelles I’acide Valproique
possédent des propriétés intéressantes pour la prise en charge des maladies
neurodégénératives. L’acide valproique est une molécule anti-épileptique commercialisé
depuis les années 70, possédant également des propriétés thymorégulatrices, antidépressives et

anxiolytiques. Son mecanisme d’interaction avec le systtme UPR est complexe et fait



intervenir une inhibition de I’enzyme histone-désacétylase, enzyme impliquée dans la
compaction de I’ADN, dont I’inhibition permet une augmentation de la transcription de génes
appartenant au systeme ERSE, entrainant une augmentation de la biosynthese de la protéine
BiP. La synthese d’autres protéines chaperonne est également augmentée, comme la HSP90,
la HSP70, la PDI et la calreticulin. Son efficacité dans des modeles de maladies
neurodégénératives a été mise en évidence, notamment dans la maladie d’Alzheimer
(Venkataramani et al., 2010 ; Wang Z, Zhang XJ et al., 2014) et la maladie de Parkinson
(Kautu et al., 2013). Dans la maladie d’ Alzheimer, sa capacité a diminuer 1’agrégation de Tau
et son hyperphosphorylation ont justifié son développement qui s’est soldé par un échec en
Phase Il (Tariot et al., 2009).

Les inhibiteurs du protéasome, dont le Bortezomib est le chef de file, ont des propriétés
intéressantes pour la prise en charge des cancers. Les molécules naturelles présentées ici, et
particulierement PEGCG, la Genistein et la Curcumine sont de bons candidats pour la prise
en charge de la maladie d’Alzheimer. Dans un essai clinique contre placebo dans 1’atrophie
multi-systématisée, ’EGCG, qui est un polyphénol issu du thé vert, ne s’est pas révélé
supérieur au placebo en termes d’efficacité (Levin et al., 2019). Dans la maladie d’ Alzheimer,
I’EGCG a montré son intérét en préclinique sur des modéles de la maladie (souris Tg2576
APP), en diminuant la formation des plaques f-amyloides et en inhibant I’activation de GSK3
(Lin et al., 2009). Dans les essais cliniques, il a été testé sous sa forme naturelle
(consommation de thé) et n’a pas montré a ce jour de signes d’efficacité par rapport a
I’évolution de la maladie, mais des signes encourageants par rapport a ses symptomes aigus
(Camfield et al., 2014).

Enfin le lithium qui posséde une activité inhibitrice vis-a-vis de GSK3 permet de ralentir la
mise en place de I’apoptose, et est actuellement étudié dans une multitude de maladies
neurodégénératives. C’est un ¢lément chimique bien caractérisé et également le traitement de
référence pour la prise en charge des troubles bipolaires. Son mécanisme d’action serait
également li¢ a I’inhibition de 1’enzyme Inositol-monophosphatase 1, qui permettrait une

augmentation de 1’autophagie et ainsi de la clairance des protéines. Dans la sclérose latérale
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amyotrophique, le lithium a montré des résultats trés encourageants sur des souris SOD1
G93A, en augmentant la survie des animaux traités et en ralentissant la neurodégénérescence
(Fornai et al., 2008). Plusieurs essais cliniques sont en cours, notamment dans la maladie de
Parkinson, la sclérose latérale amyotrophique ou encore la chorée de Huntington. Cependant il
faut préciser ici que le lithium est souvent testé dans des essais pour traiter les troubles

psychiatriques associés aux maladies et non en traitement ‘curatif” de ces maladies.

D’autres molécules en développement dans le domaine de 1’oncologie interagissent avec les
voies de dégradation des protéines, notamment le systeme VCP- p97/CDC48 (Valosin-
containing protein), qui est une TER ATP-ase (Transitional endoplasmic reticulum ATPase)
appartenant au systeme de contréle qualité et de dégradation des protéines ERAD. Parmi ces
molécules on peut citer I’Eeyarestatin (Wang et al., 2010), le DBeQ (Chou et al., 2011), le
ML240 et le ML241 (Chou et al., 2013). Ces molécules permettent de sensibiliser le
protéasome a l’effet du Bortezomib et également d’inhiber la prolifération des cellules
tumorales, 1’intérét pour ces molécules est grandissant de par leur efficacité sur modeles

cellulaires de cancers.

Parmi I’ensemble des molécules interagissant sur les effecteurs indirects de I’'UPR, plusieurs
sont dans le domaine public, comme le TUDCA, UDCA, le 4-PBA qui sont utilisés depuis
des dizaines années pour traiter des affections en lien avec les troubles biliaires ou les troubles
du cycle de I'urée et posseédent des AMM dans ces indications. Le sugar trehalose est utilisé
comme conservateur alimentaire. L’acide valproique, le lithium et le dantroléne qui ont des
AMM respectivement dans 1’€pilepsie, les troubles bipolaires et la spasticité sont désormais
passés dans le domaine public. L’honokiol, la trichostatin A, la rutin, la berberine et le
gingenoside Rgl sont des molécules d’origine naturelle qui ne sont pas protégées par un
brevet. Enfin I’ensemble des inhibiteurs du protéasome présentés dans ce travail, qui sont
également d’origine naturelle, sont dans le domaine public. Les autres molécules présentées
sont protégées par des brevets pour des indications en lien avec le champ de 1’oncologie ou

des maladies neurodégénératives.
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PARTIE Il L’UPR: UN SYSTEME DYNAMIQUE
COMPLEXE AUX NOMBREUSES
IMPLICATIONS

Chapitre 1 Rdles physiologigues de ’'UPR

Le role du systeme UPR occupe une place primordiale dans I’organisme, allant du
développement des organes au métabolisme des protéines, des lipides, la réponse antioxydante
ou I’équilibre calcique. Dans cette partie nous verrons brievement la multitude de fonctions
qu’occupent le systtme UPR chez I’humain, ce qui permettra de mettre en évidence les
potentiels effets ‘off-target’ dus au blocage de certaines voies de ’'UPR. Ce chapitre a été

rédigé a l'aide de Zhu et Lee, 2015 ; Wang and Kaufman 2012 et Cornejo et al., 2012.

Au niveau de D’organisme, des modeles animaux ont permis d’évaluer le caractere
indispensable ou non de certains genes du systeme UPR dans le développement embryonnaire
ou sur la fonction des principaux organes. Le tableau ci-dessous, adapté de Wang and
Kaufman, 2012, permet de mettre en évidence le role central des différents effecteurs de

I’UPR dans I’organisme, entre autres ceux de la voie PERK, IREla et ATF6.
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Table 9 : Mise en évidence des roles de I'UPR sur des modeles animaux de knockout

Geéne
K.O.
PERK

elF2a*

ATF4

CHOP

IRE1a
IRE1B

XBP1s

ATF6

BiP

+ Délétion dans un
organe spécifique
Organisme entier

Organisme entier :
knock-in ‘elF2a non-
phosphorylable’
Organisme entier
Organisme entier
Organisme entier
Organisme entier
Organisme entier
Organisme entier
Foie

Cellules épithéliales
intestinales
Cellules-B
pancréatiques
Organisme entier

Organisme entier

Foie

Phénotypes des modéles animaux (souris)

Hyperglycémie néonatale, insuffisance
pancréatique exocrine, retard de croissance
Létale dans les 24heures apreés la naissance,
hypoglycémie sévere, diminution de I'insuline et
de la fonction des cellules

Défaut d’apprentissage a long terme, anémie
sévere, microphtalmie, anomalies du squelette
Protection contre diabéte type 2

Protection contre le stress du RE induit
chimiquement

Létalité embryogénique due a une hypoplasie
hépatique

Augmentation de la susceptibilité au colite,
hyperlipidémie

Létalité embryogénique due a une hypoplasie
hépatique et une hématopoiése diminuée
Hypolipidémie

Entérite spontanée

Hyperglycémie

Augmentation de la susceptibilité au stress du
RE induit chimiquement : hypoglycémie,
stéatose hépatique, intolérance a I'exercice
Létalité embryogénique au stade péri-
implantatoire

Dommages hépatique associés a une stéatose

Références
bibliographiques
Zhang et al., 2002

Scheuner et al.,
2001

Costa-Mattioli et al.,
2007

Oyadomarri et al.,
2002 ;

Marciniak et al.,
2004

Zhang et al., 2011
Igbal et al., 2008
Reimold et al., 2000

Lee et al., 2011
Kaser et al., 2008

Lee et al., 2008

Wu et al., 2007

Luo et al., 2006

L’activation de I’UPR en conditions physiologiques a pu étre mise en évidence dans les

organes suivants : foie, pancréas, intestin, systeme hématopoiétiques, muscles, tissu adipeux,

systeme squelettique, prostate et systeme nerveux central (Zhu and Lee, 2015).

Les fonctions des voies PERK, IREla et ATF6 qui ont pu étre identifiées a 1’aide de mode¢les

animaux sont résumées dans les figures ci-dessous :
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Figure 24 :

Role de PERK en conditions physiologiques

~ Memory and Exocrine
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Cornejo et al., 2012

*runx2 : Runt-related transcription factor 2 : facteur de transcription impliqué dans la différenciation des

ostéoblastes
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Figure 25 : Réle de IRE1 en conditions physiologiques
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Adapté depuis Cornejo et al., 2012

*CYP : Cytochrome P450 : enzyme hépatique (monooxygénase)
*VEGF-A : Vascular endothelial growth factor A : facteur de croissance impliqué dans [’angiogenése et la

vascularisation

Figure 26 : Réle de ATF6 en conditions physiologiques
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ER
lumen

2
~

Cytosol
Cornejo et al., 2012

C/ebpa : CAAT/enhancer-binding protein alpha : facteur de transcription impliqué dans la régulation de la faim
en lien avec les leptines
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Ainsi, le systtme UPR est impliqué dans bon nombre de fonctions de I’organisme, et
I’inhibition irréversible de PERK ou de IREL peut avoir des répercussions sur les fonctions
pancréatique, hépatique, immunitaire ou cognitive. Ainsi, une modulation fine du systeme
UPR (ou fine-tuning) est nécessaire dans la prise en charge de pathologies avec un désordre de
I’homéostasie protéique. Dans le cadre du développement de modulateurs avec une action
directe sur les branches de I’'UPR, il apparait plus que nécessaire de procéder a un monitoring
étroit des fonctions neurologique, hépatique et pancréatique des participants aux essais
cliniques. En effet, dans 1’optique de traitements administrés a long terme dans les maladies
neurodégénératives, un bénéfice clinique sur 1’évolution de la maladie ne suffirait pas a

compenser des effets indésirables tels qu’un diabéte induit, ou une défaillance hépatique.

Pour finir, le systtme UPR semble avoir un réle émergent dans le fonctionnement normal du
cerveau. Il est impliqué dans le processus d’apprentissage a long terme, notamment grace a
des voies de signalisation permettant de réguler la connectivité, la formation des synapses et la
plasticité neuronale. Les voies les plus impliquées seraient I’axe IRE1a/XBP1s ainsi que
PERK/elF2a/ATF4. Les phénomeénes qui se mettent en place dans cette régulation sont encore
mal élucidés, mais XBP1s permettrait de stimuler la transcription des genes codant pour le
facteur neurotrophique BDNF (brain-derived neurotrophic factor) et la kalirin7 qui sont
impliqués dans le développement neuronale. Le récepteur IREla interagit aussi directement
avec la filamin A qui une protéine impliquée dans la régulation du développement du cortex
cérébral. La phosphorylation de elF2a et la production d’ATF4, quant a elles, inhiberaient
I’expression de genes impliqués dans la plasticité synaptique et la mémoire. Le role de ATF6
dans ces processus n’est pas élucidé a ce jour (Martinez et al., 2018). Cependant, dans les
années a venir, la description précise de ces mécanismes serait un outil précieux afin
d’appréhender la prise en charge des maladies neurodégénératives, et plus particulierement la

maladie d’Alzheimer. Le schéma suivant résume le réle de I’'UPR dans la plasticité cérébrale.
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Figure 27 : Réle de I’'UPR dans la plasticité synaptique et ['apprentissage a long terme
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Chapitre 2 Implication du systeme UPR dans d’autres pathologies

La formation de protéines mal conformées et la réponse UPR qui en découle sont impliquées
dans de nombreuses pathologies, outre les maladies neurodégénératives. Dans ce chapitre
nous verrons les pathologies concernées ainsi que les modulations possibles du systeme UPR
en cours d’étude dans la prise en charge de ces pathologies. Nous verrons successivement le
réle du systeme UPR dans la physiopathologie du diabete, des désordres métaboliques, des

maladies inflammatoires et virales, et du cancer.

Le RE ayant un réle central dans le repliement des protéines destinées a la voie sécrétoire et
son activité dans les cellules B du pancréas est importante. En effet, les cellules B sont le siége
de la production de I’insuline et ont donc une activité sécrétoire trés importante. Dans ces
cellules, ’activation de ’'UPR a lieu dans des conditions physiologiques, notamment par
stimulation des voies de I’UPR en fonction des niveaux de glycémie (Iwawaki et al., 2004).
Des anomalies dans le géne codant pour la voie PERK (géne EIF2AK3) entrainent une forme
tres sévere de diabete, le syndrome de Wolcott-Rallisson (forme de diabéte néonatal
permanent). Les inhibiteurs de la kinase PERK, comme le GSK2606424, provoquent par une
action ‘off-target’ des effets indésirables liés a la destruction des cellules B du pancréas,
entrainant une forme de diabéte induit. Le XBP1 est également nécessaire a la maturation et a
la sécrétion de l'insuline. La délétion du gene codant pour XBP1 chez des souris provoque
ainsi une dégénération des cellules B du pancréas résultant en une hyperglycémie (Lee et al.,
2011). L'expression forcée de XBP1, ou de ATF6 a inhibé I'expression de l'insuline, résultant
en une destruction des cellules  du pancréas (Allagnat et al., 2010), indiquant I'importance du
contr6le homéostatique de la signalisation UPR dans ces cellules. La voie ATF6 aurait un role
protecteur contre le stress du RE sur les cellules B (Usui et al., 2012). Le syndrome de
Wolfram est également un bon exemple du réle du stress du RE dans la physiopathologie du

diabete.
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La réponse UPR est impliquée dans les syndromes métaboliques. En effet, elle peut contribuer
a I’aggravation des déreglements métaboliques, entrainant I'obésité, I'insulinorésistance, la
stéatose hépatique ou des dyslipidémies (Fu et al., 2012). Ces effets sont dus a la contribution
des adipocytes et des hépatocytes dans la régulation de 1’équilibre glycémique et lipidique, en
paralléle des cellules B du pancréas. Le stress du RE semble jouer un réle important dans les

pathologies suivantes :

- Stéatose hépatique : cette pathologie est en partie due & une augmentation de la
lipogenése et une diminution de sécrétion des lipoprotéines hépatiques. Dans des
modeles de souris obese, la surexpression de BiP a contribué a réduire la stéatose
hépatique et a améliorer le contr6le homéostatique du glucose (Kammoun et al., 2009),
en bloquant notamment 1’activation de la protéine SREBP-1c (central lipogenic
regulator-sterol regulatory element binding protein). XBP1s régule également la
synthése des acides gras en induisant I'expression d'enzymes lipogénes essentielles

comme la stearoyl-CoA desaturase-1 (Lee et al., 2008).

- Ohbésité : le stress du RE participerait a la résistance a I’insuline qui est un des
mécanismes a I’origine de 1’obésité. Chez des modeles de souris obeses, le traitement
par chaperonnes chimiques (4-PBA, TUDCA) a permis de réduire I'activation de JNK
induite par le stress du RE et ainsi de corriger I'nyperglycémie et d’améliorer la
sensibilité a l'insuline (Ozcan et al., 2006). L’activation de 1'UPR, particuliérement la
forme phosphorylée de elF2a et la forme épissée de XBP1 (XBP1s) ont été détectées
au cours de l'adipogenése, et un traitement par le 4-PBA a permis d’inhiber le

processus d’adipogenése (Basseri et al., 2009).

Dans les maladies virales, le systeme UPR est activé : les virus qui expriment un niveau élevé
de glycoprotéines stimulent la voie PERK et IRE1a. La phosphorylation de elF2a est une des
premiéres lignes de défense contre la réplication virale chez I'ndte, permettant de réprimer la
synthese des protéines virales (Cheng et al., 2005). La voie IRE1o/XBP1 quant a elle, par

I’intermédiaire du facteur de transcription XBP1s, est essentielle dans la différenciation des
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cellules B matures en plasmocytes. De plus, XBP1 participe a la stimulation des composants
du RE afin de soutenir les plasmocytes dans leur réle de synthese des immunoglobulines
(Zhang et al., 2005).

Concernant les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), la voie IRE1a/XBP1s
semble tenir un role protecteur dans le processus inflammatoire. Chez des modeles animaux,
le knockout du géne de XBP1 a compromis la capacité de repliement des protéines dans le
RE, participant a la diminution de la production de peptides antimicrobiens et 1’augmentation
des signaux inflammatoires des muqueuses de l'intestin (Kaser et al., 2008). Chez ’homme,
des variants hypomorphiques de XBP1 ont été associés a un risque accru de développer une

colite ulcérative ou une maladie de Crohn (Kaser et al., 2008).

La réponse UPR semble contribuer au développement des cancers, particulierement le
glioblastome, le myélome multiple et des carcinomes du sein, de I’estomac et du foie (Manie
et al., 2014). Les mécanismes entrant en jeu dans la survie prolongée des cellules tumorales
par ’intermédiaire de la réponse UPR seraient liés a une adaptation cellulaire aux manques en
oxygene et en micronutriments. L’UPR serait également en lien avec les processus
d’angiogenese, de formation de métastases et de transformation des cellules (Dufey et al.,
2014). L’axe PERK-elF2a-ATF4 est essentiel a la prolifération des cellules tumorales. En
effet, une délétion de PERK entraine la mort des cellules tumorales en condition d’hypoxie
(Fels and Koumenis, 2006) et ATF4 joue un réle dans la prévention des dommages oxydatifs
sur I’ADN (Bobrovnikova-Marjon et al., 2010). L'axe IRE1o/XBP1s est également important
pour la survie et la croissance des cellules tumorales dans des conditions d'hypoxie. Dans un
modeéle de gliome de souris, I'inhibition de I'RE1 a diminué la croissance des tumeurs et
réduit I'angiogenése, permettant une augmentation de la survie globale des animaux (Auf et
al., 2010). La voie IREla est la cible de plusieurs molécules développées dans la prise en
charge des cancers. ATF6 joue un rdle important dans la survie des cellules tumorales
dormantes, notamment grace a l'activation de la voie de signalisation mTOR (Schewe et al.,
2008). Des perturbateurs de IUPR (UPR disruptors) sont également en cours de

développement dans le cancer. Ils permettraient d’accélérer le déclenchement de I’apoptose en
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participant a la libération de médiateurs pro-apoptotiques ou a I’inhibition du protéasome (par

exemple la Brefeldine A, le Bortezomib ou la Geldanamycine (Healy et al., 2009)).

Le schéma ci-dessous permet de synthétiser le réle du stress du RE dans les pathologies

présentées au cours de ce chapitre :

Figure 28 : Role de la réponse UPR en conditions physiologique et pathologique
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Chapitre 3 Les cross-talk dans le systeme UPR

La difficulté de 1’évaluation des effets des modulateurs de I’'UPR sur la physiopathologie
d’une maladie est en partie liée aux nombreux cross-talk (ou ‘discussions croisées’) qui
existent entre les branches de I’'UPR, par des jeux d’induction ou d’inhibition entre les
différentes branches ou de leurs effecteurs. Dans ce chapitre nous détaillerons rapidement les
interactions entre les branches et les phénomeénes de régulations de la réponse UPR qui en
découlent. Ces mécanismes de régulation complexes ne sont que partiellement compris et ont
donné lieu a I’expression ‘UPR-osome’, qui désigne les nombreuses protéines, médiateurs et
effecteurs secondaires impliqués dans la régulation (ou fine-tuning) des branches de I’UPR.
Ainsi, la réponse UPR ne doit pas étre vue comme un systéme divisé en 3 branches séparees

mais comme une machinerie de régulation de la biosynthese protéique aux multiples rouages.

Pour reprendre les notions présentées précédemment, I’activation des 3 ‘sensors’ de ’'UPR

entraine :
- Voie PERK:
o Phosphorylation de eIF2a responsable d’une diminution de la synthese
protéique - pro-survie
o Formation de ATF4, qui va induire la formation de chaperonne, stimuler des
génes impliqués dans la réponse antioxydante et activer 1’autophagie = pro-
survie ; également formation de CHOP - pro-apoptotique
- Voie IREla:

o Formation de XBP1s, qui va induire la formation de chaperonnes, la
biosynthése de composant du RE, I’induction du systtme ERAD et stimuler
I’autophagie > pro-survie

o Activation de I’activit¢ RIDD qui va dégrader de ARNm de protéines,

entrainant une diminution du stress globale mais également une dégradation
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des ARNm de protéines chaperonne et d’inhibiteur de 1’apoptose => en
fonction des conditions : pro-survie ou pro-apoptotique
o Activation de la voie TRAF2/ASK1/JNK qui active 1’autophagie —> pro-

survie ; et stimule des médiateurs de mort cellulaire - pro-apoptotique

- Voie ATF6
o Formation de ATF6f qui va stimuler des génes impliqués dans la formation de

chaperonnes, des composants du RE et du systeme ERAD - pro-survie

Pour résumer, IREla et ATF6 sont plutdt des voies adaptatives, PERK dans sa premiére phase
de réponse, est une voie adaptative grace a la phosphorylation de elF2a et a son médiateur
ATF4, puis dans un deuxiéme temps devient pro-apoptotique, lors de la formation de CHOP
et par 'intermédiaire de GADD34 qui va déphosphoryler elF2a. Le schéma suivant résume le

réle des 3 voies sur leurs effecteurs :

Figure 29 : Les différentes voies de signalisation médiées par la réponse UPR
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Le ‘fine-tuning’ des voies de signalisation de I’UPR est, par exemple, la clef de la transition
entre la vie et la mort des cellules, notamment par le biais du contréle des programmes de
transcription qui régulent lI'adaptation au stress ou le déclenchement de I'apoptose des cellules
endommagées de facon irréversible. Dans ce chapitre nous verrons successivement les
intrications existant au sein des 3 voies de I’UPR et également entre les voies PERK, IREla et

ATF6.

e PERK:
L’activation de la voie ATF6 serait dépendante de PERK, principalement par 1’intermédiaire
du facteur de transcription ATF4 qui permettrait d’induire la transcription de ATF6 lors d’un
stress du RE, et également en augmentant la synthése des composants du RE et de I’appareil
de Golgi, nécessaire au transport de ATF6 vers I’appareil de Golgi pour son clivage par les

protéases, permettant d’obtenir la forme active ATF6f (Brewer et al., 2013).

La voie PERK/eIF2a-phosphorylé aurait un impact positif sur la génération, la stabilité et la
traduction de ’ARNm de XBP1s. Lors de stress aigu du RE, la phosphorylation de elF2a, en
diminuant la synthése de diverses enzymes, permettrait de ralentir la dégradation XBP1s et

donc de rallonger sa demi-vie (Majumder et al., 2012).

La phosphorylation de elF2a permet une stimulation de la synthese du facteur de transcription
de NF-«xB (Nuclear factor-kappa B) qui stimulerait la production d’un microARN appelé miR-
30c-2. A contrario des effets directs de elF2a sur la stabilité de XBP1s, ce miRNA réduirait la
demi-vie de ’ARNm de XBP1 et de sa forme active XBP1ls. Ce mécanisme serait dd a un

effet qui tempeére I'ampleur de la transcription des génes codant pour XBP1 (Byrd et al., 2012)

Concernant le ‘fine-tuning’ du déclenchement de la phase apoptotique par PERK, celui-ci est
particulierement lié a la stimulation de CHOP par ATF4. A nouveau, c’est la phosphorylation
de elF2a qui stimule la transcription d’un micro ARN nommé miR-211. Celui-ci, en se fixant
aux sequences promoteurs du géne DDIT3 codant pour CHOP, permet d’inhiber sa

transcription. En cas de stress prolongé du RE, la quantité de miR-211 diminue, ce qui ne lui
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permet plus d’exercer son effet inhibiteur, et ATF4 favorise alors la synthése de CHOP
(Chitnis et al., 2012)

Des molécules permettraient également une communication négative entre les voies IREla et

PERK, par exemple DNAJC3 (DnaJ homolog subfamily C member 3 ou p58'«

) qui est une
protéine de choc thermique HSP induite par XBP1s qui inhiberait la voie PERK tandis que la
protéine RPAP2 (RNA polymerase Il associated protein 2), dont la production est stimulée par

la phosphorylation de elF2a inhiberait la voie IRE1a (Jiang et al., 2020).

ATF4 stimule la production de BiP et permet de limiter 1’activation des 3 voies de I’'UPR pour

favoriser une adaptation au stress du RE (Todd et al., 2008).

e IRElo:
Des études de Hetz and Glimcher, 2009 ont permis de mettre en évidence une vision ‘UPR-
osomique’ de IREla, définit comme une ‘plate-forme multiprotéique dynamique’. En effet,
IREla s'associe a d'autres composants pour réguler son activation, ses voies de signalisation et

ses cross-talk avec les autres voies.

IREla possede un large panel de signalisation, lui permettant d’induire soit la voie de
signalisation ‘d’alarme’ par interaction avec TRAF2-ASK1-JNK qui déclenchera 1’apoptose ;
soit une induction de I’autophagie, par I’intermédiaire de la voie de TRAF2 et/ou XBP1s, afin
d’augmenter la clairance protéique ; soit une stimulation du systeme ERAD qui permettra de
diminuer le stress du RE par augmentation de la clairance protéique également ; soit ’activité
RIDD qui permettra de dégrader des micro ARN et donc de diminuer la synthese protéique.
Ces différentes voies sont régulées par IREla en fonction des conditions cellulaires et au

cours du temps.

Le facteur de transcription XBP1, lorsqu’il n’est pas épissé, permet de coder pour la protéine
XBP1u qui agit en formant un complexe par liaison avec le fragment épissé XBP1s, et permet

de bloquer son effet sur les séquences promoteurs de genes, et donc de bloquer son effet. Ceci
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ce produit en condition physiologique ou en présence d’un stress minime du RE, afin

d’autoréguler la voie IRE1a/XBP1. (Hetz et al., 2011)

Au cours d’un stress prolongé, la stimulation de IRE1la diminue au cours du temps, limitant
I’effet adaptatif de XBP1s. La voie apoptotique se met alors en place via la voie PERK qui est
alors sur-stimulée, la production de ATF4 va stimuler CHOP et ses médiateurs pro-
apoptotiques ainsi que GADD34, qui en déphosphorylant elF2a. relance la synthése protéique
dans le but d’augmenter le stress du RE et d’accélérer la mise en place de 1’apoptose (Lin et
al., 2009). Le mécanisme de I’inactivation des messages pro-survie (ou adaptatif) de 1’axe
IRE10/XBP1s et de la voie de ATF6 serait di au r6le de la protéine BI-1 (ER-located protein
BAX inhibitor-1) (Lisbona et al., 2009).

Une autre explication de 1’adaptation rapide de IRE1a au stress cellulaire est que I'interaction
de IREla avec les composants de I'UPR-osome est dynamique et transitoire (modéle "hit and
run") (Urra et al., 2020). Prés d’une trentaine de molécules ont été décrites depuis 2015, avec
des effets inducteur, inhibiteur, perturbateur ou régulateur de I’activité de IRE1la, sur le méme
modele que la protéine BI-1. Des études d’interactome ont permis de les identifier, et, encore
méconnues il y a peu, de nombreuses équipes travaillent a leurs caractérisations précises.
(Acosta-Alvear et al., 2018).

o ATF6:
La voie ATF6, apres épissage du facteur de transcription par les protéases S1P et S2P,
permettrait d’augmenter la synthése de XBP1 et donc d’activer la réponse adaptative médiée
par la voie IREla. Cette voie d’activation serait cependant mineure et non-suffisante a une
production importante de XBP1s (Bommiasamy et al., 2009) Des travaux ont également mis
en éevidence une stimulation du composant pro-apoptotigue CHOP par ATF6f, et donc une
stimulation de la voie apoptotique (Todd et al., 2008). ATF6f stimulerait également la
production de BiP, ce qui permet de limiter 1’activation des 3 voies de I’'UPR en favorisant

une réponse adaptative (Todd et al., 2008).
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Afin de résumer les mécanismes impliqués dans le maintien de la réponse adaptative ou le
déclenchement de la phase ‘terminal UPR’, les 2 schémas suivant permettent de synthétiser

I’ensemble des effecteurs secondaires produits au cours de ces processus.

Figure 30 : Maintien de la réponse adaptative au cours de la réponse UPR
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Figure 31 : Mise en place de la phase ‘terminal UPR’ et déclenchement de [’apoptose
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PARTIE IV PLACE DES MOLECULES AGISSANT SUR LE
SYSTEME UPR DANS LES MALADIES
NEURODEGENERATIVES, ENJEUX ET
LIMITES.

Dans la partie I, nous avons vu les différentes molécules interagissant avec le systéme UPR,
leur mécanisme d’action ainsi que les phases de développement de chaque molécule. Afin de
pouvoir préjuger de D’intérét thérapeutique de ces molécules dans les maladies
neurodégénératives, la partie IV est consacrée a la synthese les informations présentées dans la
partie I, avec un focus particulier sur le stade de développement des molécules en clinique. 1l
sera présenté de facon synthétique un tableau récapitulant le nombre de molécule en
développement pour chaque voie de I'UPR, en précisant notamment les indications visées

dans les essais cliniques.

De maniére complémentaire, un ‘Landscape’ permettra de reprendre, pour chaque molécule

entrée en phase clinique :

- Lavoie ciblée
- Le stade de développement
- Les maladies neurodégénératives étudiées dans les essais cliniques

Il sera ensuite proposé des schémas permettant de resituer les différentes molécules en
fonction de leur mécanisme d’action et de leurs effets sur la réponse UPR, les effets des
modulateurs sur les biomarqueurs. Les molécules d’intéréts dans les maladies

neurodégénératives seront exposees dans le chapitre 4 qui sera suivi de la discussion.
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Chapitre 1 Quantité de molécules en développement en fonction des voies

UPR ciblées

Table 10 : Synthése du nombre de molécules développées en fonction des voies ciblées et du

stade de développement

Voie ciblée

PERK

IREla

ATF6

Protéines
Chaperonne

Dégradation
des protéines
Apoptose

Sous- effecteur

ciblé

Activité kinase

elF2a-P

GADD34
ATF4

Activité RNase

XBP1

Activité Kinase

IRE1 a
Protéases
S1P, S2P
ATF6

Chaperonne
chimique

BiP

PDI
HSP
Protéasome

Calcium
Autophagie
GSK3

JNK

Mécanisme

d’action

Inhibiteur
Inducteur
Inhibiteur

Inhibiteur
Inhibiteur
Inhibiteur
Inducteur
Inhibiteur
Inhibiteur
Inducteur
Modulateur
Inhibiteur

Inhibiteur
Inducteur

Inducteur

Inhibiteur
Inhibiteur
Inhibiteur

Modulateur
Inducteur

Inhibiteur

Inhibiteur

2
1
1

AP R OON

N

Phase |

2 (CMT, MS)

1(AD)

3 (ALS, MS,
HD, PD,
SMA)

1 (SMA)

2 (MS, AD)
1(WS)

1 (PD, SCA,
MS, PSP)

Phase Il

1 (ALS)

1(AD)

4 (ALS, MS, PD,
HD, AD, SMA,
SCA)

1 (SMA, RP, ALS,
WS, PSP, HD)

3 (HD, MS, AD,
DMD, SMA)

1 (ALS, FTD, AD,
SCA, HD, MS, PSP)

Nombre de molécules en développement
(Indications des essais cliniques en neurologie)
Préclinique

Phase IlI

3 (ALS)

1 (AD)

1 (DMD, AD,
MS, SMA)

1 (AD, HD)
1 (SCA, ALS)

Abréviations : AD : Alzheimer’s disease (Maladie d’Alzheimer) ; ALS : amyotrophic lateral sclerosis (Sclérose

latérale amyotrophique) ; FTD : frontotemporal dementia (Démence frontotemporale) ; HD : Huntington

disease (Chorée de Huntington) ; WS : wolfram syndrom (Syndrome de Wolfram) ; DMD : Duchenne Muscular

Dystrophy (Myopathie de Duchenne) MS : Multiple sclerosis (Sclérose en plaques) ; PD : Parkinson disease
(Maladie de Parkinson) ; PSP : progressive supranuclear palsy (Paralysie supranucléaire progressive) ; RP :

Retinitis pigmentosa (Rétinite pigmentaire) ; SCA : Spinocerebellar Ataxia (Ataxie spinocérébelleuse) ; SMA :
Spinal Muscular Atrophy (Amyotrophie spinale)
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Chapitre 2 Modulateurs de la réponse UPR en phase de développement clinique

Figure 32: Landscape des molécules interagissant avec le systeme UPR, en phase de développement clinique dans les maladies

neurodégénératives I

Sephinl

PERK

Guanabenz

Trazodone

Symbole | Abbréviation Définition
A AD |Alzheimer’s Disease . A Resvératrol
. : Calcium

ALS lAmyotrophic Lateral Sclerosis
- CMT Charcot-Marie-Tooth
.\' DMD [Duchenne Muscular Dystrophy ODantrolend TUDCA # TUDCA
A Y FID Fronto Temporal Dementia

. - %+ UDCA

Gl HD Huntington Disease + UDCA

MS Multiple Sclerosis A AMX0035
+ PD Parkinson Disease

PSP Progressive Supranuclear Palsy
* RP Retinitis Pigmentosa AUtOphagle fn\ 4-PBA Chaperonne
a SCA Spinocerebellar Ataxia A Curcumine & Ch | m |q ue
~ SMA Spinal Muscular Atrophy

/S Wolfram Syndrom dh ~
< W Wolfi d EGCG
* Acide
O Valproique
A Genistein M
Protéasome .




Chapitre 3 Synthése des mécanismes d’action des modulateurs de I’'UPR et

de leurs effets sur la réponse UPR

Afin de resituer les mécanismes d’actions des molécules présentées dans la partie II, les
schémas suivants permettent de rappeler les sites d’actions des différentes molécules

interagissant avec le systéme UPR.

Figure 33 : Molécules interagissant avec la voie PERK
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Figure 34 : Molécules interagissant sur les 3 branches de [’'UPR
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Figure 35 : Molécules interagissant sur d’autres effecteurs de ["UPR
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La figure suivante permet de synthétiser les effets des molécules présentées dans la partie Il
sur les biomarqueurs UPR :

Figure 36 : Effets des modulateurs de I’'UPR sur les principaux effecteurs des 3 branches de
[’"UPR
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Chapitre 4 Molécules d’intéréts dans les maladies neurodégénératives

Dans cette partie, nous discuterons des molécules avec le plus fort potentiel de développement
en clinique, en prenant notamment en compte 1’établissement d’une preuve de concept solide
chez les animaux, le caractére druggable de la molécule (solubilité, caractéristiques PK) ainsi
que le rapport Bénéfices-Risques qui doit étre favorable dans I’indication considérée. Nous
passerons donc rapidement en revue les molécules agissant sur chaque cible afin d’identifier,
en fonction du mécanisme d’action, les molécules les plus prometteuses en vue d’obtenir une
autorisation de mise sur le marché. Nous verrons successivement les molécules agissant sur
les voies PERK, IREla et ATF6, puis les modulateurs agissant sur des effecteurs indirects de

la réponse UPR.

e PERK:
Concernant les molécules inhibitrices du site kinase de PERK (GSK2606424 et
GSK2656157), malgré leur efficacité démontrée in-vitro sur des modeles de Maladie
d’Alzheimer, de Parkinson et de Sclérose latérale amyotrophique, la toxicité pancreatique
observée chez les animaux, qui se manifeste par des hyperglycémies notamment, ainsi que
Iinhibition des cytochromes P450, limite leur utilisation en clinique. Les mauvaises
propriétés physico-chimiques de I’ISRIB et du Salubrinal, et principalement les problemes de
solubilité, condamnent leur développement chez I’homme en 1’état, et ces molécules
nécessiteraient des étapes de modifications chimiques ou des procédés galénique complexe
avant de pouvoir étre administrer chez I’homme. Concernant 1’anti-hypertenseur Guanabenz,
ses propriétés a-adrénergique limitent son utilisation. En effet, la dose efficace pour moduler
I’activit¢ de GADD34 est incompatible avec une administration chez des sujets qui ne
souffriraient pas d’hypertension, réduisant grandement ses possibilités de développement en

clinique.

Le CCT020312, qui permet d’induire 1’activité kinase de PERK, a montré une efficacité sur

des modeles de paralysie supranucléaire progressive, posséde de bonnes propriétés
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pharmacocinétiques et n’a pas montré de signe de toxicité chez les animaux. Son stade de
développement est cependant précoce et il est difficile de se prononcer avant les résultats

d’une éventuelle étude de premiére administration a I’homme.

Les inhibiteurs de ATF4, Trazodone et Dibenzoylméthane, possedent des propriétes
intéressantes dans la maladie d’Alzheimer, et sont des molécules bien connues. De plus, la
Trazodone est un anti-dépresseur possedant une AMM dans la dépression, et cette propriété
pourrait étre intéressante dans la prise en charge des désordres psychologiques, souvent

associes a I’évolution des maladies neurodégenératives.

Le Sephinl a de bonne caractéristiques physico-chimiques, compatibles avec une
administration per-os et a montré des signes d’efficacité en préclinique dans la maladie de
Charcot-Marie-Tooth et dans la sclérose latérale amyotrophique. Il a notamment obtenu la
désignation de médicament orphelin par les autorités de santé européenne et ameéricaine (EMA
et FDA). De plus, au cours de la phase | chez volontaires sains, aucun effet indésirable
particulier n’a été mis en évidence. C’est un candidat intéressant pour la prise en charge de la

CMT.

e IREla:
Pour les modulateurs de la voie IREla, les candidats médicaments les plus prometteurs pour
une prise en charge des maladies neurodégénératives sont la Quercetin et le Resvératrol qui
sont en développement clinique dans la maladie d’Alzheimer, respectivement en Phase | et 1.
Leur mécanisme d’action est complexe et implique une modulation de ’UPR, des effets
antioxydants et anti-inflammatoires, questionnant la place de la modulation de IREla sur
’effet pharmacologique constaté. L’interprétation des résultats obtenus en préclinique et en
clinique est donc difficile, méme si ces molécules d’origine naturelle présentent un trés bon

profil de sécurité.

Le Kaempferol, qui possede un mécanisme particulier, puisqu’il agit a la fois en modulant

IREla, en inhibant ATF6 et grace a ses propriétés antioxydantes, a montré des résultats
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encourageants dans des modeles de maladie d’Alzheimer, et permet de limiter 1’activation

globale du systéeme UPR en cas de stress du réticulum endoplasmique.

o ATF6:

Les molécules interagissant avec la voie de ATF6 sont aujourd’hui a un stade de
développement trop précoce pour se prononcer sur une éventuelle indication dans les maladies
neurodégénératives. De plus, la voie de ATF6 jouerait un role plutdt secondaire dans la
réponse UPR, au regard des deux autres ‘sensors’ PERK et IREla, permettant de questionner

la pertinence de cibler uniqguement ATF®6.

e Effecteurs indirects du systéme UPR :

Les molécules appelées ‘Chaperonne chimique’ représentent un réel espoir dans la prise en
charge des maladies neurodégénératives, particulierement TUDCA, UDCA et le 4-PBA. Ces
molécules possédent déja des AMM dans des indications en lien avec les désordres biliaires et
du cycle de I’urée. De méme, AMX0035, qui est une association de TUDCA et de 4-PBA a
montré des résultats encourageants en clinique dans la maladie d’Alzheimer et la sclérose
latérale amyotrophique. Ces molécules, de par leur mimétisme avec les chaperonnes
physiologiques, présentent des risques d’effets off-target limités et leur administration est
aisée, en effet ce sont des molécules bien connues, et pour TUDCA et UDCA naturellement
présentes dans 1’organisme. Ce sont des candidats sérieux pour des indications dans la
maladie d’Alzheimer, d’Huntington, la sclérose en plaques, la sclérose latérale amyotrophique
ou encore 1’amyotrophie spinale. En stabilisant le repliement des protéines, les chaperonnes
chimiques interviennent en amont du déclenchement de la réponse UPR, et permettent de
limiter le stress du réticulum endoplasmique. Leur mécanisme d’action exacte est cependant

encore imprécis a ce jour.

L’acide valproique qui est une molécule largement utilisée dans la prise en charge de

I’épilepsie a été développé dans les maladies neurodégénératives, notamment grace a sa
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capacité a induire la formation de BiP par le biais de son inhibition de 1’histone désacétylase.
Son administration est aisée et ses effets indésirables connus et facilement surveillés. Dans la
maladie d’Alzheimer, son action passerait par sa capacité a diminuer I’agrégation de Tau et sa
phophorylation. L’étude de Phase III dans la maladie d’Alzheimer S’est malheureusement
révélée négative, de part une absence d’effets sur la cognition et le statut fonctionnel des
patients. Le développement de 1’acide valproique est cependant toujours en cours dans la
rétinite pigmentaire, la sclérose latérale amyotrophique, la maladie de Huntington, le

syndrome de Wolfram, la paralysie supranucléaire progressive et I’amyotrophie spinale.

Les inhibiteurs du protéasome, notamment I’EGCG, la Genistein et la Curcumine qui sont des
produits d’origine naturelle, ont montré des signes d’efficacité dans des modéles animaux de
plusieurs maladies neurodégénératives et sont en stade de développement clinique avancé.
Leur mécanisme d’action qui permet d’inhiber la voie du protéasome, voie naturellement
réduite au cours des maladies neurodégénératives, au profit de 1’autophagie, permet de
diminuer la formation des agrégats et d’améliorer la clairance protéique. De nombreux
inhibiteurs du protéasome sont développés dans des indications en oncologie, mais leur intérét
en neurologie est également grandissant. A ce jour, seul des signes limités d’efficacité ont été
mise en évidence en clinique, notamment dans la maladie d’Alzheimer, la sclérose en plaque

ou la myopathie de Duchenne.

La Latrepirdine qui permet de stimuler 1’autophagie a été développée jusqu’en phase III dans
la maladie d’Alzheimer et de Huntington. Dans 1’essai clinique portant sur la maladie
d’Alzheimer, au cours d’une étude de 12 mois, la latreperdine ne s’est pas montrée supérieure
au placebo (étude CONCERT, Sweetlove M. et al., 2012), de méme dans 1’¢tude portant sur la
chorée de Huntington, la latreperdine ne s’est pas révélée supérieure au placebo aprés 6 mois
de traitement (étude HORIZON, HORIZON Investigators of the Huntington Study Group and

European Huntington's Disease Network, 2013).

Enfin le Lithium qui est le traitement de référence pour la prise en charge des troubles

bipolaires posséde également des propriétés inhibitrices sur GSK3, permettant ainsi de limiter
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la mise en place de la phase ‘terminal UPR’ et donc 1’apoptose. Son activité reposerait aussi
sur une autophagie accrue consécutive a 1’inhibition de 1’inositol-monophosphatase 1. C’est
une molécule utilisée depuis des dizaines d’années et ses effets indésirables sont facilement
monitorable. Son développement dans les maladies neurodégénératives est grandissant, et il
est actuellement en phase Il dans la sclérose latérale amyotrophique et 1’ataxie

spinocérébelleuse et en phase Il dans plusieurs autres maladies neurodégénératives.

Chapitre 5 Discussion

La formation de protéines mal conformées et le stress du réticulum endoplasmique qui en
découle sont identifiés aujourd’hui comme des facteurs importants dans le déclenchement et
I’évolution de plusieurs types de pathologies incluant les maladies neurodégénératives. Ainsi,
il est naturel que la recherche, qui se trouve actuellement en situation d’impasse thérapeutique
pour la prise en charge de ces maladies, se tourne vers le développement de molécules qui
permettraient de moduler ce systeme. En effet, le but serait de prolonger la phase de réponse
adaptative et de retarder ou d’empécher la mise en place de I’étape de ‘terminal UPR’ qui

aboutit a I’apoptose.

Pour cela, les stratégies envisagées pour aboutir a des bénéfices thérapeutiques dans ces
pathologies, ou les traitements actuels sont purement symptomatiques a 1’heure actuelle (a
I’exception du Riluzole dans la SLA), sont multiples : en fonction du contexte pathologique,

les molécules vont agir sur :

- L’amélioration de la réponse UPR afin de permettre une meilleure adaptation au
stress, en prolongeant la phase adaptative (molécules interagissant avec les effecteurs
de I’integrated stress response : modulateurs de elF2a, inhibiteurs de GADD34)

- L’atténuation de la réponse UPR consécutive au stress du RE, en augmentant la
clairance des protéines notamment (diminuer le stress du RE grace aux chaperonnes

chimiques, aux inducteurs de BiP, aux anti-oxydants, aux activateurs de I’autophagie
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et inhibiteurs du protéasomes) ou en limitant 1’activation des 3 branches de I’'UPR
(inhibiteurs de la kinase PERK, inhibiteurs des activités kinase et RNase de IREla,
inhibiteurs de I’activation de ATF6)

- L’inactivation des médiateurs pro-apoptotiques, permettant de limiter la
neurodégénérescence lorsque le stade de la maladie est avancé (inhibiteurs de

I’apoptose, inhibiteurs de ATF4, modulateurs du calcium)

La complexité & interagir avec le systtme UPR est due aux nombreux réles physiologiques
tenus par le systeme UPR, plus spécifiguement dans les organes a forte activité sécrétoire
(foie, pancréas, systétme immunitaire). Ainsi, la toxicité pancréatique mise en évidence en
préclinique par les inhibiteurs de la voie PERK et de la voie IREla risque de limiter trés
fortement le développement de ces molécules en clinique, surtout dans le cadre
d’administrations chroniques, et a long terme. De plus, au regard du role de la voie
IRE1a/XBP1s dans la fonction hépatique (métabolisme lipidique, du cholestérol, fonctions de
détoxification), des toxicités hépatiques sont a prévoir. Le role tenu par I’UPR sur la plasticité
neuronale est également un facteur important a prendre en compte, ainsi des molécules
inhibant la voie PERK pourraient avoir des effets bénéfiques sur la fonction neuronale en
favorisant son maintien tandis que des molécules inhibitrices de 1’axe IRElo/XBPls

risqueraient d’atténuer le caractére protecteur de cette voie.

Dans I’objectif de valider la ‘druggabilité¢’ de ces cibles, une caractérisation précise de ces
effets indésirables est indispensable. Plutdt que le blocage ‘complet’ d’une des voies de
I’UPR, Dl'opportunité de réaliser des modulations partielles des effecteurs de I’UPR, en
couplant par exemple 'utilisation d’inducteurs ou d’inhibiteurs des différentes voies est une
des solutions envisagées. La notion d”UPR-0some est primordiale pour interpréter le systeme
UPR non pas comme 3 voies indépendantes mais comme une machinerie ou de nhombreux
régulateurs positifs et négatifs permettent d’ajuster finement I’homéostasie protéique du RE.
Pouvoir prevoir et définir les effets secondaires possibles (effets off-target) de I’interaction

avec les effecteurs de la réponse I’UPR demeure un objectif majeur pour valider I’activité
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thérapeutique de ces cibles et est un prérequis indispensable avec la mise sur le marché

éventuelle d’une des molécules présentées au cours de ce travail.

La méthodologie utilisée dans ce travail s’apparente plutot a une ‘revue de molécules’ plutot
qu’une revue de littérature, effectuée dans 1’objectif de donner un instantané de 1’ensemble
des molécules modulant I’'UPR en développement sur des indications en lien avec les
maladies neurodégénératives. La mise en lumiere du réle du systétme UPR dans I’évolution
des maladies neurodégénératives est récente, et un nombre exponentiel d’équipes de
chercheurs travaillent actuellement sur le développement pharmaceutique de modulateurs de
I’UPR. Ainsi, la liste des molécules présentées dans ce travail n’est pas exhaustive et, chaque
mois, de nouvelles publications font état du potentiel de nouvelles molécules agissant sur le

systeme UPR.

De plus, les critéres d’inclusion choisis pour inclure ou non une molécule dans la liste
n’étaient pas totalement objectif, et plusieurs molécules développées principalement dans le
champ de I’oncologie ou du diabéte n’ont pas été inclues dans ce travail, du fait de 1’évolution

constante de la littérature et du repositionnement de certains produits.

Ce travail ne traite que des maladies neurodégénératives, mais I’ensemble des molécules qui y
sont présentées pourrait avoir des implications en oncologie, dans le diabete ou dans les
maladies virales ou inflammatoires. Par contrainte de temps, il était nécessaire de se
concentrer sur un domaine donné, mais ce travail pourrait également étre réalisé dans d’autres

types de pathologies.

Les découvertes successives qui permettent aujourd’hui une meilleure compréhension du
systtme UPR ne facilitent pas I’interprétation globale de ce systeme, déja complexe
biologiquement parlant, et le fait qu’une part d’ombre subsiste dans les processus d’activation
des ‘sensors’, des cross-talk ou de la régulation du systéme (fine-tuning) limite I’interprétation
de certains résultats observés en préclinique. A titre d’exemple, dans deux études précliniques
portant sur la sclérose latérale amyotrophique, le Guanabenz a eu des effets inverses sur

I’évolution de la pathologie (aggravation vs amélioration), alors que les mémes modeles
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animaux étaient utilisés. De plus, une description précise des cross-talk existant entre les
branches de I’'UPR pourrait étre la clef pour une meilleure interprétation des résultats observes
en préclinique. En effet, les modeles animaux de knock-out sont utiles a la compréhension
globale du systeme UPR, mais sont trop simplistes pour transposer ces resultats chez
I’homme, ou I’inhibition ou I’induction d’une voie ne sera que partielle, limitée dans le temps

et soumise a des contraintes d’ordre pharmacocinétique et pharmacodynamique.

Le point le plus important pour permettre une mise sur le marché & moyen terme de
médicaments modulant I’UPR est donc la compréhension précise de I’ensemble des
mécanismes de régulation de I’'UPR, qui permettrait d’anticiper, a partir des caractéristiques
d’une molécule (caractére inhibiteur ou inducteur, réversibilité, constante d’inhibition), les
processus engendrés en termes d’induction ou d’inhibition des autres voies ou sur les

effecteurs indirects.

La difficulté principale de ce travail était dans un premier temps la compréhension initiale du
fonctionnement du systeme UPR (voir annexe 3, figure 38), et dans un deuxiéme temps le
cadrage de ce travail : quelles pathologies ? Seulement les 3 voies de I’UPR ou également les
effecteurs indirects ? Quel niveau de détails pour chaque molécule ? Ou encore, ou mettre le
focus ? Ainsi le choix a été porté sur la neurologie avec un focus sur les molécules en
développement clinique. Ce choix est discutable mais I’intérét étant de présenter le pipeline
des molécules en développement, il apparaissait logique de se concentrer sur les molécules
avec un stade de développement le plus avancé possible, tout en prenant en compte de celles

ou des preuves d’efficacité in-vivo intéressantes avaient été démontrées.

144



CONCLUSION

Nous avons abordé au cours de ce travail la physiopathologie des maladies
neurodégénératives, en particulier les maladies d’ Alzheimer, de Parkinson, de Charcot-Marie-
Tooth, la chorée de Huntington et la sclérose latérale amyotrophique. La formation de
protéines mal conformées est impliquée dans le développement de ces maladies
neurodégénératives bien que la réponse apportée par 1’organisme soit dans un premier temps
bénéfique pour la survie des cellules. Ensuite, la réponse UPR, dans le cas ou le stress du
réticulum endoplasmique est intense et maintenu dans le temps, devient nocive et est, en

partie, responsable de la neurodégénérescence.

Ainsi, des molécules agissant sur les effecteurs du systeme UPR ont été développées depuis
une vingtaine d’années, avec pour objectifs, soit d’atténuer la réponse au stress du RE, soit de
maintenir ou d’améliorer la réponse adaptative de I’UPR, soit de ralentir la mise en place de la
réponse aboutissant a [’apoptose des cellules, via I’inactivation des composants pro-
apoptotiques de I’UPR par exemple. Les effecteurs du systtme UPR sont nombreux et les
cibles potentielles également. L’inhibition d’une branche de IUPR présente le risque de
stimuler les autres voies, les mécanismes de ces cross-talk n’étant pas, a ce jour, clairement

caractérisés.

Parmi les molécules développées, peu d’entre elles sont actuellement en phase de
développement clinique, mais des signes encourageants d’efficacité sur des modeéles animaux
ont été mis en évidence dans les maladies neurodégénératives. Concernant les molécules a fort
potentiel thérapeutique, pour les molécules agissant sur la voie PERK, la molécule Sephinl
ainsi que la Trazodone et le Dibenzoylméthane représentent de bons candidats-médicaments.
En effet, ces molécules présentent peu de toxicité, sont facilement administrables chez
I’homme et ont montré des signes encourageant d’efficacité. Pour la voie IREla, deux

molécules peuvent étre retenues, développées principalement dans la maladie d’Alzheimer :
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La Quercétine et le Resvératrol. Les molécules de type ‘Chaperonne chimique’, qui aident au
repliement des protéines sont également une piste intéressante pour la prise en charge des
protéinopathies. Les dérivés de I’acide Ursodésoxycholique (TUDCA et UDCA) ainsi que le
4-PBA sont actuellement a des stades avancés de développement en clinique, jusqu’a la phase
I1l. Dans une catégorie similaire, 1’acide valproique qui est un antiépileptique largement
utilisé, posséde une activité sur la chaperonne BiP qui permet d’espérer un avenir pour cette
molécule dans la prise en charge de plusieurs maladies neurodégénératives. Les inhibiteurs du
protéasome qui limitent la dégradation des protéines aprés ubiquitinylation et favorisent
I’autophagie ont montré un intérét dans la prise en charge de plusieurs maladies
neurodégénératives et sont également a un stade avancé de développement clinique. Enfin, le
Lithium qui exerce son effet en retardant 1’induction de ’apoptose est actuellement trés

étudié, notamment dans la sclérose latérale amyotrophique.

A T’heure actuelle, aucun modulateur UPR n’est autorisé en tant que ‘médicament agissant sur
le systtme UPR’, mais des molécules commercialisées depuis des dizaines d’années se sont
révélées, en plus de leur mécanisme d’action habituel, comme modulatrices de la réponse
UPR ou de ses effecteurs. Ayant déja une place de choix sur le marché des médicaments, et
grace a une bonne connaissance de leurs effets indésirables, ces molécules pourront
éventuellement obtenir des extensions d’indications dans des maladies neurodégénératives, de
facon plus rapide que pour des nouvelles molécules, qui débuteraient a peine les premiéres

phases d’administration & ’homme.

Aujourd’hui tres étudié, le systéme UPR, de par sa découverte récente, possede encore sa part
d’ombre. Ainsi les découvertes sur son fonctionnement sont constantes et la compréhension
de ce systeme pourrait étre une des clefs pour la prise en charge de ces pathologies incurables.
Les prochaines années nous diront avec la ou lesquelles des molécules présentées dans ce

travail, les patients atteints de maladies neurodégénératives pourront étre traitées a 1’avenir.
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ANNEXES

Annexe 1 : Liste des abréviations

Abréviation Définition (anglais), si applicable Définition (frangais), si applicable

5HT2A 5-hydroxytryptamine receptor Récepteur a la sérotonine

6-OHDA 6-hydroxydopamine

AAA+ ATPases Associated with diverse cellular | ATPases Associées a diverses Activités
Activities cellulaires

AAV Adeno-associated virus

AD Alzheimer’s disease Maladie d'Alzheimer

ADN Acide Désoxyribonucléique

ALS Amyotrophic Lateral Sclerosis Sclérose Latérale Amyotrophique

AMM Autorisation de Mise sur le Marché

ANSM Agence Nationale de Sécurité du

Médicament et des produits de santé

APP Amyloid Precursor protein Protéine Précurseur de I'Amyloide

ARN Acide Ribonucléique

ARNmM ARN messager

ARNt ARN de transfert

ASK1 Apoptosis Signal-regulating Kinase 1

ASMR Ameélioration du Service Médical Rendu

ATF/CREB Activating transcription factors/ cCAMP response
element binding protein

ATF4 Activating Transcription Factor 4

ATF6 Activating Transcription Factor 6

ATF6f Spliced Activating transcription factor 6

ATG5 Autophagy related 5

AV Adénovirus

BAK Bcl-2 homologous antagonist killer

BAX Bcl-2-associated X protein

BCL-2 B-cell lymphoma 2

BCL-XL B-cell lymphoma-extra large

BH3-only Protéines pro-apoptotiques de la famille

BCL2

BHE Barriere Hémato-Encéphalique

BI-1 ER-located protein BAX inhibitor-1

BID BH3 interacting-domain death agonist

BIM Bcl-2-like protein 11

BiP/GRP78 Immunoglobulin Binding Protein

bZip Basic region leucine Zipper

Clebpa CAAT/enhancer-binding protein alpha
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CARE C/EBP [CCAAT-enhancer-binding protein] — ATF
[activating transcription factor] — responsive
element
CHOFP/ C/EBP homologous protein ou DNA damage-
GADD153/ inducible transcript 3
DDIT3
CMT Charcot-Marie-Tooth
COMT Catechol-O-Methyl Transferase
CreP/ Constitutive repressor of elF2a phosphorylation
PPP1R15B
CYP Cytochrome P450
ddv Durée de vie
DR Death Receptor Récepteur de mort
DMD Duchenne Muscular Dystrophy Myopathie de Duchenne
DNAJC3 DnaJ homolog subfamily C member 3
E3 Ubiquitin-protein ligases
elF2 Eukaryotic Initiation Factor 2 Facteur d'initiation de la traduction
elF2p eukaryotic initiation factor 2 beta-subunit
elF2a eukaryotic initiation factor 2 alpha-subunit
EIF4E Eukaryotic translation initiation factor 4E
ERAD Endoplasmic-reticulum-associated protein | Dégradation des protéines associée au RE
degradation
ERK Extracellular Regulated Kinase
ERO1 ER oxidoreductin 1
ERp57 ER resident protein 57
ERSE Endoplasmic Reticulum Stress Response Element
FDA Food and Drug Administration
FOXO1 Factor Forkhead box O1
FTD Fronto Temporal Dementia Démence fronto-temporale
FTLD Frontotemporal lobar degeneration Dégénérescence lobaire frontotemporale
GADD34/ Growth arrest and DNA damage-inducible protein
PPP1R15A ou Protein phosphatase 1 regulatory subunit 15A
GBz Guanabenz
GCN2 General Control non-depressible-2
GLP Good Laboratory Practice Bonnes Pratiques de Laboratoire
GRP94/ Glucose-Regulated Protein 94
HSP90B1
GSK3 Glycogen Synthase Kinase 3
GTP Guanosine-5'-Triphosphate
HAS Haute autorité de santé
HD Huntington Disease Chorée de Huntington
HDAC Histone Desacetylase
HERG Human Ether-a-go-go-Related Gene
HRI Heme Regulated Inhibitor
HSP Heat Shock Protein Protéines de chocs thermiques
HTS High-Throughput Screening Criblage & haut débit
HTT Huntingtine
HYOU1 Hypoxia up-regulated protein 1
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IL-1 beta

Interleukine 1

IP3R Canaux récepteurs a I'lP3
IRE1 Inositol-Requiring Enzyme-1
ISR Integrated Stress Response
JINK c-Jun N-terminal kinases
K.O. Knockout
EMA European Medicine Agency
LV Lentivirus
MAO Monoamine Oxydase
MCL1 MCL1-Apoptosis Regulator
Met Meéthionine
MICI Maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin
miRNA Micro RNA Micro ARN
MPP+ et 1-méthyl-4-phényl pyridinium
MPTP 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
MS Multiple Sclerosis Sclérose en plaques
mTor Mechanistic Target of Rapamycin ou Mammalian
Target of Rapamycin
NCK1 NCK Adaptor Protein 1
NF-xB Nuclear factor-kappa B
NOXA Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
F2 Nuclear factor erythroid-2-Related Factor 2
ORP150 Oxygen-Regulated Protein 150
p38 MAPK p38 Mitogen-Activated Protein Kinases
PAR Polyarthrite rhumatoide
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell Cellule mononuclée du sang périphérique
PCD ou Programmed Cell Death Mort cellulaire programmee
PD Parkinson Disease Maladie de parkinson
Pd Pharmacodynamique
PDI Protein disulfide-isomerase
PERK Double-stranded RNA-activated protein kinase
(PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase
PK Pharmacocinétique
PKR/ Protein kinase RNA-activated ou eukaryotic
EIF2AK2 translation initiation factor 2-alpha kinase 2
PMD Protein misfolding disorders Troubles liés a des protéines mal repliées
PMP22 Peripheral Protein Myelin
PMND Plan national maladies neurodégénératives
PoC Proof of Concept Preuve de concept
POL II ARN polymérase II
PoP Proof of Principle Preuve de principe
PP1 Protein phosphatase 1
PS1 Presenilin
PSP Progressive Supranuclear Palsy Paralysie Supranucléaire Progressive
PTM Post-translational modification Modifications post-traductionnelles
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PUMA/ p53 upregulated modulator of apoptosis ou Bcl-2-
BBC3 binding component 3
R&D Recherche et développement
RE Réticulum Endoplasmique
RIDD Regulated IRE1-Dependant Decay Décroissance régulée IRE1-dépendante
RIPK1 Receptor-interacting serine/threonine-protein
kinase 1
RNase Ribonucléase
ROS Reactive Oxygen Species Espéces réactives de I’oxygene
RP Retinitis pigmentosa Rétinite pigmentaire
RSA Relations Structure-Activité
RPAP2 RNA polymerase Il associated protein 2
RT-qPCR Real-time  Quantitative  Polymerase  Chain | Réaction en chaine par polymérase
Reaction quantitative en temps réel
Runx2 Runt-related transcription factor 2
RYR Récepteur a la ryanodine
S1P Site-1 Protease
S2pP Site-2 Protease
SCA Spinocerebellar Ataxia Ataxie spinocérébelleuse
Ser Serine
SMA Spinal Muscular Atrophy Amyotrophie spinale
SMN Protéine de survie du motoneurone
SMR Service médical rendu
SNC Systéme nerveux central
SoC Standard of Care Traitement de référence
SOD1 Superoxide Dismutase
SREBP-1c Central lipogenic regulator-sterol  regulatory
element binding protein
TNF alpha Tumor Necrosis Factor
TPP Target Product Profile Profil cible du produit
TRAF2 TNF receptor-associated factor
TXNIP Thioredoxin-Interacting Protein
UPR Unfolded Protein Response Réponse aux protéines mal conformées
VCP p97/ | Valosin-containing  protein /  Transitional
CDC48/ TER | endoplasmic reticulum ATPase
ATPase
VEGF-A : Vascular endothelial growth factor A
WS Wolfram Syndrom Syndrome de Wolfram
XBP1 X-box binding protein 1
XBP1s Spliced X-box binding protein 1
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Annexe 2 : Méthodologie

Figure 37 : Méthodologie des recherches réalisees sur la base MEDLINE

Recherche des articles de revue de littérature

ere 4
1 etape sur les molécules interagissant avec le

systeme UPR a I'aide de mots clefs

_ .
w 30 articles de revue

éta pe Extraction de la bibliographie de ces

articles de revue (articles ‘source’)

L 5 i’ 150 articles ‘source’

Enrichissement de la

3éme étape bibliographie: recherche des

dtape

molécules agissant sur les
différents effecteurs du systeme
UPR puis recherche de leurs
analogues

—_— ‘i’ 400 articles

Application de critéres d’inclusion
portant sur les molécules développées
principalement dans les maladies
neurodégénératives

e ‘i’ 250 articles

Mots clefs
Unfolded protein response (UPR) ou Endoplasmic Reticulum stress (ER stress)
+ Neurodegenerative disease ou Neurodegenerative disorder
+ Small molecule et/ou in developpment

50 molécules

Effecteurs de F'UPR

BiP/GRP78 (Endogenous PKR-related endoplasmic reticulum kinase (PERK) = teem——————— -

chaperone promoters) Activating transcription factor (ATF6) :

JNK inhibitor Inositol requiring enzyme 1 (IRE1) :

GSK3 inhibitor Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 1

PDI inhibitor (elF2a) Y

Calcium modulator PPP1R15A/GADD34 inhibitor Analogues

HSP inhibitor Endoplasmic reticulum-associated degradation Analogue chimique

Proteasome inhibitor (ERAD) Méme mécanisme d’action
Chemical Chaperones (proteostasis promoter) Classe chimique commune

. 100 molécules
I
Inclusion: Maladies Exclusion: autres catégories de maladies
neurodégénératives Maladie métabolique
Maladie d’Alzheimer Oncologie
Maladie de Parkinson Maladie inflammatoire
Sclérose latérale amyotrophique Maladie immunitaire
Chorée de Huntington Psx_/chiat'rie
Maladie de Charcot Marie-Tooth Vlrff|0€|§
+ autres maladies neurodégénératives Cardiologie

75 molécules



Annexe 3 : Travaux préliminaires
Figure 38 : Premiére tentative de défrichage du systeme UPR, en 2018, a partir des travaux de C. Hetz.
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