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G-CSF granulocyte  -Colony

Stimulating Factor
GDP : guanosine diphosphate
GFP : green fluorescent protein

GM-CSF : granulocyte/macrophage -
Colony Stimulating Factor
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GRB2 : growth factor receptor-bound
protein 2

GRP78
protein

78 kDa glucose-regulated

GTP : guanosine triphosphate
HIF : Hypoxia Inducible Factors
HRI : heme-regulated elF2a kinase

Hsc70 : Heat Shock Cognate protein of
70 kDa

IDH1/2 : Isocitrate Deshydrogenase 1/2
IL3 : Interleukin 3

IL-34 : Interleukine-34

IP : iodure de propidium

IREL : inositol-requiring enzyme 1
IRES : internal ribosome entry sites
ISR : integrated stress response

JAK : Janus Kinase

JNK : C-Jun N-terminal kinase

KO : Knockout

LAL : leucémies aigués lymphoides
LAM : leucémies aigués myéloides

LB : lymphocyte B

LKBL1 : Liver kinase B1

LMC : Leucémie Myéloides Chroniques
LT : lymphocyte T

MAPILC3 : Microtubule-Associated
Protein 1 Light Chain 3

MAPK Mitogen-Activated Protein
kinase
M-CSF macrophage  -Colony

Stimulating Factor



MEC : matrice extracellulaire
MegaCB : mégacaryoblaste
MegaCC : Mégacaryocyte

MEH : fibroblastes embryonnaires de
souris

MEK1/2 Mitogen-activated protein
kinase ERK kinase Y2

Met-ARNTi initiateur-
méthionine

ARNt

MTOC
microtubules

centre organisateur de

mTOR : mammalian target of rapamycin
NK : cellule natural Killer

NPML1 : Nucleophosmin 1

NRF2 : nuclear factor-like 2

NSG : NOD scid gamma

OMS : organisation mondiale de la santé
PAS : structure pré-autophagosomale
PCR : polymerase chain reaction

PDGFR : platelet-derived growth factor
receptor

PDH3 prolyl hydroxylase domain
protein 3

PDK1 phosphoinositide-dependent
protein kinase 1

PDX1: pancreatic and duodenal
homeobox 1

PE : phosphatidyléthanolamine

PERK : protein kinase R (PKR)-like
endoplasmic reticulum kinase

PGCla:  Peroxisome  proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1

o

PI13K : phosphatidylinositol 3-kinase
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PI3P : phosphatidylinositol 3-phosphate
PKA : protéine kinase A

PKB : protein kinase B

PKC : protein kinase C

PKR : double-stranded RNA-dependent
protein kinase

PLC : phospholipase C

PML-RARa : Promyelocytic Leukemia
Gene Retinoic Acid Receptor-Alpha

PNB : polynucléaire basophile
PNE : polynucléaire éosinophiles
PNN : polynucléaire neutrophile
PU.1 : Purine box factor 1

RACKT1 : Receptor of activated protein
C kinase 1

RE : réticulum endoplasmique

REDD1 protein  regulated in
development and DNA  damage
response 1

REL : réticulum endoplasmique lisse

RER : réticulum
rugueux

endoplasmique

RFP : Red Fluorescent Protein
RSK1 : Ribosomal S6 Kinase 1

RTK : récepteurs a activité tyrosine
kinase

RUNX1: Runt-related

factor 1

transcription

Sca-1 : stem cell antigen-1
SCF : stem cell factor

SCFPTRCP - SCF  (F-box  containing
complex) E3 ubiquitin ligase complexe

SH2 : Src Homology 2



SNARE soluble N-ethylmaleimide-
sensitive  factor-attachment  protein
receptor

SNAT2 : System A neutral amino acid
transporter 2

STATS5: Signal  Transducer and
Activator of Transcription 5

STK1 : stem cell tyrosine kinase 1
TACE : TNFa converting enzyme

TET2: tet methylcytosine dioxygenase
2

TFE3 : Transcription factor E3
TFEB : Transcription factor EB
TORC1 : TOR kinase complex 1

TPO : thrombopoiétine
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TRAF2 : tumour necrosis factor (TNF)
associated factor 2

TRB3 : tribbles 3

TSC1/2 : Tuberous Sclerosis Complex 1
et 2

ULK1 : UNC51 Like Ser/Thr Kinases 1
UOREF : short open reading frame

UPR : unfolded protein response

UTR : Untranslated Transcribed Region
VPS34 : Vacuolar Protein Sorting 34

WIPI1 : WD repeat domain
phosphoinositide-interacting protein 1

XBP1 : X-Box Binding Protein 1



. L’hématopoiése normale et leucémique

A. L’hématopoiése normale
1. Généralités

Le terme hématopoiese décrit la formation de I’ensemble des constituants du systéme sanguin a partir
d’une petite population de cellules appelées cellules souches hématopoiétiques (CSH). C’est un processus
fondamental capable de s’adapter en permanence a diverses conditions physiologiques, voire
pathologiques. Avant les années 1960, méme si il était connu que les cellules sanguines possédaient une
espérance de vie courte leur source de renouvellement est restée inconnue jusqu’aux travaux de Till et
McCullock en 1961 (Till, 1961). Leur expérience a consisté a irradier des souris, entrainant ainsi une
aplasie médullaire irréversible. L’injection d’une suspension de moelle osseuse de souris de méme lignée
a permis aux souris de survivre. Avec 1’observation de colonies au niveau de la rate, ils ont mis en
évidence une population de cellules initiatrices dont les cellules filles sont capables de produire
différentes lignées hématopoiétiques. Cette découverte fut la premiére évidence que les cellules souches

hématopoiétiques possédent des capacités d’auto-renouvellement et de différenciation.

L’hématopoiése peut étre séparée en quatre compartiments : les cellules souches, les progéniteurs, les
précurseurs et les cellules matures. Afin d’assurer une hématopoiése fonctionnelle tout au long de la vie,
les CSH ont la capacité de s’auto-renouveler ou de se différencier, d’entrer en quiescence ou de proliférer.
L’équilibre entre ces différents états fonctionnels peut étre controlé par des mécanismes intrinseques

(facteur de transcription, voie de signalisation) et extrinséques (microenvironnement).
2. La niche hématopoiétique

L’hématopoiese adulte se déroule essentiellement dans la moelle osseuse dite « rouge » des vertébres,
des cotes, du sternum et du bassin, ainsi que dans les €piphyses du fémur et de I’humérus. Les
meécanismes impliqués dans la régulation des différents états fonctionnels des CSH mettent en jeu une
relation étroite entre les CSH et d’autres cellules ou composants de la matrice extracellulaire. Cette
relation forme un microenvironnement particulier appelé niche hématopoiétique qui se situe au niveau de
la moelle osseuse rouge. Cette derniére est un tissu dont la vascularisation est extrémement riche. Les
vaisseaux sanguins permettent le transfert de cellules et de macromolécules de la moelle osseuse vers le
sang périphérique. La niche hématopoiétique est constituée des cellules hématopoiétiques (CSH,
progeniteurs, précurseurs) et de cellules stromales. Les composants cellulaires de la niche produisent des
cytokines ainsi qu’une matrice extracellulaire (MEC) classiquement constituée de molécules comme le

collagene et la fibronectine.
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3. Déroulement de I'hématopoiese

a) Les cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques sont a 1’origine du systéme hématopoiétique (Figure 1). Durant
la division, les cellules filles des CSH peuvent s’autorenouveller (reproduire a 1’identique), s’engager
dans une voie de différenciation ou aller en apoptose. Le compartiment souche contient deux types de
cellules souches : les CSH a long terme (LIN-, SCA1+, KIT+, FLK2-, Thy1'™” CD34-) qui peuvent se
renouveler indéfiniment et des CSH a court terme (LIN7, SCA1+, KIT+, FLK2-, Thy1'®¥, CD34+) avec
une activité de repeuplement limitée (~ 8 semaines) (Geiger, 2013). Selon le modele de Weissman, les
cellules souches a long terme constituent une faible proportion des cellules présentes dans la moelle
osseuse (0,001% comparée a 0,02% pour les cellules souches a court terme). Elles ont comme fonction
principale I’auto-renouvellement et gardent un potentiel de différenciation dans toutes les lignées de

I’hématopoiése (Weissman, 2000).
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Figure 1 : Modéle général de I’hématopoiése.

L’ensemble des cellules du sang dérivent d’une CSH commune, aux propriétés d’auto-renouvellement et de
différenciation. Abbréviation : CSH (cellule souche hématopoiétique), CSM (cellule souche multipotente), CPM
(progéniteur commun myéloide), CPL (progéniteur commun lymphoide), MegaCB (mégacaryoblaste), MegaCC
(Mégacaryocyte), PNN (polynucléaire neutrophile), PNE (polynucléaire éosinophiles), PNB (polynucléaire
basophile), NK (cellule natural killer), LT (lymphocyte T), LB (lymphocyte B).
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Les CSH qui entrent dans la voie de différenciation donnent d'abord naissance a des cellules
progénitrices multipotentes qui perdent leur capacité d'auto-renouvellement mais qui conservent un
potentiel multi-lignée. Les CSH et les cellules progénitrices multipotentes font partie d’une petite
population de la moelle osseuse qui ne posséde pas les marqueurs de surface des cellules matures.
Cependant, ces cellules expriment le récepteur de la cytokine SCF (stem cell factor) cKIT et la protéine
de surface Sca-1 (stem cell antigen-1) (Weissman, 2001).

b) La maturation des progéniteurs hématopoiétiques

Suite & la naissance de la cellule progénitrice multipotente, une ramification myéloide / lymphoide se
produit avec I'émergence d’un progéniteur commun lymphoide ou d’un progéniteur commun myéloide.
Ces progéniteurs possédent un potentiel de prolifération élevé et un potentiel de différenciation plus
restreint. Le progéniteur commun lymphoide permet la fabrication de lymphocyte B, lymphocyte T et de
cellule NK. Le progéniteur commun myéloide, appelé CFU-GEMM (Colony Forming Unit-Granulocyte
Erythrocyte Macrophage and Megakaryocyte), permet de donner naissance aux différents précurseurs

myéloides qui sont les suivants :

— Les CFU-GM (Granulocyte and Macrophage), qui sont des précurseurs granulo-monocytaires
qui engendrent les CFU-G (Granulocyte) et les CFU-M (Monocytes).

— Les BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid), progéniteurs érythroides se différenciant en
CFU-E (Eryhtrocyte).

— Les CFU-Meg (Megakaryocyte), progéniteurs de la lignée mégacaryocytaire.

c) Les précurseurs hématopoiétiques

Issus des progéniteurs hématopoiétiques, les précurseurs hématopoiétiques sont des cellules qui
possedent une morphologie, un phénotype et des propriétés fonctionnelles propres a chaque lignée. A ce
stade de différenciation, les cellules ont perdu leur capacité d’auto-renouvellement et ont un taux de
prolifération réduit. Les cellules matures vont sortir de la moelle osseuse pour rejoindre la circulation

périphérique ou elles assurent leur fonction.

La suite du mémoire portera principalement sur la myélopoiése.
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4. La différenciation myéloide

La myélopoiése décrit la différenciation hématopoiétique des cellules myeloides qui englobe les
granulocytes, les monocytes, les érythrocytes et les plaquettes (Figure 2). Le terme granulocyte inclut les
polynucléaires neutrophiles qui phagocytent les pathogenes, les polynucléaires éosinophiles qui détruisent
les parasites et les polynucléaires basophiles qui sécrétent de I’histamine. La différenciation myéloide se
produit dans la moelle osseuse.

a) Les cytokines dans la différenciation myéloide

Les facteurs de croissance et les cytokines, secrétés par les cellules hématopoiétiques ou par les
cellules du microenvironnement (fibroblastes, adipocytes, ostéoblastes) se fixent sur des récepteurs a la
surface des cellules hématopoiétiques et permettent ainsi I’activation de nombreuses voies de
signalisation impliquées dans la différenciation. Une famille étendue de cytokines régule la myélopoiése
et influence les choix de lignée des cellules souches et progénitrices. Ainsi, on observe trois types de
cytokines : les CSF (colony-stimulating factor), ’EPO (érythropoiétine) et la TPO (thrombopoiétine).

“5 Neutrophile
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L \t)
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Plaguettes

Figure 2 : Influence des cytokines dans ’hématopoiése.

Selon les cytokines et les facteurs de transcription, les cellules vont s’engager soit dans la lignée myéloide, soit dans
la lignée lymphoide, puis aboutir apres des processus de différenciation et de prolifération aux cellules matures.

La famille des CSF comprend : le macrophage-CSF (M-CSF), le granulocyte-CSF (G-CSF), le
granulocyte/macrophage-CSF (GM-CSF) et le multi-CSF (Interleukin 3 ou IL3). Le M-CSF est synthétisé
et secrété par les cellules endothéliales et stromales et se fixe sur le récepteur du M-CSF exprimé a la
surface des macrophages. Ce facteur induit la prolifération, la différenciation et la survie des progéniteurs
qui se différencient en monocyte puis macrophage. Le G-CSF est essentiel pour la survie et la

différenciation des neutrophiles. Ce facteur est produit par les monocytes et les macrophages.
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L’expression du récepteur au G-CSF est régulée par les facteurs de transcription C/EBPa (CCAAT-
enhancer protéine o) et PU.1 (Purine box factor 1) (Smith, 1996). Le GM-CSF induit la prolifération et la
survie des macrophages et des neutrophiles et peut étre utilisé en association avec le G-CSF ou le M-CSF.
De plus, le récepteur au GM-CSF est également régulé par les facteurs de transcription C/EBPa et PU.1
(Hohaus, 1995). L’IL3 est un facteur qui, avec le GM-CSF, stimule les progéniteurs hématopoiétiques et
les différencie dans toutes les lignées myéloides. L’EPO est essentielle dans 1’érthropoiése et la TPO est

la principale cytokine impliquée dans I’engagement mégacaryocytaire.

b) Les facteurs de transcription dans la différenciation myéloide

L’engagement des cellules souches et des cellules progénitrices dans la lignée myéloide implique des
facteurs de transcription. Parmi les facteurs de transcription les plus étudiés on retrouve PU.1, la famille
GATA, la famille C/EBP et RUNX1 (Runt-related transcription factor 1). La protéine PU.1 est un facteur
de transcription essentiel 4 I’hématopoiése et est encodée par le géne SPI1. Le knockdown SP117 est létal
a un stade embryonnaire avec une absence compléte de macrophages et de cellules B dans les souris
(Scott, 1994) et I’invalidation de PU.1 dans les CSH induit une perte de la capacité de repopulation
(Dakic, 2005). Le facteur de transcription PU.1 permet la fabrication des progéniteurs communs
lymphoides et my¢loides a partir des CSH. L’invalidation de PU.1 dans les CSH empéche la formation
des progéniteurs communs lymphoides et myéloides (lwasaki, 2005). PU.1 est exprimé fortement dans les
cellules myéloides matures et est détectable dans les CSH, les progéniteurs multipotents, les progéniteurs
communs lymphoides et myéloides et les lymphocytes B. En revanche, il n’est pas détectable dans les
lymphocytes T et les érythrocytes. Le niveau de PU.1 dans les progéniteurs multipotents permet donc

d’orienter la différenciation vers la lignée myéloide ou lymphoide (Dekoter, 2000).

La famille GATA comprend 6 facteurs de transcription dont trois d’entre eux, GATAL, GATAZ2 et
GATAS3 sont exprimés dans le systéme hématopoiétique. Ces facteurs se lient a une séquence consensus
de "ADN, (A/T)GATA(AG). Le facteur GATA1 est important dans la différenciation érythroide. La
délétion de GATAL induit une mortalité chez la souris due a une sévéere anémie (Fujiwara, 1996). Les
cellules embryonaires ne possédant pas GATAL sont incapables de fabriquer des érythrocytes alors que la
fabrication des autres cellules sanguines n’est pas perturbée (Pevny, 1995). Le facteur de transcription
GATAZ2 est exprimé au niveau des CSH ou il permet de réguler la quiescence, 1’apoptose et I’entrée dans
la lignée myéloide (Nankumar, 2012). Le facteur de transcription GATA3 est impliqué dans la

différenciation des lymphocytes T.

La famille C/EBP comprend 6 facteurs de transcription essentiels pour la régulation de
I’hématopoiése. Le facteur de transcription C/EBP se lie a une séquence consensus de I’ADN, le motif
CCAAT. Il est différentiellement exprimé dans les cellules souches et progénitrices. Il est faiblement
exprimé dans les CSH mais son expression augmente a mesure que les cellules progressent vers la

différenciation myéloide. C/EBPa est exprimé fortement dans les granulocytes et les monocytes.
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La protéine RUNXI1 est un facteur de transcription essentiel a 1’hématopoicse et est encodée par le
géne RUNX1. Ce facteur de transcription contrdle positivement la transcription des génes codant les
récepteurs au GM-CSF et au M-CSF, essentiels au bon déroulement de la différenciation myéloide. Le
knock-out de RUNX1 dans la souris adulte induit une expansion de la population des CSH et des

progéniteurs myéloides ainsi que ’apparition d’une thrombocytopénie et d’une lymphopénie.
B.  Les leucémies aigués myéloides
1. Etymologie

Le terme de leucémie vient du grec (lefk : blanc et aima: sang) et renvoie a I’accumulation des

globules blancs dans le sang.
2. Géneéralités sur ’hématopoiése leucémique

L’hématopoiése leucémique conserve des caractéristiques proches de 1’hématopoi¢se normale. Le
clone leucémiqgue est organisé selon un systéme hiérarchique réparti en trois compartiments bien distincts
(Figure 3) :

— Les cellules souches leucémiques au phénotype immature, majoritairement quiescentes mais
capables d’auto-renouvellement ou de s’engager dans un processus de différenciation.

— Les progéniteurs leucémiques ayant perdu les propriétés d’auto-renouvellement mais
hautement proliférants.

— Les cellules leucémiques, ou blastes, bloquées a un stade de la différenciation.
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Figure 3 : Modéle hiérarchique de ’hématopoiése leucémique.

La cellule souche leucémique (CSL) dérive de la cellule souche hématopoiétique normale ou du progéniteur
hématopoiétique et donne lieu a une hématopoiése leucémique selon le méme modeéle que I’hématopoiése normale
(Rosen, 2009).

Les leucémies sont associées a une inhibition de I’hématopoiése normale, conduisant & un état
d’insuffisance médullaire majeure responsable des complications séveres et létales de cette maladie. Les
leucémies sont divisées en deux groupes: les leucémies chroniques et les leucémies aigués. Les
leucémies chroniques sont caractérisées par une production excessive et persistante de cellules sanguines
dans la moelle. Les leucémies aigués sont caractérisées par une production excessive et incontrélée dans
la moelle de cellules immatures, dites blastiques, bloquées a un stade de leur différenciation. Au cours de

ce mémoire, je me focalise principalement sur les leucémies aigués de type myéloide.
3. Aspects cliniques des leucémies aigués myéloides
a) Epidémiologie
En France, il y a environ 3.000 nouveaux cas de leucémies aigués myéloides (LAM) par an. Les
leucémies aigués de 1’adulte sont les plus fréquentes (80%), mais restent des cancers relativement rares
(moins de 2% de tous les cancers confondus) avec une incidence d’environ 4 a 5 cas pour 100000

habitants et un 4ge moyen au diagnostic de 70 ans. Chez I’adulte, les LAM affectent préférentiellement

les hommes avec un sexe ratio de 1,5.
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b) Signes cliniques et diagnostic

Les signes cliniques sont tres variables selon le degré d’envahissement médullaire et sanguin par les
blastes leucémiques, associés a une insuffisance médullaire plus ou moins profonde et éventuellement a
un syndrome tumoral. Ainsi, les signes cliniques peuvent aller d’une simple fatigue & une grave

insuffisance médullaire (infections, anémie, hémorragies).
Les signes cliniques liés aux cytopénies sanguines sont plus ou moins marqués :

— Syndrome anémique : fatigue, paleur, dyspnée, tachycardie.
— Syndrome infectieux : fiévre.

— Syndrome hémorragique : hémorragies cutanées, des muqueuses (gingivorragies).
Les signes cliniques liés au syndrome tumoral sont trés variables :

— Hypertrophie des organes hématopoiétiques : adénopathies (rares), splénomégalie (15-20%),
hyperplasie gingivale.

— Douleurs osseuses.

— Lésions cutanées.

— Atteinte du systéme nerveux central (rare).

Le diagnostic des LAM est porté sur un examen de la moelle osseuse prélevée chez le patient
(myélogramme), ou 1’on récupére plus de 20% de cellules immatures, appelées « blastes ».
L’ immunophénotypage, le caryotype et les examens de biologie moléculaire permettent de caractériser

trés précisément le sous type de LAM.
4, Classification des leucémies aigués myeloides

Les LAM sont des pathologies cliniquement et biologiquement trés hétérogénes. Pendant de
nombreuses années, le développement des LAM a été décrit comme suivant un modele « double hit ».
Selon ce modeéle, le phénotype leucémique est conféré a une CSH ou a un progéniteur myéloide suite a
deux événements mutationnels classes en deux types (Gilliland, 2002). Les mutations de type |
affecteraient des génes codant pour des acteurs de la signalisation et de la prolifération cellulaire (e.g.
FLT3, KIT, N- ou K-RAS) et conféreraient un avantage prolifératif au clone leucémique. Les mutations
de type Il s’accumuleraient sur des génes codant pour des facteurs de transcription (e.g. AMLI-ETO,
PML-RARA) (Kihara, 2014). Leur perte de fonction aboutirait a une dérégulation du programme
d’expression génique des cellules, et in fine au blocage du processus de différenciation. Ces deux grands
types d’événements mutationnels peuvent étre interdépendants puisque certains facteurs de transcription

affectent ’expression d’acteurs de signalisation/prolifération, et que des récepteurs oncogéniques comme
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FLT3-ITD peuvent inhiber la différenciation. Ce modéle schématique ne peut cependant pas expliquer a
lui seul la biologie des LAM. De mutations jouant un réle clef dans la tumorigénese, et affectant
préférentiellement des genes dont le produit régule le métabolisme énergétique (IDH1 et 2) ou

I’épigénome (DNMT3A, TET2) des cellules leucémiques, ont en effet été récemment identifiées

Environ 50% des patients ne présentent pas de mutations de type I. De plus, des études récentes ont
montré que des mutations impliquées dans les LAM ne font pas partie des mutations de type I ou Il (Shih,
2012, Wang, 2013). Ces mutations, appelées mutations de type Il1, englobent les mutations épigénétiques
de DNMT3 (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A), TET2 (tet methylcytosine dioxygenase 2) et IDH1
et IDH2 (isocitrate dehydrogenase 1/2). L’identification de ces nouvelles mutations pose les limites du
modele « double hit » et montre la complexité de la biologie des LAM. Des travaux sur 1’association de
mutations entre elles montrent que certaines mutations auraient des mutations partenaires privilégiées.

Ces découvertes ouvrent de nouvelles perspectives dans 1’étude du clone leucémique (Figure 4) (Patel,
2012).

A Total Cohort

Overall

Gene Frequency (%)
FLT3 (ITD, TKD) 37 30, 7)
NPM1 29
DNMT3A 23
NRAS 10
CEBPA 9
TET2 8
WrT1 8
IDH2 8
IDH1 7
KIT 6
RUNX1 5
MLL-PTD 5
ASXL1 3
PHF6 3
KRAS 2
PTEN 2
TP53 2
HRAS 0
EZH2 0

B Patients with Mutant DNMT3A C Patients with Mutant FLT3

Figure 4 : Association et fréquence des mutations dans les LAM.

Les figures 4B et 4C montrent les événements mutationnels chez des patients avec le mutant DNMT3A et le mutant
FLT3 respectivement (Patel, 2012).
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Il existe deux systemes qui permettent la classification des LAM : la classification FAB (French-
America-British) et la classification OMS (organisation mondiale de la santé). La classification FAB fut
la premiére & classer les différents types de LAM. Publiée en 1976, elle classe les LAM en huit groupes

(MO0 a M7) selon le type et le degré de différenciation (granuleuse, monocytaire, érythroblastique ou

a) La classification FAB

mégacaryocytaire) (Bennett, 1976) (Tableau 1).

Types de LAM Caractéristiques Marqueurs de différenciation Incidence (%)
MO Indifférenciée CD33*, CD13*, CD34*, CD15%, CD16 3
Myéloblastique sans . . . . : i
M1 différenciation CD33", CD34", HLADR*, CD13*, CD16 15-20
M2 Myéloblastique avec CD33*, CD34*, HLADR?, CD13", CD16* 25-30
différenciation
M3 Promyélocytaire CD34, HLADR-, CD13* 5-10
CD34*, HLADR*
M4 Myélomonocytaire CD14" (< 50%)
CD16* (< 50%) 25-30
Myélomonocytaire avec
M4EO éosinophiles
CD34*, HLADR*
M5 Monoblastique/monocytaire CD14* (> 50%) 2-10
CD16* (> 50%)
M6 Erythroleucémie CD34*, HLADR*, GPA* <5
M7 Mégacaryablastique CD34*-, CD41*, CD41b*, HLADR*, CD42* <5

Tableau 1 : Classification FAB des leucémies aigués myéloides (Bennett, 1976).

b) La classification OMS des LAM

En 2001, a la suite des avancées cliniques dans le diagnostic et le suivi des patients atteints de LAM,

I’organisation mondiale de la santé (OMS) a introduit une nouvelle classification. Ce systeme a été

modifié en 2008 puis en 2016 pour incorporer des critéres supplémentaires (informations génétiques,
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moléculaires, morphologiques, immuno-phénotypiques et cliniques) et classe les LAM en six groupes
majeurs plus précis (Vardiman, 2009, Arber, 2016) (Tableau 2).

Types de LAM ‘ Anomalies génétiques

1. LAM avec anomalies cytogénétiques récurrentes LAM avec t(8;21) (922;922) ; RUNX1 - RUNX1T1
LA promyélocytaire avec PML — RARA

LAM avec inv(16) (p13.1922) ou t(16 ;16) (p13.1922), CBFB -
MYH11

LAM avec t(9;11) (p22;923) ; MLLT3 - KMT2A (MLL)
LAM avec t(6;9) (p23;g34) ; DEK - NUP214

LAM avec inv(3) (g21g26.2) ou t(3;3) (g21;026.2) ; GATA2,
MECOM

LAM (mégacaryoblastique) avec t(1;22) (p13;gq13) ; RBM15 -
MKL1

LAM avec mutation NPM1
LAM avec mutation bi allélique CEBPA

Entités provisoires (LAM avec BCR-ABL1, LAM avec mutation
RUNX1)

2. LAM avec anomalies associées aux myélodysplasies LAM faisant suite & un syndrome myélodysplasique ou un
syndrome myéloprolifératif/dysplasique ou ayant des anomalies
cytogénétiques de syndrome myélodysplasique.

3. Néoplasies myéloides post-chimiothérapie

4. LAM sans autre spécification LAM avec différenciation minime
LAM sans maturation
LAM avec maturation
Leucémie aigué myélo-monocytaire
Leucémie aigué monoblastique/monocytaire
Leucémie aigué érythroide
Leucémie aigué mégacaryoblastique
Leucémie aigué basophilique

Panmyélose aigué avec myélofibrose

5. Sarcome granulocytaire Sarcomes myéloides de novo sans évidence de maladie médullaire.

6. Proliférations myéloides associées a la trisomie 21

Tableau 2 : Classification OMS des leucémies aigués myéloides (site web de ’OMS).
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5. Traitements et pronostic
a) Facteurs pronostiques

L’évaluation du pronostic est primordiale pour la prise en charge des LAM. En fonction du risque de
résistance aux traitements ou du risque de rechute, les facteurs pronostiques permettent d’orienter le
patient vers un traitement adapté. Parmi les facteurs pronostiques connus, 1’dge élevé, ou une mauvaise
échelle de performance du patient (état de santé général et activité du quotidien effectué) sont associés a
un faible taux de rémission compléte et a une faible survie globale (Kantarjian, 2006). Ces criteres
permettent donc de prédire les risques liés au traitement choisi. A ces facteurs s’ajoutent a présent, les
données cytogénétiques correspondant aux valeurs pronostiques les plus importantes pour prédire la
survie des patients. Grace a ces données, les LAM peuvent étre classées en trois sous-groupes de
pronostics différents (favorables, intermédiaires et défavorables) (tableau 3). Comme autres facteurs
pronostiques, on retrouve également 1’hyperleucocytose et le fait que la leucémie soit de novo ou

secondaire.

Les réarrangements chromosomiques t(8;21), t(15;17) et inv(16) conférent un pronostic favorable avec
une survie globale a 3 ans de 66% pour les jeunes patients et 33% pour les patients agés de plus de 60 ans.
En revanche, les variations cytogénétiques comme les caryotypes complexes (plus de 3 anomalies
génétiques), les monosomies ou les délétions des chromosomes 5 ou 7 sont toutes associées a un risque
élevé d’échec thérapeutique et de mortalité. Elles représentent 15 a 20% des LAM et la survie globale a 5
ans est a peine de 15-20%, voire 5% pour les caryotypes monosomiques. Le pronostic intermédiaire
englobe les LAM a caryotype normal, ou avec des anomalies sans valeur pronostique favorable, ou
défavorable. Elles représentent 60% des LAM et la survie globale a 5 ans est de 40%. Dans ce groupe,
I’impact des anomalies moléculaires est déterminant pour le pronostic d’ou I’utilisation des mutations
génétiques pour affiner le classement pronostique des LAM. En effet, la présence de la mutation FLT3-
ITD dans le groupe cytogénétique intermédiaire représente un mauvais pronostic alors que les mutations
de NPM1 ou CEBPA sont de pronostic favorable, mais uniquement en I’absence de FLT3-ITD.
Récemment, de nouvelles anomalies affectant des génes du remodelage chromatinien (TET2, DNMT3A)
ou du métabolisme (IDH1 et IDH2) ont été découvertes, ajoutant un niveau de complexité supplémentaire

au pronostic des LAM (tableau 3).
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Groupes pronostiques

Profil cytogénétique seul

Profil cytogénétique et anomalies moléculaires

Favorable

t(8;21) (922;922)
inv(16) (p13;1922)

t(15;17) (922;q12)

t(8;21) (q22;g22) sans mutation de cKIT

inv(16) (p13;1922)

t(15;17) (922;q12)

CN avec mutation de NPM1 sans mutation de FLT3

CN avec mutation bi allélique de CEBPA

Intermédiaire

Caryotype normal (CN)

t(9;11) (922;923)

Anomalies cytogénétiques qui ne sont
pas dans le groupe favorable ou
défavorable

t(8;21) (922;0g22) avec mutation de cKIT

t(9;11) (922;923)

Anomalies cytogénétiques qui ne sont pas dans le
groupe favorable ou défavorable

Défavorable

Caryotype complexe
Inv(3) (921;926.2)
Anomalies 11q autre que t(9;11)

Monosomies ou délétions du
chromosome 5 ou 7

Caryotype complexe

Inv(3) (g21;926.2)

Anomalies 11q autre que t(9;11)

Monosomies ou délétions du chromosome 5 ou 7
Mutations TP53

CN avec la mutation FLT3-1TD

CN avec la mutation DNMT3A

CN avec la mutation KMT2A-PTD

Tableau 3: Classifications cytogénétiques avec ou sans les anomalies moléculaires des leucémies aigués

myéloides.

b) Les traitements

Le but du traitement est d’une part d’obtenir une rémission compléte et d’autre part d’éviter les

rechutes. Le traitement des LAM, inchangé depuis plusieurs décennies, est divisé en deux phases, une

phase d’induction et une phase de consolidation. La phase d’induction vise a obtenir une rémission

compléte en réduisant le pool de cellules leucémiques. Cette phase implique généralement la combinaison

_27_




de deux drogues : la cytarabine (connue également sous le nom d’ARA-C) et une anthracycline comme la
daunorubicine. La cytarabine est un analogue nucléosidique de la pyrimidine qui inhibe la synthése de
I’ADN, bloquant ainsi le cycle cellulaire et la division cellulaire. La daunorubicine est un intercalant a
I’ADN qui inhibe la progression de la topoisomérase Il. L’approche standard de la phase d’induction est
appelée « 3 + 7 », 3 jours d’anthracycline et 7 jours d’aracytine. La réponse au traitement est évaluée
aprés 14 jours avec un examen de la moelle osseuse obtenu par aspiration. Ce traitement de
chimiothérapie intensive est généralement réservé aux patients présentant une LAM de pronostic
favorable ou intermédiaire avec un faible risque de toxicité du traitement. Chez les sujets jeunes (< 60
ans), la rémission compléte est obtenue entre 70% et 80% alors que chez les sujets agés (> 60 ans) la
rémission compléte est de 1’ordre de 50% a 70%. La phase de consolidation vise a prévenir les rechutes.
Cette phase implique généralement I’administration de plusieurs cycles de cytarabine a haute dose et est
principalement utilisée pour les patients jeunes (< 60 ans). Ces traitements intensifs de consolidation ne
sont pas souvent applicables chez le sujet 4gé (> 60 ans) du fait de leur toxicité élevée. A ce jour, il
n’y a pas de traitement optimal pour les patients d4gés qui sont principalement atteints de LAM de
mauvais pronostic. Pour ces patients, un traitement d’entretien comportant une anthracycline et de la
cytarabine a faible dose est donc généralement administré. Chez les sujets jeunes et de pronostic

défavorable, la greffe de CSH est envisagée.

De nombreuses anomalies cytogénétiques conférent un pronostic défavorable et un travail important
est effectué pour développer d'autres agents chimiothérapeutiques basés sur le phénotype moléculaire
d'une LAM donnée. Par exemple, les patients ayant des mutations FLT3-ITD ont un taux de rechute élevé
et un mauvais pronostic. Des inhibiteurs de protéines a activité tyrosine kinase (quirzatinib, midostaurine)
sont actuellement a I'étude pour tester leur efficacité dans le traitement des LAM avec un succés limité
jusgu'a présent. Autre exemple, les patients ayant des mutations IDH1 et IDH2 ont un mauvais pronostic
ou un pronostic intermédiaire et des inhibiteurs sont en cours d’essai clinique. En plus de I’utilisation
d’inhibiteurs, plusieurs conjugués anticorps-médicament contre des protéines de surface exprimées
uniquement sur des cellules leucémiques sont également en cours de développement. Le développement
de nouvelles thérapies telles que celles mentionnées pour les mutations FLT3 et IDH1 et IDH2 sont le
résultat d'une caractérisation étendue d'une anomalie donnée. Il est donc impératif de mieux comprendre
les perturbations moléculaires qui contribuent a la biologie des LAM afin d'identifier de nouvelles cibles
pour un traitement plus adapté. Les inhibiteurs actuellement utilisés ont un succes limité dans les LAM
exprimant le récepteur a activité tyrosine kinase muté FLT3-ITD. Cette thése vise a examiner plus en
détail le r6le de FLT3-1TD dans la biologie des LAM et de trouver de nouvelles approches pour cibler les

LAM exprimant ce récepteur muté.
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II. Le récepteur a activite tyrosine kinase FLT3

Afin de jouer leur réle physiologique, les cellules doivent capter, intégrer et répondre a différents
stimuli extracellulaires. Les communications entre les cellules et le microenvironnement sont possibles
grace a la fixation de messagers (cytokines, facteurs de croissance) sur leur récepteur. Ces récepteurs sont
essentiellement localisés au niveau de la membrane plasmique. Les récepteurs de surface sont ancrés a la
membrane plasmique et permettent la fixation de molécules extracellulaires appelées ligands. Cette
fixation engendre la transmission du signal, en convertissant le signal extracellulaire en un signal
intracellulaire. 1l existe trois grands types de récepteurs de surface : les canaux ioniques, les récepteurs
couplés aux protéines G et les récepteurs enzymatiques. Parmi les récepteurs enzymatiques, certains sont
caractérisés par une activité kinase sur des résidus tyrosine. Ces récepteurs forment la famille des

récepteurs a activité tyrosine kinase.

A. Les récepteurs a activité tyrosine Kinase

1. Classification et structure des récepteurs a activité tyrosine Kinase
(RTKSs)

Les protéines kinases sont des enzymes clés dans la régulation de nombreux processus cellulaires qui
catalysent le transfert d’un groupement phosphate d’un ATP (adénosine triphosphate) sur un groupement
hydroxyle (-OH) d’une sérine, thréonine ou tyrosine. Parmi les 90 génes identifiés codant pour une
protéine a activité tyrosine kinase, 58 d’entre eux codent pour des récepteurs qui sont classés en 20

familles (Robinson, 2000, Lemmon, 2010) (Figure 5).

Ces RTKSs sont constitués d’un domaine extracellulaire glycosylé, d’un domaine transmembranaire et
d’une région intracellulaire qui contient le domaine a activité tyrosine kinase. Le domaine extracellulaire
est impliqué dans la dimérisation du récepteur suite a la fixation de son ligand. La composition de ce
domaine extracellulaire définit la classe des RTKs auquel le récepteur appartient sa spécificité pour un
ligand. Les RTKs sont ancrés a la membrane plasmique grace a un domaine transmembranaire composé
d’une hélice o de 20 acides aminés. Ce domaine joue un role clé dans la stabilisation et la dimérisation du
récepteur. La région intracellulaire est composée d’un domaine juxtamembranaire, d’un domaine
contenant 1’activité tyrosine kinase et d’une extrémité carboxy terminale. Le domaine a activité tyrosine

kinase est composé de deux lobes connectés par une cavité permettant I’insertion de I’ATP (Figure 5).
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Figure 5 : Classification et structure des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKS).

Les 58 RTKs humains sont classés en 20 familles. Les structures extracellulaires permettent de différencier les
familles entre elles (Lemmon, 2010). Les RTKs sont constitués d’une région extracellulaire variable, d’un domaine
transmembranaire et d’un domaine intracellulaire contenant I’activité tyrosine kinase (Verstraete, 2012).

2. Les récepteurs a activité tyrosine kinase de classe III
a) Généralités

Les RTKs de classe Il correspondent a la famille du PDGFR (platelet-derived growth factor receptor)
(Yarden, 1986). Cette famille comprend cing membres chez les mammiféres : FLT3 (Fms-like tyrosine
kinase 3), KIT, CSFR1 (colony-stimulating factor 1 receptor), PDGFRo et PDGFRp. Les récepteurs
FLT3, KIT et CSFR1sont tous les trois des récepteurs hématopoiétiques qui sont activés par des cytokines
dimériques, constituées d’hélices a, et sont trés importants dans le développement et 1’homéostasie
cellulaire du systeme hématopoiétique (Metcalf, 2008). Les récepteurs PDGFRa et PDGFRJ sont
également actives par des cytokines dimériques mais qui sont constituées de feuillets B, et sont trés
importants dans les processus mésenchymateux comme 1’angiogenése et la prolifération des fibroblastes
(Andrae, 2008, Caplan, 2011). Au niveau moléculaire, les RTKs-Ill sont caractérisés par une région
extracellulaire glycosylée divisée en cing modules immunoglobulines (environ 100 acides aminés
chacun), une hélice transmembranaire (25 acides aminés), une région juxtamembranaire régulatrice (40

acides aminés) et un domaine tyrosine kinase conservé (Yarden, 1986, Qiu, 1988).
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b) Les complexes RTK-III-cytokine

D’une maniére générale, les récepteurs sont dans un état dit « inactif » sous forme de monomere et
I'activation des RTKs nécessite la liaison d’un ligand pour stabiliser la formation d’un dimére « actif »
(Ullrich, 1990). Les ligands de tous les RTKs-1ll sont des molécules dimériques. Les ligands des
récepteurs FLT3, KIT, CSF1R, PDGFRa et PDGFRp sont respectivement le FLT3L (FLT3 ligand), le
SCF, le CSF1 et I’lL-34 (Colony-Stimulating Factor 1 et Interleukine-34), et le PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor).

Les études structurelles par cristallographie aux rayons X sur les régions extracellulaires des
complexes de RTK-IlI-cytokine ont démontré divers modes d'interactions ligand-récepteur qui se sont
manifestés au cours de I'évolution. Outre le récepteur FLT3, qui a une organisation moléculaire
différente, les RTK-I1I logent leurs ligands de maniére bivalente aux modules D3 et D2, et dans le cas de
KIT le module D1 également (Figure 6b) (Liu, 2007; Yuzawa, 2007, Shim 2010, Ma, 2012). La liaison de
tous les RTK-III & leur cytokine dimérique forme une structure parfaitement symétrique qui est
compatible avec la bivalence des cytokines. Une comparaison des structures tertiaires de KIT, CSF1R et
PDGFR montre que les modules D1 et D2 forment une unité structurelle rigide qui adopte différentes
orientations autour du linker D2-D3. Lorsqu'ils sont liés par un ligand, les régions de liaison des modules
D2-D3 du CSF1R et du PDGFR sont susceptibles d'avoir une flexibilité, qui a été proposée comme un
mécanisme adaptatif pour lier différents types de ligands (Ma, 2012). Des études par alignements de
séquences des régions extracellulaires ont révelé que tous les RTK-III, a I’exception de FLT3, partagent
une séquence conservée dans le module D4 qui correspond au motif de dimérisation, suggérant que les
contacts extracellulaires récepteur-récepteur, au niveau des modules D4, est une caractéristique commune
dans I’assemblage des RTK-III.

L’assemblage du complexe FLT3-FLT3L est un cas particulier parmi les RTK-1I1. Bien que tous les
autres récepteurs RTK-I11 lient leur ligand au niveau des modules D2 et D3, l'interaction de haute affinité
de FLT3 avec FLT3L est uniqguement médiée par le module D3. Ce dernier posséde un épitope
d'interaction compact qui est environ 50% plus petit que tous les autres épitopes des complexes RTK-I1I1
qui ont été caractérisés a ce jour (Figure 6b) (Verstraete, 2011). De plus, le complexe FLT3-FLT3L est
dépourvu de contacts homotypiques entre deux récepteurs, en contraste avec les complexes KIT D1-D5-
SCF et CSF1R D1-D5-CSF1. Cette observation est cohérente avec I'absence du motif de dimérisation D4
dans FLT3. D’autres études utilisant des modules extracellulaires de FLT3 tronqués du module D5,
démontrent que le domaine proximal a la membrane plasmique n’est pas requis pour I’activation du
récepteur, au contraire de la nécessité du module D5 de KIT dans la signalisation (Lavagna, 1995,
Yusawa, 2007).
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Figure 6 : Diversité structurelle des cytokines et des complexe RTK-I11-cytokine.

a. Représentation des structures des cytokines de chaque RTK-III. Les structures secondaires sont représentées en
rouge, les boucles en noir et les ponts disulfures en jaune.

b. Représentation des complexes RTK-IlI-cytokine pour chaque RTK-IIl. De gauche a droite de la figure : la
structure tertiaire obtenue par rayons X du complexe entre la région extracellulaire du récepteur humain KITp1-ps et
son ligand le SCF, la structure tertiaire obtenue par rayons X du complexe entre la région extracellulaire du
récepteur humain FLT3p1-ps et son ligand le FLT3L, la structure tertiaire obtenue par rayons X du complexe entre la
région extracellulaire du récepteur humain KliTpi.ps et son ligand le SCF, la structure tertiaire obtenue par
microscopie électronique du complexe entre la région extracellulaire du récepteur humain CSFR1p:.ps et son ligand
le CSF1, la structure tertiaire obtenue par rayons X du complexe entre la région extracellulaire du récepteur humain
CSFR1p1ps et son ligand I’'IL-34, la structure tertiaire obtenue par rayons X du complexe entre la région
extracellulaire du récepteur humain PDGFRp1.ps et son ligand le PDGFB (Verstraete, 2012).

c) Implication de la région transmembranaire dans I'activation du
domaine tyrosine kinase

L’assemblage du complexe RTK-ligand est la base pour engendrer des modifications structurelles des
régions transmembranaires et activer le domaine a activité tyrosine kinase des RTK-IIl. Des preuves
structurelles et biochimiques montrent que les hélices transmembranaires ont un réle clé dans le processus
d'activation de nombreux RTK en raison de leur capacité a s'associer. Ceci contribue a la stabilité globale
du complexe permettant la signalisation en aval. En effet, les RTK subissent une série de réarrangements
en commencant par une dimérisation a la suite d’une liaison avec un ligand sur le domaine extracellulaire.
Cette liaison permet de repositionner les domaines catalytiques intracellulaires dans une conformation
active engendrant l'activation et la signalisation du récepteur (Figure 7) (Finger, 2009, Li, 2010).
L'importance des réarrangements du domaine transmembranaire a été mise en évidence gréce a
I’utilisation de mutations dans les hélices transmembranaires de divers récepteurs RTK comme le

récepteur KIT (Akin, 2004, Li, 2006).
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Figure 7 : Formation du dimere de RTK et role du domaine transmembranaire.

Les interactions spécifiques des domaines extracellulaires (étape 1), ainsi que les interactions entre les hélices
transmembranaires des RTK (étape 2), sont essentielles a la formation ou a la stabilisation du dimére. Les
interactions entre les domaines transmembranaires (étape 3) peuvent également contribuer a la formation de la
conformation active des domaines intracellulaires des récepteurs (Finger, 2009).

d) Implication du domaine juxtamembranaire dans l'activation du
domaine tyrosine kinase
Dans divers RTKSs, un autre mécanisme de régulation peut étre attribué a la région juxtamembranaire
mais difféere selon les familles de RTK (Hubbard, 2004). Dans les RTK de classe Ill, le domaine
juxtamembranaire joue un rdle crucial dans le processus d'inhibition et d'activation. Ce domaine est
généralement constitué de 40 & 80 acides aminés dont des acides aminés basiques (lysine, arginine)
localisés prés de la membrane. Ces acides aminés ont été décrits comme des sites de fixation ou de
phosphorylation pour des molécules de signalisation (Mori, 1993). Des études structurelles des récepteurs
inactifs FLT3, KIT et CSFR1 ont révélé que leur région juxtamembranaire adopte une conformation auto-
inhibitrice qui occupe la cavité du site actif du domaine tyrosine kinase. Cette conformation empéche la
boucle d'activation de passer a sa conformation active (Griffith, 2004, Schubert, 2007). La longueur de la
région juxtamembranaire ainsi que les résidus tyrosines, sont conservés dans toutes les séquences de
RTK-IIl. Des études biochimiques ont montré que lactivation des domaines Kkinases dépend
essentiellement de la phosphorylation des résidus tyrosines du domaine juxtamembranaire. La
phosphorylation de ces résidus change la conformation de la région transmembranaire (passage de la
conformation cis a trans). Les régions juxtamembranaires ne peuvent donc plus adopter leur
conformation auto-inhibitrice, conduisant a I'activation du domaine kinase (Chan, 2003, Kiyoi, 1998)
(Figure 8).
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Figure 8 : Mécanisme général d’activation des RTK-I1I.

En absence de ligand, le domaine tyrosine kinase est inhibé par la région juxtamembranaire qui se retrouve entre les
lobes C-kinase et N-kinase. La fixation du ligand va permettre la dimérisation du récepteur et le réarrangement de la
région extracellulaire. Ce changement structural va engendrer une interaction entre les domaines transmembranaires
des deux récepteurs, la phosphorylation de résidus clés au sein de la région juxtamembranaire et ainsi son
changement de conformation qui permettra la libération du domaine kinase et son activation (Verstraete, 2012).

_34__



B. Lerécepteur FLT3

1. Structure du Récepteur FLT3

Le récepteur FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3), également connu sous le nom de FLK2 (fetal liver
tyrosine kinase 2), STK-1 (stem cell tyrosine kinase 1) ou CD135, est codé par le géne FLT3. Le clonage
du géne murin a été réalisé en paralléle par deux laboratoires sur des cellules murines de foie feetal et sur
des cellules murines du placenta (Matthews, 1991, Rosnet, 1991). Le clonage du gene FLT3 humain a été
réalisé plus tard (Rosnet, 1993). Le géne humain, constitué de 24 exons, couvre approximativement 96 kb
et est localisé sur le chromosome 13g12. La transcription du géne FLT3 produit un ARNm qui exprime
un récepteur a activité tyrosine kinase de classe Il de 933 acides aminés (Figure 9). La protéine mature
en passant par le réticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi afin d’étre glycosylée et conjuguée avec
des résidus galactose, mannose et N-acétylglusamine sur la partie N-terminal de la protéine, lui
permettant d’étre adressée a la membrane plasmique. FLT3 peut avoir un poids moléculaire variable,
selon son statut de glycosylation, qui peut étre observé par Western Blot. En effet, la protéine glycosylée
possede un poids moléculaire de 160 kDa et la protéine non glycosylée, qui n’est pas associée a la

membrane, un poids moléculaire de 130 kDa (Rosnet, 1993).

Domaines
immunogloguline

Domaine

/ transmembranaire

/m;p'asmique \

Domaine
juxtamembranaire
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kinase 1

Domaine
kinase 2

—— C-terminal

Figure 9 : Structure du récepteur a activité tyrosine kinase de classe 111 FLT3.

Le récepteur FLT3 est composé de 4 régions: une région extracellulaire composée de cing domaines
immunoglobuline-like dont le troisieme est responsable de sa liaison avec le ligand FLT3L, une région
transmembranaire, une région juxtamembranaire possédant un role de régulateur de 1’activité kinase et une région
intracellulaire possédant le domaine a activité tyrosine kinase. Le domaine kinase est composé de deux lobes, le lobe
C-kinase et le lobe N-kinase, séparés par une cavité permettant ’insertion du substrat (adapté de Markovic, 2005).
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2. Expression du récepteur FLT3

Dans I’hématopoiese normale, le récepteur FLT3 est exprimé par les cellules souches
hématopoiétiques CD34* et les progéniteurs hématopoiétiques immatures, incluant les progéniteurs
lymphoides B, les précurseurs myéloides et les monocytes (Figure 10) (Rosnet, 1993). Cependant le
récepteur n’est pas présent dans les précurseurs érythroides. Il a également été montré que les cellules
CD34* pouvaient donner deux populations différentes selon le niveau de FLT3 : les cellules exprimant un
haut niveau de FLT3, les progéniteurs CFU-GM, et les cellules n’exprimant pas ou trés faiblement le
récepteur FLT3, les progéniteurs CFU-E (Gotze, 1998). Le récepteur FLT3 est également exprimé dans
les autres organes hématopoiétiques comme la rate, le foie, le thymus et le placenta (Lyman, 1998,
Stirewalt, 2003). Le récepteur FLT3 joue un role important dans la régulation précoce de 1’hématopoiése.
En effet, la signalisation de FLT3 pourrait favoriser la survie cellulaire des cellules souches
hématopoiétiques et des progéniteurs myéloides par une régulation positive de Mcl-1, une protéine de
survie homologue a la protéine anti-apoptotique BCL-2 (Rosnet, 1993, Kikushige, 2008).

-FLT3 -FLT3

"5 Neutrophile

-FLT3

%@ Eosinophile

—-FLT3
Basophile

., +/-FLT3

~ Monocyte

-FLT3

L ~J Plaquettes

Figure 10 : Expression de FLT3 au cours de I’hématopoiése normale.

Le récepteur est exprimé principalement dans les progéniteurs précoces myéloides et lymphoides et dans les
monocytes matures (adapté de Stirewalt, 2003).

L’utilisation des modéles murins de knockdown du géne FLT3 a permis d’identifier le role du

récepteur FLT3 dans I’hématopoiése physiologique. Les souris FIt3” se développent normalement et
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possédent une hématopoiese normale avec une diminution du nombre de précurseurs lymphoides B. Or,
des études de transplantation ont montré que les cellules issues de souris FIt3” sont incapables de
reconstituer une hématopoiese compléte a la suite d’une irradiation, suggérant ainsi I’importance du

récepteur FLT3 dans la régulation de I’hématopoiése précoce (Mackarehtschian, 1995).

3. FLT3 ligand

L’exposition du récepteur FLT3 a son ligand FLT3L (FLT3 ligand) est une étape cruciale dans la
régulation du récepteur. Le clonage du ligand a été réalisé par deux laboratoires dans les années 1993-
1994 (Lyman, 1993, Hannum, 1994). 1l s’agit d’une protéine transmembranaire de type | dont la partie
extracellulaire est responsable de 1’activation du récepteur FLT3. Cette cytokine appartient a une petite
famille de facteurs de croissance qui stimule la prolifération et la différenciation des cellules
hématopoiétiques (Wodnar-Filipowicz, 2003). Le FLT3L est la cible de métalloprotéases comme la
TACE (TNFa converting enzyme), dont la coupure conduit a la libération de la protéine dans le milieu
extracellulaire qui peut ainsi effectuer son role de facteur de croissance soluble (Horiuchi, 2009). Un
épissage alternatif peut également contribuer a la génération d’une protéine soluble. Les isoformes
solubles et transmembranaires du ligand de FLT3 sont biologiquement actives et stimulent Iactivité du
récepteur FLT3. Contrairement au récepteur FLT3, I’ARNm du ligand de FLT3 est exprimé dans tous les
tissus. Cependant, 1’expression de la protéine est retrouvée uniquement dans les fibroblastes du

microenvironnement de la moelle osseuse et dans les lymphocytes T.

L’utilisation de modéles murins KO FLT3L" a mis en évidence des déficiences plus sévéres que dans
les souris KO FLT3”. En effet, ces souris présentent une réduction cellulaire dans les organes
hématopoiétiques, une diminution du nombre de progéniteurs myéloides et lymphoides, et une déficience
importante en cellules NK (natural Killer) et en cellules dendritiques dans la lymphe, la rate et le thymus
(McKenna, 2000). Ces résultats montrent un réle central du ligand dans la survie, la prolifération et la

différenciation des progéniteurs hématopoiétiques.

4, Synergie du FLT3L avec d’autres cytokines

Des évidences expérimentales montrent que le FLT3L agit en synergie avec d’autres facteurs de
croissance pour promouvoir la prolifération des progéniteurs myéloides et lymphoides. La réponse
médiée par le FLT3L est trés dépendante de son association avec d’autres facteurs de croissance comme
I’IL3, le G-CSF, le CSF-1, le GM-CSF ou le ligand de KIT. FLT3L seul est insuffisant pour induire une
prolifération cellulaire mais induit une différenciation monocytaire in vitro (Lyman, 1998, Ebihara,
1997). Cependant, le FLT3L induit la prolifération des progéniteurs hématopoiétiques lorsque celui-ci
agit avec d’autres facteurs de croissance et cytokines. En effet, le FLT3L induit une meilleure stimulation

des progéniteurs myléoides lorsqu’il est combiné avec I’IL3 et le ligand de KIT (Rusten, 1996). En
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revanche, la stimulation avec le FLT3L n’a pas d’impact sur 1’érythropoiése et la mégacaryopoiése,

corrélé avec le fait que le récepteur FLT3 ne soit pas exprimé dans ces lignées (Gabbianelli, 1995).

5. Activation et signalisation de FLT3

Le processus d’activation, d’internalisation et de dégradation de FLT3 est le méme que pour tous les
autres membres de la classe 111 des RTK. Comme évoqué précédemment, le récepteur sauvage FLT3 reste
sous sa forme inactive monomérique en absence de FLT3L grace a la conformation inhibitrice du
domaine juxtamembranaire. La fixation du FLT3L va induire la formation d’un homodimére au niveau de
la membrane plasmique. La dimérisation va permettre le rapprochement des domaines cytoplasmiques et
la phosphorylation des résidus tyrosines situés au niveau du domaine juxtamembranaire. Cette
phosphorylation permet de créer des sites d’ancrage pour différentes molécules effectrices ayant un
domaine SH2. La cascade de signalisation en aval implique des phosphorylations et des activations de
plusieurs molécules effectrices qui peuvent étre impliquées dans I’inhibition de I’apoptose, la
prolifération et la différenciation (Takashi, 2011) (Figure 11). Lors de I’activation du récepteur FLT3, le
signal est relayé par la sous unité p85 du PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) et la protéine adaptatrice
Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) (Dosil, 1993). Ces deux protéines vont permettre
respectivement 1’activation des voies PI3K / AKT et des MAP kinases qui sont les voies de signalisation
majeures en aval de FLT3. Le récepteur FLT3 peut également activer d’autres effecteurs impliqués dans
le métabolisme et la prolifération comme la phospholipase C y1 et la GTPase Ras (Dosil, 1993,
Hayakawa, 2000, Takashi, 2006). Cependant, la signalisation normale de FLT3 induit une faible
phosphorylation de STAT5 (phosphorylation de STAT5a et non STATS5b), qui est une cible clé de la
signalisation oncogénique de FLT3 (Zhang, 2000).
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Figure 11 : Signalisation normale de FLT3.

La fixation du FLT3L sur son récepteur induit une activation de différentes voies de signalisation comme la voie
PI3K/AKT, la voie STATS5 et la voie des MAPK (Parcells, 2006).
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C. Lerécepteur FLT3 dans les leucémies

1. Expression du récepteur FLT3 dans les leucémies

FLT3 est exprimé dans plusieurs hémopathies malignes, incluant les leucémies lymphoides et les
leucémies myéloides (70 & 100% des cas de LAM) (Birg, 1992). Différentes études ont montré que le
niveau d’ARNm est plus important dans les leucémies aigués myéloides et lymphoides que dans la moelle
osseuse normale. De plus, le niveau protéique de FLT3 n’a pas été retrouvé dans la moelle osseuse
normale alors que la protéine est retrouvée dans la plupart des leucémies aigués myéloides et lymphoides
(Carow, 1996). FLT3 et FLT3L sont exprimés dans les lignées cellulaires leucémiques, incluant les
lignées myéloides, les pré-B, les lignées cellulaires monocytaires (Meierhof, 1997, Xu, 1999).

2. Les mutations de FLT3

L’auto-renouvellement et la prolifération cellulaire sans facteurs de croissance sont deux facultés
importantes pour 1’oncogenése. L’implication de FLT3 dans la prolifération de progéniteurs immatures
suggére un potentiel oncogénique de la protéine. Des évidences expérimentales indiquent que le géne
FLT3 est un proto-oncogéne avec la capacité d’améliorer la survie et la prolifération des cellules

leucémiques. Deux types de mutations ont été décrits comme dérégulant le récepteur FLT3.

a) La mutation FLT3-ITD

La premiere mutation du géne FLT3 fut décrite en 1996 et correspond a des duplications internes en
tandem (ITD) au niveau du domaine juxtamembranaire de FLT3 (Nakao, 1996). Des etudes cliniques ont
identifié la mutation FLT3-ITD dans 17-26% des cas de LAM (Kaottaridis, 2001). Les premiéres
mutations ITD ont été découvertes suite a 1’observation que des leucémies primaires, exprimant le
récepteur FLT3, avaient des produits de PCR plus longs que la normale (Nakao, 1996). Le séquencage a
également révélé que I’insertion mutationnelle se localise principalement au niveau de I’exon 14 du géne
qui code pour le domaine juxtamembranaire. La longueur de la mutation ITD peut varier entre 3 a plus de

400 paires de bases mais ne modifie pas le cadre de lecture (Schnittger, 2002).

Les mutations ITD permettent une dimérisation et une phosphorylation du récepteur FLT3
indépendante de la fixation du ligand FLT3L. En effet, le récepteur non muté possede au sein de son
domaine juxtamembranaire une structure qui peut inhiber la dimérisation et I’activation du domaine
kinase en D’absence de ligand. La présence de la mutation empéche 1’association du domaine
juxtamembranaire avec le domaine kinase, permettant ainsi son activation constitutive (Kiyoi, 2002,
Kottaridis, 2003). La mutation engendre également le changement de conformation, d’une forme inactive
a une forme active du récepteur, menant ainsi a une faible activité inhibitrice du domaine
juxtamembranaire en absence de ligand (Griffith, 2004). Pour la suite de ce mémoire, nous nous

intéressons principalement & ce type de mutation.
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b) Les mutations du domaine tyrosine kinase (TKD)

Un deuxiéme type de mutation a été décrit pour le récepteur FLT3 et correspond a une mutation
ponctuelle au niveau du domaine a activité tyrosine kinase. Ces mutations sont retrouvées dans 5 a 10%
des cas de LAM. 1l s’agit d’une mutation « faux sens » dans laquelle un nucléotide du géne FLT3 est
changé, induisant le remplacement de I’acide aminé associé. Ces mutations principalement localisées au
niveau de I’exon 20 du géne permettent également 1’activation constitutive du récepteur. Elles peuvent
émerger a la suite d’un traitement et avoir pour consequence une résistance des cellules vis-a-vis des
traitements utilisés (Smith, 2012). La principale mutation ponctuelle décrite pour le récepteur FLT3
correspond a la substitution d’une tyrosine en un acide aspartique en position 835, dans la boucle
d’activation du domaine kinase. D’autres mutations ponctuelles ont été décrites a d’autres positions,

comme en position 836 ou en position 841, associées également a I’activation constitutive du récepteur.

3. Signalisation oncogénique de FLT3 muté

Les mutations activatrices perturbent le mécanisme d’auto-inhibition du récepteur FLT3 en maintenant
une conformation active du domaine kinase. Le récepteur muté active des protéines effectrices qui vont

augmenter la prolifération et la survie cellulaire.

La phosphorylation constitutive des MAP kinases a été observée dans la lignée cellulaire myéloide
murine Baf/3 exprimant le récepteur FLT3-ITD. Cette voie participe a I’activation de la voie Ras qui
permet une prolifération et une survie cellulaire indépendante aux facteurs de croissance (Hayakawa,
2000, Mizuki, 2000). En effet, I’inhibition de cette voie empéche la prolifération des cellules et induit une
forte apoptose via I’inhibition de RSK1. Cette derniére est connue pour réguler négativement la protéine
pro-apoptotique BAD (Kd&the, 2013, Yang, 2005). La voie des MAP kinases a également été décrite pour
bloquer la différenciation cellulaire en inhibant C/EBPa par phosphorylation (Radomska, 2006).

D’autres études montrent que les mutations de FLT3 phosphorylent constitutivement et activent la
voie AKT. AKT inhibe 1’apoptose en phosphorylant Foxo3a dans les cellules Baf/3 exprimant FLT3-
ITD. L’inhibition de Foxo3a prévient la transcription de génes cibles pro-apoptotiques de la famille de
Bcl2 (Scheijen, 2004, Brandts, 2005).

Alors que la signalisation impliquant AKT et MAPK n’est pas trés différente de la signalisation en
aval du récepteur FLT3 non muté, la voie STATS semble étre exclusivement activée par la mutation
FLT3-ITD (Choudhary, 2005; Hayakawa, 2000; Kiyoi, 2002; Mizuki, 2000). Le mécanisme responsable
de I’activation de STATS en aval de FLT3-ITD semble passer par les kinases Src et non par les protéines
JAK (Choudhary, 2009). En effet, la mutation ITD induit une forte phosphorylation des tyrosines 589 et
591 qui sont essentielles dans la fixation des protéines Src et que I’on ne retrouve pas lors d’une mutation
TKD (Leischner, 2012).En effet, des études ont montré que la mutation FLT3-TKD n’induisait pas ou
trés faiblement 1’activation de STATS (Choudhary, 2005, Grundler, 2005). Parmi les génes cibles de
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STATS5 connus, des études ont mis en évidence une importante expression des PIM kinases dans les
cellules FLT3-ITD. PIM-1 phosphoryle différents substrats dont CDC25A (progression des cellules dans
le cycle cellulaire) ou Bad (bloquage de la signalisation pro-apoptotique) (Bertoli, 2015, Kim, 2005). La
protéine anti-apoptotique MCL1 a également été retrouvée surexprimée par STAT5 en aval de FLT3-ITD
(Yoshimoto, 2009).

4., La mutation FLT3-ITD, une mutation « conductrice » des LAM

Une mutation FLT3-1TD présente au diagnostic 1’est aussi a la rechute dans plus de 80% des patients
atteints de LAM, suggérant que la mutation ITD est une mutation dite « conductrice » impliquée dans le
développement des leucémies (Kottaridis, 2001, Shih, 2002). La faible efficacité clinique des inhibiteurs
de FLT3 dans certaines études cliniques a généré I’idée que la mutation FLT3-1TD était simplement « une
mutation passagére ». Le séquencage du génome de 24 patients atteints de LAM a identifié deux génes
principalement mutés dans les LAM (Welch, 2012), dont I’un des deux correspond & la mutation ITD du
géne FLT3. De plus, des études plus récentes utilisant un inhibiteur de FLT3, ’AC220 (ou quirzatinib),
mettent en évidence que la mutation FLT3-ITD est « une mutation conductrice ». En effet, lors d’une
étude clinique de phase II sur I’utilisation de I’AC220 en monothérapie pour 53 patients FLT3-1TD en
rechute ou réfractaires aux thérapies conventionnelles, 45% de ces patients présentaient une rémission
compléte avec moins de 5% de blastes dans la moelle. Une autre étude a exploré 1’apparition de mutations
secondaires de FLT3 conférant une résistance dans 8 patients FLT3-ITD qui ont rechuté a la suite d’un
traitement continu a 1’AC220. Les auteurs ont mis en évidence trois mutations au niveau du domaine
tyrosine kinase de FLT3 et qui conférent une résistance a I’AC220 (Smith, 2012). L’utilisation de modele
murin a également permis de définir I’importance de la mutation FLT3-ITD. En effet, les souris knock-in
pour FLT3-ITD présentent un syndrome myéloprolifératif qui peut évoluer vers une LAM lorsque la
mutation FLT3-ITD est associée a d’autres mutations comme NPM1c ou NUP98-HOXD13 (Greenbalt,
2012, Mupo, 2013). Ces observations suggérent que FLT3-ITD et les mutations au niveau du domaine

kinase sont des mutations « conductrices ».

5. Impact clinique des mutations de FLT3

Le gene FLT3 est un des génes les plus ciblés par des mutations activatrices qui sont retrouvées dans
environ 30% des LAM et le géne muté est associé a un mauvais pronostique (Kindler, 2010). La
principale mutation de FLT3 présente dans les leucémies correspond a la mutation ITD qui est identifiée
dans 20-25% des LAM, moins de 5% dans les syndromes myéloprolifératifs et occasionnellement dans
les LAL (leucémies aigués lymphoides). La mutation gain de fonction TKD est quant & elle présente dans
7% des LAM (Stirewalt, 2003). Les mutations de FLT3 sont également retrouvées dans environ 5 a 15%
des LAM de I’enfant (Takahashi, 2011). La présence de la mutation FLT3-1TD est généralement associée
a une hyperleucocytose et un haut pourcentage de blastes leucémiques dans la moelle et le sang

périphérique. De plus, les mutations FLT3-ITD corrélent avec un important risque de rechute (74% contre
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48% pour les FLT3 non mutés) et une faible survie globale (32% pour les FLT3-ITD et 44% pour les
FLT3 non mutés a 5 ans) (Frohling, 2002, Santos, 2011, Thiede, 2002). FLT3-ITD est un facteur de
pronostic largement accepté dans la LAM avec un caryotype normal (Santos, 2011). Son association avec
d’autres mutations est également un parametre important dans le diagnostic des LAM. En effet,
I’association de FLT3-ITD avec les mutations du gene NPM1 ou C/EBPa augmente la survie globale et
diminue le taux de rechutes (Schnittger, 2005, Renneville, 2009).

Différentes caractéristiques des mutations FLT3-1TD ont des impacts cliniques variables. La variation
allélique de FLT3 (ratio de FLT3-ITD sur FLT3 non muté) est une valeur pronostique dans les LAM
(Kottaridis, 2001, Thiede, 2002). Dans plus de 15% des patients atteints de LAM FLT3-ITD, le ratio entre
le récepteur muté et sauvage est supérieur a 1, impliquant une augmentation du nombre de copie de
FLT3-ITD ou une perte de 1’alléle non muté. Ce ratio est associé¢ & un plus haut risque de rechute et une

plus faible survie globale a 5 ans (Griffiths, 2005, Gale, 2008).

La corrélation entre la taille des duplications en tandem du récepteur FLT3 et le mauvais pronostic est
une caractéristique qui a également été décrite. Les patients présentant une insertion de plus de 40
nucléotides ont une survie globale plus courte que les autres (Stirewalt, 2006). Cependant, cette valeur
pronostique est controversée. Le statut de FLT3 peut changer entre le diagnostic et la rechute. En effet, la
taille des duplications ou le taux de FLT3-ITD peuvent varier entre le diagnostic et la rechute, et il se peut
méme que la mutation FLT3-ITD disparaisse (How, 2012 ; Schnittger, 2002). De plus, la localisation de
la duplication en tandem au niveau du premier domaine kinase de FLT3 est associée a un plus faible taux
de survie globale (Schlenck, 2014).

La derniere caractéristique correspond au taux de FLT3 ligand dans le sang périphérique. Un haut
niveau de FLT3L peut augmenter la stimulation du récepteur muté et mettre en échec les traitements dans
les LAM FLT3 ITD. Plusieurs études in vitro sur des cellules leucémiques supportent cette hypothese
(Sato, 2011, Zhou, 2009). De plus, on observe chez les patients traités avec des chimiothérapies
conventionnelles une augmentation significative du niveau du FLT3L, suggérant un mécanisme de

résistance dans les cellules leucémiques (Blumenthal, 2000).

6. Thérapeutique ciblée dans les LAM FLT3-ITD

Les observations sur les mutations activatrices de FLT3 dans les LAM ont fait de FLT3 une cible
thérapeutique intéressante. Le succeés de I’Imatinib ciblant 1’oncogéne BCR-ABL (Glivec, Novartis) dans
le traitement des leucémies myéloides chroniques a motivé le développement de plusieurs inhibiteurs de
FLT3 (Leung, 2012). Le premier inhibiteur ciblant FLT3 fut I’AG1295 (un dérivé de la quinoxaline).
Initialement décrit pour inhiber le récepteur au PDGF, cet inhibiteur cible efficacement FLT3 in vitro
mais il n’a pas pu étre utilisé cliniquement a cause de sa faible solubilité et biodisponibilité (Levis, 2001).

D’autres inhibiteurs ont été ou sont en cours d’étude clinique comme le SU11248 (sunitinib, Pfizer), le
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Bay 43-9006 (sorafenib, Bayer Pharmaceuticals), un inhibiteur initialement décrit pour les PKC
(PKC412, midostaurine), 1’AC220 (quirzatinib, Amit Biosciences) ou plus récemment le Gilteritinib
(ASP2215, Astellas Pharma) (Kindler, 2010, Leung, 2012, Pemmaraju, 2011, Pratz, 2017, Lee, 2017). La
majorité de ces inhibiteurs inhibent I’activit¢é de FLT3 en se logeant dans le site a ’ATP du domaine
kinase de la protéine. Le probléme de ces inhibiteurs est qu’ils ne sont généralement pas complétement
specifiques de FLT3. Une autre approche de ciblage de FLT3 correspond au développement d’anticorps
monoclonaux comme I’IMC-EB10 qui bloque la signalisation par fixation sur le récepteur. Des études
précliniques ont observé un effet antiprolifératif de I’'IMC-EB10 dans des LAM exprimant le récepteur
FLT3-ITD mais aussi dans des LAM exprimant le récepteur sauvage (Piloto, 2006).

Bien que prometteur pour I'élimination des cellules leucémiques exprimant FLT3-ITD in vitro,
certains essais cliniques sur 1’utilisation de ces inhibiteurs en monothérapie sont limités par une réponse
clinigue partielle. Le probléme majeur est que ces inhibiteurs sont généralement efficaces pour cibler les
cellules exprimant FLT3-ITD dans le sang périphérique alors que l'effet dans la moelle est limité. De
plus, des évidences cliniques suggerent que la cellule met en place différents mécanismes de résistance.
Pour contrer ces résistances, les inhibiteurs sont combinés a une chimiothérapie, améliorant ainsi 1’effet

des inhibiteurs et le taux de rémission compléte mais on observe encore des cas de rechute.

7. Mécanismes de résistance aux traitements

L’apparition de résistance a la suite d’un traitement ciblant FLT3 dans les LAM peut avoir plusieurs
explications. Certains mécanismes de résistance ont été observés in vitro. L’un d’eux correspond a des
mutations ponctuelles au sein du domaine kinase au niveau de la poche a ATP, modifiant la structure de
la poche, empéchant ainsi aux inhibiteurs de s’y fixer (Bagrintseva, 2004; Cools, 2004). Les cellules
leucémiques peuvent également devenir dépendantes d’une autre anomalie génétique ou d’une voie de
signalisation alternative (Kornblau, 2006). L’activation de voies de signalisation alternatives peut
compenser le blocage de FLT3. C’est ce qui a été montré avec 1’activation des voies PI3K/AKT ou Ras
lors d’une culture continue des cellules avec une inhibition de FLT3 (Piloto, 2007). Une augmentation de
I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 a également été observée, indiquant une voie
alternative pour résister a I’inhibition de FLT3 (Kohl, 2007). De récentes études ont également montré
une implication de régulateurs métaboliques comme ATM (ataxia telangiectasia mutated) et la G6PD
(glucose 6-phosphate déhydrogenase) qui permettent de diminuer le niveau des radicaux libres oxygénés

(reactive oxygen species) accumulés a la suite d’un traitement (Gregory, 2016).

L’évaluation du niveau de FLT3L avant et aprés chimiothérapie chez des patients atteints de LAM a
révélé une importante augmentation du niveau du FLT3L aprés chimiothérapie (Sato, 2011). De plus,
I’ajout de FLT3L dans le milieu de culture réduit la réponse cytotoxique de plusieurs inhibiteurs de FLT3,

suggérant que la chimiothérapie elle-méme pourrait entraver I'efficacité des molécules ciblant FLT3
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(Zheng, 2011). Les données d'une autre étude ont montré une expression hautement élevée de FLT3-ITD
au niveau de la surface cellulaire comme mécanisme de résistance due a une exposition prolongée a la
midostaurine (PKC412) dans des lignées cellulaires (Weisberg, 2011). Une autre cytokine, le FGF2
(fibroblast growth factor 2), a été retrouvée sécrétée par les cellules stromales du microenvironnement a

la suite d’un traitement a I’AC220 et procurant une résistance des cellules (Traer, 2016).

8. FLT3-ITD, un récepteur délocalisé

Les récepteurs cellulaires sont modifiés aprés leur synthese par glycosylation dans le réticulum
endoplasmique (RE) puis transférés dans 1’appareil de Golgi ou ils finiront leur maturation. Ce processus,
appelé maturation de la glycoprotéine, est couplé a un contrdle qualité rigoureux dans le RE. Certaines
mutations qui affectent les récepteurs cellulaires peuvent impacter ces contrbles qualité. Des évidences
expérimentales suggerent que le récepteur FLT3-ITD est séquestré au niveau du RE. En effet, la forme
sauvage du récepteur FLT3 est exprimée sous sa forme mature glycosylée de 150 kDa au niveau de la
membrane plasmique alors que le récepteur muté est majoritairement exprimé sous sa forme immature de
130 kDa riche en mannose au niveau des compartiments intracellulaires, ce qui peut étre causé par une
maturation inefficace de FLT3-ITD (Koch, 2008; Schmidt-Arras, 2005). L'activation constitutive de
FLT3 par des mutations gains de fonctions peut exploiter les compartiments cellulaires pour induire des
cascades de signalisations aberrantes et ainsi échapper aux régulations négatives (Choudhary, 2009).

FLT3-ITD

.,\ FLT3-ITD C
I;

G Genes cibles

Figure 12 : FLT3-1TD est un récepteur délocalisé au niveau du réticulum endoplasmique.
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La séquestration de FLT3-ITD au niveau du RE est essentielle a ’activation de la voie STATS. En
effet, le récepteur FLT3-ITD active STAT5 (et PIM-1) mais n’active pas les voies PI3K et MAPK
lorsqu’il est retrouvé au niveau du RE. Inversement, la localisation a la surface de FLT3-ITD n’induit pas
la voie STATS5 mais induit fortement les voies PI3K et MAPK (Choudhary, 2009). Contrairement a
FLT3-ITD, I'expression intracellulaire de FLT3-TKD conduit & la suppression de son activité de
transformation, ce qui suggere que les mécanismes moléculaires sont différents pour la signalisation
mutagéene par rapport & FLT3-1TD (Schmidt-Arras, 2005), mais explique aussi pourquoi la transformation
FLT3-ITD dépend de STATS.

Comme décrit précédemment, la mutation FLT3-1TD altére I’oligomérisation du récepteur induisant sa
séquestration au niveau du RE. Le récepteur muté ne peut donc plus se diriger vers la membrane
plasmique et il s’accumule dans la lumiere du RE. L’activation oncogénique de FLT3-ITD peut donc
engendrer un stress du RE dont la réponse est appelée réponse intégrée au stress ou ISR (integrated stress
response). De plus, I’induction de la réponse ISR par le RE peut étre cytoprotectrice et donc promouvoir

la leucémogénése dépendante de FLT3-ITD.
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III. Laréponse intégrée aux stress

A. Le stress du réticulum endoplasmique
1. Le réticulum endoplasmique

a) Structure du RE

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite intracellulaire majeur des cellules eucaryotes. 1l
représente a lui seul plus de la moiti¢ des membranes cellulaires et sa taille varie d’une cellule a I’autre
selon 1’activité et les besoins de la cellule en protéines. Le RE est un réseau membranaire étendu dans la
continuité de la membrane nucléaire et sa lumiére constitue un environnement favorable a la synthése,
aux modifications, au repliement et a la maturation des protéines. Le RE peut étre classé en deux groupes
visuellement et fonctionnellement différents, le réticulum endoplasmique rugueux (RER) et le réticulum
endoplasmique lisse (REL). Le RER est défini par la présence de ribosomes liés a la surface des
membranes du RE et est responsable de la synthése, du repliement et des modifications post-
traductionnelles des protéines. L’absence de ribosomes définit le REL qui est responsable de la synthése
des lipides et des stérols. Le RER et le REL partagent une membrane continue mais sont séparés
spatialement dans la cellule. En effet, le RER est principalement localisé dans la continuité du noyau et le
REL est éloigné.

b) Une fonction de controéle qualité

Les protéines nouvellement synthétisées subissent différentes modifications post-traductionnelles dans
le RE pour étre, a terme, transportées vers 1’appareil de Golgi, ou elles achéveront leur maturation et
seront distribuées vers les différents compartiments cellulaires. Avant d’étre transportées vers 1’appareil
de Golgi, les protéines sont soumises a des controles de qualité stricts qui vont s’assurer du bon
repliement et de la conformation correcte des protéines. Si ces contrbles sont un succes, les protéines
nouvellement synthétisées pourront étre transportées vers leur destination finale alors que les protéines
incorrectement repliées ou modifiées seront séquestrées dans la lumiére du RE pour y étre dégradées
(Ellgaard, 2003, Araki, 2011). Cela implique la reconnaissance sélective du substrat a dégrader,
I’utilisation d’un systéme d'exportation vers le cytosol et la dégradation par le protéasome. Cette série
d’évenements est appelée ERAD (ER-associated degradation) (Hegde, 2010, Healy, 2009).

2. Le stress du réticulum endoplasmique

Une accumulation excessive de protéines incorrectement repliées ou modifiées va engendrer un stress
du RE. Les effets du stress du RE ne sont pas localisés uniquement dans le RE, mais se propagent a
I'ensemble de la cellule car les protéines fonctionnelles requises ne sont pas produites. La réponse a ce
stress, appelée réponse UPR (unfolded protein response), est donc un mécanisme de pro-survie qui vise a

diminuer le taux de protéines mal repliées et & restaurer une homeostasie intracellulaire. Cependant, si la
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cellule n’arrive pas a corriger ce stress, elle va entrer en apoptose afin de minimiser les risques
d'endommagement des cellules environnantes par la nécrose mais aussi d’éviter de transmettre les défauts
génétiques accumulés au sein des cellules filles. La réponse UPR est médiée par I’activation de trois
senseurs transmembranaires du RE: la protéine IRE1 (inositol-requiring enzyme 1), le facteur de
transcription ATF6 (activating transcription factor 6) et la protéine PERK (protein kinase R (PKR)-like
endoplasmic reticulum kinase) (Figure 12) (Schrider, 2005, Healy, 2009). A I’état physiologique, ces
protéines sont maintenues dans un état inactif médié par la fixation de la protéine chaperonne Bip
(Binding immunoglobulin protein), également appelée GRP78 (78 kDa glucose-regulated protein), au
niveau de leur domaine luminal. L’accumulation de protéines mal conformées au sein du RE engendre la
redirection de Bip vers ces protéines, ce qui libére et active les senseurs du RE et lance la réponse UPR.
La protéine chaperonne BiP possede une affinité plus élevée pour les protéines mal conformées que pour

les trois transducteurs. Ceci fait de lui un régulateur majeur de la réponse UPR (Luo, 2006).
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Figure 13 : Représentation des trois voies de la réponse UPR.

A 1’état physiologique, GRP78/Bip se lie a IRE1, ATF6 et PERK alors que sous un stress du RE, GRP78/Bip va se
fixer sur les protéines mal conformées libérant ainsi IRE1l, ATF6 et PERK. IREl va s’oligomériser,
s’autophosphoryler et activer XBP1 qui pourra activer des génes de stress qui ont un role de chaperonne ou de
dégradation. ATF6 va s’activer au niveau de 1’appareil de Golgi et transloquer dans le noyau ou il pourra permettre
I’expression des génes de stress comme XBP1. PERK va se dimériser, s’autophosphoryler et inactiver elF2o par
phosphorylation, menant a une inhibition de la traduction protéique cap dépendante et permettre ainsi la traduction
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de protéine cap indépendante comme le facteur de transcription ATF4 et ainsi exprimer des génes de stress
impligués notamment dans le processus d’autophagie (Healy, 2009).

a) IRE1

IRE1 est une protéine transmembranaire du RE retrouvée sous forme monomérique liée avec Bip a
1’état physiologique. Libérée lors d’un stress du RE, IRE1 se dimérise et s’autophosphoryle pour activer
son domaine endonucléase. L’activit¢ RNAse de IRE1 va épisser ’ARNm de XBP1 (X-box binding
protein 1), qui peut alors étre utilisé comme un marqueur du stress du RE (Briining, 2011). L’épissage de
XBP1 va permettre I’expression de la protéine XBP1s (spliced XBP1) qui est une protéine de survie et
qui permet I’expression de protéines chaperonnes et d’acteurs du systtme ERAD. Cette protéine est
régulée négativement par la protéine XBP1u (unspliced XBP1) qui cible la protéine XBP1 pour la
dégrader par le protéasome (Yoshida, 2006). La signalisation en aval d’IRE1 est une signalisation de
survie qui peut évoluer en une signalisation de mort via la protéine pro-apoptotique TRAF2 (tumour
necrosis factor (TNF) associated factor 2). Ce facteur va activer la protéine JNK (C-Jun N-terminal
kinase) qui va réguler positivement différentes protéines apoptotiques comme Bim et réguler

négativement différentes protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 (Zhu, 2014).

b)  ATF6

A 1’état physiologique, le facteur de transcription ATF6 est séquestré par Bip et la calréticuline. Lors
d’un stress du RE, Bip va se fixer préférentiellement sur les protéines mal conformées, permettant ainsi la
glycosylation d’ATF6, ce qui va interférer avec sa fixation a la calréticuline (Schrdder, 2005). Une fois
libéré, ATF6 va étre transporté vers 1’appareil de Golgi pour y étre clivé puis transloqué dans le noyau ou
il pourra se fixer au promoteur de différents génes de stress et permettre leur expression comme des
protéines chaperonnes ou des protéines impliquées dans le systtme ERAD. De plus, ATF6 active la

transcription de la protéine XBP1 (Jager, 2012).

¢)  PERK

PERK est une protéine transmembranaire du RE qui est séquestrée par la protéine Bip et libérée lors
d’un stress du RE. Ceci va permettre sa dimérisation puis son autophosphorylation. Une fois activé, le
domaine cytosolique C-terminal de PERK phosphoryle elF2a (eukaryotic initiation factor 2a), inhibant
ainsi la synthese protéique globale cap dépendante (Healy, 2009). Cette phosphorylation impacte sur de
nombreuses fonctions cellulaires, comme la synthése des protéines, I'expression des génes, le trafic
membranaire, 1’autophagie et I’apoptose. Toutefois, en fonction du type cellulaire, les facteurs de stress et
la phosphorylation d’elF2o peuvent induire spécifiquement différentes fractions d'un programme
d'expression génique global, qui ne sont pas toujours équivalentes et peuvent aboutir a des résultats
physiologiques complétement différents. Ces différents programmes transcriptionnels sont connus comme

la réponse intégrée au stress (ISR).
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B. Laréponse intégrée au stress

La réponse intégrée au stress est une voie de signalisation qui est présente dans les cellules eucaryotes
et qui est activée en réponse a différents changements physiologiques comme le stress du réticulum
endoplasmique, I’hypoxie, les carences ou les infections virales (Harding, 1999, Harding, 2003, Rzymski,
2010). De plus, I’'ISR peut étre activée lors de 1’activation d’oncogenes (Denoyelle, 2006, Hart, 2012). Le
point commun de tous ces stress qui activent I’'ISR correspond a la phosphorylation de la sous unité a du
facteur elF2 sur la sérine 51. Dans les cellules de mammifere, cette phosphorylation est assurée par une
famille de quatre sérines/thréonines kinases qui sont activées par différents stimuli (Donnelly, 2013,
Taniuchi, 2016). La phosphorylation d’elF2a cause la diminution de la synthése protéique globale avec la
synthese spécifique de certains génes comme le facteur de transcription ATF4 (activating transcription

factor 4), favorisant la survie et I’homéostasie cellulaire (Lu, 2004).

1. Les kinases de elF2a

Les kinases d’elF2a sont les premiers acteurs a réagir a la suite de différents stress cellulaires. 1l existe
guatre membres au sein de cette famille : PERK, PKR (double-stranded RNA-dependent protein kinase),
GCN2 (general control nonderepressible 2) et HRI (heme-regulated elF2a kinase). Ces quatre kinases
partagent une forte homologie au sein de leur domaine kinase mais sont régulées de différentes maniéres.
De plus, toutes ces kinases se dimérisent et s’autophosphorylent pour s’activer (Lavoie, 2014).
Cependant, chaque kinase répond a des contraintes environnementales et physiologiques distinctes, qui

reflétent leur mécanisme de régulation (Donnelly, 2013).

a) La kinase PERK

Comme décrit précédemment, la kinase PERK est une protéine transmembranaire localisée au niveau
du RE ou son domaine luminal est normalement lié avec la protéine chaperonne Bip. Deux mécanismes
d’activation de PERK ont été décrits a la suite d’un stress du RE. Le mécanisme le plus connu correspond
a ’accumulation de protéines mal conformées dans la lumiére du RE qui va mener & la dissociation de la
protéine PERK avec la chaperonne Bip et donc a son activation (Carrara, 2015). De récentes études ont
décrit un deuxiéme mécanisme d’activation de PERK, suggérant une fixation directe des protéines mal
conformées sur le domaine luminal de PERK (Gardner, 2011). Ceci est supporté par 1’étroite homologie
du domaine luminal de PERK avec un autre senseur de la réponse au stress du RE, IRE1 (Gardner, 2011).
L’activation de PERK a également été observée en réponse a une carence en glucose dans des cellules
neurales et pancréatiques (de la Cadena, 2014). De plus, PERK est souvent retrouvée activée dans les
cellules cancéreuses. En effet, une amplification de Ras dans le mélanome et une augmentation de
I’oncogéne myc induisent la voie PERK/elF20/ATF4 permettant ainsi la tumorigénese (Denoyelle, 2006,
Hart, 2012).
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b) La kinase PKR

La protéine PKR est la kinase d’eIlF2o la mieux décrite en ce qui concerne sa structure et son
mécanisme d’activation. Comparée a la kinase PERK, PKR est localisée dans le cytoplasme et le noyau.
Sa régulation se fait au niveau de sa région N-terminale qui contient un domaine de fixation a I’ARN
double brin (double-stranded RNA binding domain). La région C-terminale de la protéine contient quant
a elle le domaine de dimérisation et le domaine catalytique de la protéine. La présence d’ARN double
brin viral permet donc I’activation de la kinase menant a 1’inhibition de la synthése des protéines virales
via I’inhibition d’elF2a (Balachandran, 2000). D’autres stress cellulaires peuvent activer PKR comme le
stress oxydatif ou le stress du RE (Shimazawa, 2006) et la carence en facteur de croissance (Williams,
1999).

c) La kinase GCN2

La kinase GCN2 est une protéine trés conservée qui a largement été étudiée dans la levure (Castilho,
2014). GCNZ2 est activée en réponse a une carence en acides aminés via la fixation de I’ARNt (deacylated
transfer RNAS) avec son domaine de fixation a I’ARNt (histidyl-tRNA synthetase-related domain).
Comme les autres kinases d’elF2a, la dimérisation de GCN2 est 1’étape clé de I’activation de la kinase,
permettant son autophosphorylation (Narasimhan, 2004). L’activation de GCN2 a également été décrite

en réponse a une carence de glucose due a la consommation indirecte d’acides aminés (Ye, 2010).

d) La kinase HRI

Contrairement aux autres kinases d’eIF2a qui sont des protéines ubiquitaires, HRI est une protéine qui
est principalement exprimée dans les érythrocytes ou elle est impliquée dans la différenciation érythroide
(Han, 2001). Comme les autres membres de la famille des kinases d’elF2a, I’activation de HRI a besoin
de la dimérisation de la protéine permettant son autophosphorylation (Rafie-Kolpin, 2003). La régulation
de I’activité kinase de HRI est médiée par ses deux domaines de fixation aux hemes qui sont localisés au

niveau de sa région N-terminale.

2. Le facteur de la traduction elF2
a) Structure

Le facteur elF2 est une protéine multimérique composée de trois sous-unités distinctes a, B et v. Le
séquencage de chaque sous unité a permis de montrer une forte homologie entre les espéces, suggérant un
haut niveau de conservation au cours de I’évolution. Par exemple, les séquences des sous-unités humaines
elF2a, elF2p et elF2y sont respectivement homologues a 58%, 47% et 72% avec les sous-unités d’eIF2 de
la levure S. cerevisiae. La conservation entre les espéces suggére un role important d’elF2 dans la survie

cellulaire (Kimball, 1999).

_51_



La sous-unité elF2a est la sous-unité régulatrice d’eIF2. Elle posseéde en position sérine 51 un site de
phosphorylation menant a I’inhibition du complexe par les kinases PERK, PKR, GCN2 et HRI. La sous-
unité elF2p est celle qui permet 1’association du complexe avec le facteur eIF2B et avec I’ ARNY initiateur
de la traduction, Met-ARNti (Kimball, 1998). La sous-unité elF2y posséde le site de fixation au GDP
(Gaspar, 1994).

b) Fonction biologique du complexe elF2

A Détat physiologique, le complexe elF2 joue un role clé dans Dinitiation de traduction et la
reconnaissance du codon initiateur AUG (Figure 13). L’initiation de la traduction commence par le
recrutement de I’ARNt initiateur-méthionine (Met-ARNti) et d’une molécule de GTP (guanosine
triphosphate) par le facteur d’initiation eIF2, formant ainsi un complexe ternaire elF2-GTP-MetARNti
(Jackson, 2010). Ce dernier va alors interagir avec les facteurs elF5 et elF3, préalablement fixés a la sous-
unité 40S du ribosome, pour former le complexe 43S (Das, 1997). Le facteur elF3 stabilise la sous-unité
40S du ribosome et empéche sa réassociation avec la sous-unité 60S car cela aboutirait a la formation de
ribosomes 80S monomeéres inactifs. Le complexe 43S se fixe alors a ’ARNm et forme le complexe de
pré-initiation (ou 48S), grace a elF4F qui joue le role d’adaptateur entre la coiffe et la petite sous-unité
40S. L’holoenzyme elF4F est composé des trois facteurs protéiques elF4E, elF4A et elF4G qui ont
chacun une fonction propre. Le facteur elF4E est une phosphoprotéine qui reconnait la coiffe méthylée et
s’y attache, elF4A est une hélicase & ARN et elF4G contient plusieurs sites de liaison a des facteurs elF
comme elF3. L’interaction entre elF4G et elF3 va stabiliser le complexe menant a sa migration vers le
codon AUG (Aitken, 2012, Lomakin, 2013). Lors de la fixation de I’anticodon de I’ARN initiateur-
méthionine sur le codon AUG, elF1 se dissocie du complexe et le GTP d’elF2 est hydrolysé par le facteur
elF5. Ceci méne a la dissociation du complexe elF2-GDP de la sous-unité 40S du ribosome et a son
recyclage pour pouvoir faire un autre tour pour une initiation de traduction. Le complexe elF2 est recyclé
par le facteur elF2B qui va échanger le GDP (guanosine diphosphate) par du GTP pour que le complexe

elF2 soit de nouveau sous sa forme active.
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Figure 14 : Représentation du réle du complexe eIF2 dans Pinitiation de la traduction.
(adapté de Kimball, 1999).

c) La phosphorylation du facteur elF2a

Le complexe elF2 peut étre régulé négativement lors d’un stress par phosphorylation du facteur elF2a
sur sa sérine 51. La mutation homozygote sur ce site de phosphorylation empéche la phosphorylation du
facteur elF2a et permet la synthése protéique normale méme lors d’un stress ou d’une carence en glucose
(Scheuner, 2001). De plus, les modéles murins ayant une mutation homozygote de la phosphorylation en
sérine 51 meurent peu de temps aprés la naissance suite a une hypoglycémie sévere (Back, 2009). Ces
données suggérent que la phosphorylation d'elF2a est cruciale pour maintenir une fonction physiologique
appropriée du foie et du pancréas aprés la naissance, car la phosphorylation d'elF2a. est nécessaire pour

I'induction d'enzymes gluconogénes (Scheuner, 2001, Back, 2009).

d) Le facteur elF2« en réponse a I'ISR

En réponse a I’activation de I’'ISR, la phosphorylation d’elF2a sur sa sérine 51 bloque 1’échange du
GDP par le GTP médié par le facteur elF2B, inhibant ainsi la formation du complexe ternaire elF2-GTP-
MetARNTti. Ceci empéche donc la synthése protéique globale coiffe dépendante et permet la traduction
sélective d’ARNm contenant un uORF (upstream open reading frame) dans leur région 5°. Ces ARNm
n’ont pas besoin d’une reconnaissance de la coiffe par le complexe elF4F mais leur traduction repose le
recrutement direct des ribosomes sur un IRES (internal ribosome entry sites) (Lee, 2009, Palam, 2011).
L’une des protéines traduites de cette fagon est le facteur de transcription ATF4 (activating transcription

factor 4) qui est un facteur clé de la réponse ISR (Chan, 2013).
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C. Le modulateur de I'ISR, l1a protéine ATF4

1. Structure de la protéine ATF4

Le géne ATF4 est localisé sur le chromosome 22q13.1 et ’ARNm humain de la protéine ATF4 est
constitu¢ de trois uORF (short open reading frame) dans la région 5’UTR suivis de la séquence codante
de la protéine (Harding, 2000). Cette séquence code pour une protéine de 351 acides aminés qui
correspond & un facteur de transciption bZip (basic region-leucine zipper). Ce facteur appartient a la
famille des facteurs de transcription ATF/CREB (activating transcription factor/cyclic AMP (adénosine
mono phosphate) response element binding protein) (Ameri, 2008). Il posséde différents domaines
impliqués dans I’homo/hétérodimérisation d’ATF4, la liaison a I’ADN ou la régulation de la stabilité de
la protéine. C’est une protéine hautement régulée au niveau de la transcription, de la traduction et sa

capacité a interagir avec d'autres protéines fournit un autre niveau de régulation.

2. Régulation d’ATF4
a) Régulation transcriptionnelle d’ATF4

En absence de stress cellulaire, le niveau de I’ARNm d’ATF4 est relativement bas (Jackson, 2010). La
transcription du géne ATF4 est induite en réponse a différents stress cellulaires et est médiée par
différents facteurs de transcription (Dey, 2010). Par exemple, le facteur NRF2 (nuclear factor-like 2)
induit la transcription du géne ATF4 en réponse a un stress oxydatif (Afonyushkin, 2010), les facteurs
TFEB (Transcription factor EB) et TFE3 (Transcription factor E3) en réponse a un stress du RE ou a une
carence (Martina, 2016) et le facteur PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox 1) en réponse a un stress
du RE (Sachdeva, 2009). En revanche, I’hypoxie n’induit pas une élévation de la transcription d’ATF4
mais augmente le niveau de la protéine via une régulation traductionnelle et post-traductionnelle (Blais,
2004). De plus, des évidences expérimentales ont montré une diminution des transcrits d’ATF4 par des

répresseurs comme C/EBP lors d’une irradiation aux UV (Dey, 2012, Collier, 2015).

b) Régulation traductionnelle d’ATF4

La régulation traductionnelle est le principal mécanisme qui ajuste le niveau d’ATF4 en réponse a
différents stress cellulaires comme le stress du RE, I’hypoxie ou le stress oxydatif. Ce mécanisme de
régulation est trés conservé chez la levure avec la régulation de Gendp (I’homologue fonctionnel d’ ATF4
chez la levure). Alors que la levure ne posséde pas la kinase PERK, I’inhibition globale de la traduction
est assurée par I’activation de Gen2p (I’homologue fonctionnel de GCN2 chez la levure) et la
phosphorylation d’elF20 (Hinnebusch, 2002, Hinnebusch, 2005). La régulation traductionnelle de GCN4
nécessite quatre UORFS. En absence de phosphorylation d’elF2c, le complexe ternaire elF2-GTP-
MetARNLti est abondant. Les ribosomes traduisent UORF1 en 5° et scannent 'ARNm de GCN4 en
réinitialisant efficacement la traduction en aval de I'UORF2, de I'UORF3 et de I'UORF4. L'uORF4

inhibiteur chevauche le codon de départ de la CDS (coding séquence) de GCN4 et, par conséquent, la
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traduction de Gendp est empéchée a cause du codon STOP de I'uORF4. Dans les conditions de stress ou
la phosphorylation d'eIF2a augmente, la disponibilité d’eIF2-GTP est réduite et les ribosomes prennent
plus de temps pour scanner I'ARNm de GCN4 et pour réinitialiser correctement la traduction. Ceci permet
donc aux ribosomes de contourner I'uORF4 inhibiteur et & réinitialiser la traduction au niveau de la CDS
de GCN4 (Hinnebusch, 1994).

Chez I’homme, le mécanisme de régulation traductionnelle d’ATF4 fait intervenir deux uORFs au
niveau de la région 5> UTR de ’ARNm d’ATF4. En absence de phosphorylation d’elF2a, le complexe
ternaire elF2-GTP-MetARNILi est abondant. Les ribosomes traduisent uORF1 en 5’ et scannent 'ARNmM
de ATF4 en réinitialisant efficacement la traduction en aval de 'UORF2 (Vattem, 2004, Lu, 2004). La
séquence de I’élément inhibiteur uORF2 chevauche le codon de départ de la CDS d’ATF4 et, par
conséquent, la traduction d’ATF4 est empéchée a cause du codon STOP de 'UORF2. Dans les conditions
de stress ou la phosphorylation d'eIF2a augmente, la disponibilité d’eIF2-GTP est réduite et les ribosomes
prennent plus de temps pour scanner I'ARNm d’ATF4 et pour réinitialiser correctement la traduction.
Ceci permet donc aux ribosomes de contourner 'UORF2 inhibiteur et a réinitialiser la traduction au
niveau de la CDS d’ATF4 (Figure 14).

Condition physiologique : complexe elF2-GTP abondant

m mRFZ |
Q \— 7 |

ATFA
Coiffe 5
Condition de stress : complexe elF2-GTP réduit
O | uoRF1 | [ wo q
— — ATF4

Coiffe 5

Figure 15 : Régulation traductionnelle d’ATF4.

L’ARNm d’ATF4 représenté sous forme de ligne est constitué de deux uORFs (1 et 2) et de la CDS d’ATF4
illustrés sous forme de boftes. Les ribosomes associés au complexe elF2-GTP-MetARNti sont représentés en violet.
La phosphorylation d’elF2a réduit la disponibilité d’elF2-GTP et favorise le « bypass » de I'uORF2 inhibiteur
permettant ainsi la traduction d’ATF4 en présence d’un stress cellulaire (adapté de Vattem, 2004).

Un autre mécanisme de traduction d’ATF4 impliquant le facteur de la traduction elF6 a récemment été
décrit dans un modéle murin de diabéte. En effet, il a été décrit que la phosphorylation d’elF6 sur sa
sérine 235 facilite la traduction d’ARNm possédant une région riche en G/C ou des séquences uORFs en
5°UTR ce qui est le cas d’ATF4 (Brina, 2015). Le facteur elF6 est nécessaire a la maturation de la sous-

unité 60S du ribosome et est impliqué dans I’initiation de la traduction (Ceci, 2003). La fonction
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principale d’eIF6 est de réguler 1’association des sous-unités 40S et 60S du ribosome. Ceci est modulé par
le complexe RACK1-PKC. La kinase PKC est recrutée au niveau de la sous-unité 40S par RACK1 et
phosphoryle elF6 sur sa sérine 235, libérant la sous-unité 60S et activant ainsi la traduction (Miluzio,
2009, Miluzio, 2016) (Figure 15).

’

605 60S P
elF6 elF6 v\ elF6
—_— _L
P 60s
RACK1 RACK1 RACK1

405
elFAF ARNm elFap, 205 ARNm elFar, 205 ARNm

Figure 16 : Régulation de I’association de la sous-unité du ribosome par elF6.

Le facteur elF6 séquestre la sous-unité 60S du ribosome, I’empéchant de s’associer a la petite sous-unité 40S et
d’initier la traduction. La phosphorylation du facteur elF6 par le complexe RACK1-PKC libére la sous-unité 60S,
lui permettant de s’associer a la petite sous-unité 40S (adapté de Miluzio, 2009).

c) Régulation post-traductionnelle d’ATF4

Le facteur de transcription ATF4 est une protéine relativement instable avec une demi-vie d’environ
30 min dans des conditions normales. Différentes modifications post-traductionnelles comme la
phosphorylation ou 1’ubiquitinylation régulent la stabilit¢ d’ATF4. L’ubiquitinylation d’ATF4 est
responsable de la dégradation de la protéine par la voie du protéasome (Lassot, 2001). Les inhibiteurs du
protéasome comme le bortézomib ou le MG132 augmentent le niveau protéique d’ATF4 du a I’inhibition
de sa dégradation mais aussi di a I’activation de I’ISR (Milani, 2009, Suraweera, 2012). La
phosphorylation d’ATF4 sur sa sérine 219 est essentielle pour son interaction et son ubiquitinylation par
le complexe SCFPTRCP (SCF (F-box containing complex) E3 ubiquitin ligase complexe) ainsi que sa
dégradation par le protéasome (Lassot, 2001). En plus des phosphorylations et ubiquitinylations, la
stabilit¢ d’ATF4 peut étre régulée négativement par une hydroxylation sur des résidus proline. La
protéine PDH3 (prolyl hydroxylase domain protein 3) est responsable de cette hydroxylation qui peut étre
régulée négativement par les ubiquitine ligases Siah 1 et 2 (Scortegagna, 2014).

L’activité transcriptionnelle d’ATF4 peut également étre activée par phosphorylation. C’est le cas de
la phosphorylation sur sa sérine 245 par RSK2 (ribosomal protein S6 kinase a-2), ou sur sa sérine 254 par
PKA (protéine kinase A). Ces phosphorylations ont été décrites pour augmenter I’activité d’ATF4 dans la
différenciation des ostéoblastes (Elefteriou, 2005). L’activité d’ATF4 peut également étre activée par
I’association directe avec EP300 (Histone acetyltransferase p300) qui empéche 1’ubiquitinylation d’ATF4
(Lassot, 2005, Chérasse, 2007).
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3. Fonctions d’ATF4
a) Apport des modéles murins

ATF4 joue un rble essentiel dans I’homéostasie et le développement cellulaire. L’utilisation de
modeles murins ATF4™ a permis de mettre en évidence un role de la protéine dans 1’hématopoiése du foie
feetal (Masuoka, 2002), le développement des os (Yang, 2004) et la formation de la lentille I’ceil chez
I’embryon (Hettmann, 2000). Ces souris KO sont plus petites, plus maigres et plus légeres. La diminution
de masse graisseuse dans ces souris est causée par une consommation accrue des graisses et une
inhibition de la synthese des acides gras, suggérant un role d’ATF4 dans le métabolisme lipidique ce qui
est également le cas pour elF6 (Wang, 2010, Brina, 2015). Les souris ATF4” ont également permis de
mettre en évidence un role physiologique d’ATF4 dans la régulation thermique car ces souris présentent
des augmentations de température corporelle en réponse au froid. En effet, ATF4 régule négativement
PGCla (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 a), qui contrdle I'homéostasie et
le métabolisme énergétique (Wang, 2013). ATF4 est un médiateur essentiel de la faiblesse musculaire et
de l'atrophie des muscles vieillissants car 1’invalidation de la protéine améliore la force et la masse des
muscles de la souris (Ebert, 2015). Bien que le rble de I'ATF4 dans les fonctions neuronales soit un peu
controversé, le KO ciblé d'ATF4 dans I'hippocampe de la souris indique qu'il est nécessaire pour la
formation de la mémoire et la plasticité neuronale (capacité du cerveau a remodeler ses connexions en
fonction de stimuli) (Costa-Mattioli, 2005). En effet, la protéine ATF4 régule Cdc42, une petite GTPase
de famille Rho, qui est impliquée dans la régulation du cytosquelette d'actine (Pasini, 2015).

b) ATF4 un acteur clé de I'autophagie

En condition de stress, I’expression augmentée d’ATF4 facilite la transcription de différents geénes de
stress. La protéine ATF4 cible spécifiquement la transcription de génes qui possédent une séquence
CARE (C/EBP-ATF response element) en réponse a différents stimuli (Fawcett, 1999). Parmi les
nombreux genes présentant une séquence CARE, on retrouve les génes de I’ASNS (asparagine synthase),
TRB3 (tribbles 3), ATF3 (activating transcription factor 3), SNAT2 (System A neutral amino acid
transporter 2), 4EBP1 (eukaryotic initiation factor 4 binding protein 1) et CHOP (C/EBP homology
protein) (Kilberg, 2009). Lors de carences en acides aminés, ces séquences fonctionnent comme des
séquences AARE (amino acid response element) et ATF4 est le seul facteur de transcription connu pour
se fixer a toutes les séquences AARE (Siu, 2002). ATF4 peut également former des homodimeéres ou des
hétérodimeéres avec d’autres facteurs de transcription bZip comme CHOP (Siu, 2002). De récentes études
ont montré qu’ATF4 avec la présence ou non de CHOP est responsable de la transcription de différents
génes clés nécessaire a une voie majeure du catabolisme lysosomique, 1’autophagie (Rouschop, 2010,
B’Chir, 2013).
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V. L’autophagie

A.  Généralités sur ’autophagie

L’autophagie est un processus cellulaire catabolique conservé au cours de 1’évolution des eucaryotes
utilisé par les cellules pour dégrader et recycler du matériel cellulaire. Le mot ‘autophagie’ signifie
littéralement « se manger soi-méme », et se réfere a la dégradation se déroulant a I’intérieur des
lysosomes. Les produits de dégradation comme les acides aminés sont alors transférés du lysosome dans
le cytoplasme et peuvent ainsi étre utilisés par la cellule pour maintenir I’homéostasie intracellulaire. Le
mécanisme d’autophagie fut découvert dans les années 1950s par 1’équipe pionniére dans le domaine de
la microscopie électronique, de Keith Porter (Klionsky, 2008). Il a observé des vésicules intracellulaires
ressemblant a des lysosomes prés du noyau qui étaient considérablement augmentées lors de carences. De
plus, la majorité de ces vésicules contenaient des mitochondries et autres compartiments cytoplasmiques.
Mais le mot autophagie fut utilisé pour la premiére fois en 1963 lors d’une conférence sur les lysosomes

par le prix Nobel Christian de Duve.

Depuis trois types d’autophagie ont été décrits dans les cellules de mammiféres : la micro-autophagie,
I’autophagie médiée par les chaperonnes et la macro-autophagie. Toutes ces voies autophagiques
convergent a la dégradation de matériel cellulaire au niveau des lysosomes (Figure 16).

Macroautophagie

Lysosome
Autophagosome

LAMP-2A

Motif KFERQ Hsc70

Autophagie CMA

Microautophagie

Figure 17 : Représentation des trois types d’autophagies connues.

La macroautophagie permet le recyclage des composants cellulaires grace a la formation d’un autophagosome. Lors
de la microautophagie, les composants a dégrader sont internalisés directement dans le lysosome. L’autophagie
CMA (chaperone-mediated autophagy) permet de dégrader spécifiquement les protéines ayant un motif KFERQ
dans leur séquence. Ce motif est reconnu par la chaperonne Hsc70 qui permet d’amener la protéine au lysosome
pour la dégrader.
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1. La micro-autophagie

Ce type d’autophagie est principalement décrit dans des cellules eucaryotes inférieures (les levures).
Ce processus catabolique correspond a [I’internalisation directe par le lysosome de portions
cytoplasmiques et d’organites (ex : peroxysomes, mitochondries) ou ils seront dégradés (Marzella, 1981,
Sakai, 1998, Cuervo, 2004). Le déroulement de la micro-autophagie consiste en une invagination de la
membrane lysosomale et de la formation d’une vésicule a I’intérieur de la lumiére vacuolaire, grace a

laquelle des portions cytoplasmiques sont internalisées (Mijaljica, 2011, Li, 2012).

2. L’autophagie dépendante des chaperonnes

L’autophagie dépendante des chaperonnes, ou CMA (chaperone mediated autophagy), est un
mécanisme de dégradation protéique spécifique. Le principe de la CMA est basé sur la reconnaissance
d’un motif consensus composé de cinq acides aminés, le motif KFERQ, par une protéine chaperonne
constitutive : Hsc70 (Heat Shock Cognate protein of 70 kDa) (Agarraberes et Dice, 2001). Une fois liée a
la protéine « cible », Hsc70 forme un complexe avec d’autres protéines chaperonnes (Hsp40, Hsp90, Hip,
Hop, Bagl). Ce complexe est transloqué dans le lysosome ou il va étre dégradé grace a une protéine
particuliére localisée sur la membrane lysosomale LAMP-2A, protéine issue de 1’épissage alternatif du
géne LAMP2 (Majeski et Dice, 2004).

3. La macro-autophagie

Il s’agit du mécanisme autophagique le plus étudié. La macro-autophagie est un processus
extrémement bien conservé de la levure aux protozoaires, des insectes aux mammiféres en passant par les
végétaux. En effet, on retrouvera chez tous ces organismes des acteurs protéiques, un déroulement et un
mécanisme moléculaire similaires. L’autophagie apparait a partir de membranes isolées (ou phagophore)
qui vont englober une partie du cytoplasme et se réarranger de facon dynamique pour former une
structure composée d’une double membrane, I’autophagosome (Juhasz, 2006). La formation de
I’autophagosome est régulée par les protéines ATG (AuTophaGy-related) (Klionsky, 2003). Une trentaine
de génes ATG ont été identifiés chez la levure, dont 18 génes orthologues ont été identifiés chez les
eucaryotes supérieurs. A la fin du processus autophagique, lI'autophagosome fusionne avec le lysosome
pour former un autolysosome. Dans cet autolysosome, I’apport des enzymes lysosomales permet de
dégrader le matériel cytoplasmique séquestré. En condition basale, lI'autophagie est essentielle pour
préserver I'homéostasie cellulaire. Elle permet I'élimination des protéines et organites malformés ou
superflus et des agrégats protéiques et fournit un apport de constituants de base pour la synthese protéique
ou lipidique. Cependant, ’autophagie est un processus complexe qui peut aussi participer a la mort

cellulaire et est impliquée dans de nombreuses pathologies humaines (Figure 17) (Joffre, 2017).
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Figure 18 : Mécanisme général de la macro-autophagie.

L’autophagie débute avec la formation d’un phagophore a partir de membranes de compartiments cellulaires (étape
de nucléation). Le phagophore, grace aux différentes protéines ATG, va ensuite s’allonger pour former un
autophagosome (étape d’élongation). L’autophagosome peut séquestrer des organites ou des protéines a recycler.
L’autophagosome va finalement fusionner avec un lysosome pour dégrader le matériel séquestré et ainsi le recycler.

La suite du mémoire portera principalement sur le processus de macro-autophagie que je mentionnerai

sous le terme d’autophagie.
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B.  Machinerie moléculaire de I’autophagie

1. Les protéines ATG

Les autophagosomes sont observes par microscopie électronique dans des cellules de mammiféres
depuis les années 1950, alors que I'ere moléculaire de I'étude de 1’autophagie n’a commencé qu’a partir
des années 1990. Ces études ont debuté par des cribles génétiques chez la levure qui ont permis
I'identification de 31 protéines clés de ’autophagie (Takeshige, 1992). Pour cette découverte, le
professeur Yoshinori Ohsumi a regu le prix Nobel de médecine en 2016. Afin de permettre une meilleure
harmonisation de la nomenclature des genes impliqués dans ’autophagie, le professeur Klionsky a
proposé en 2003 le terme ATG (AuTophagy Related Gene). Chez la levure, différents ATG ont été
décrits (Klionsky, 2003), et aujourd’hui, on en dénombre trente-cing chez cet organisme (Nazarko, 2011).
Pour la plupart d’entre eux, des homologues ont été décrits chez les mammiféres (Mizushima, 1998,
Kabeya, 2000, Codogno, 2004). L’autophagie est divisée en trois étapes distinctes : I’initiation,
I’élongation et la maturation avec sa fusion avec les lysosomes. Différents ensembles de protéines ATG

sont impliqués dans ces étapes et composent la machinerie moléculaire de 1’autophagie (Tableau 4).
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Levure Mammifére Fonction
Etape d’initiation
Complexe ULK ATG1 ULK1/2 Substrat de mTOR impliqué dans I’initiation de
I’autophagie.
ATG13 ATG13 Substrat d”ULK 1/2 impliqué dans la modulation
I’activité du complexe ULK.
ATG17 FIP200 Substrat d”ULK1/2 impliqué dans la modulation
de I’activité du complexe ULK.
ATG11 - Recrute le complexe au niveau de la structure
pré-autophagosomale.
ATG29 - Recrute d’autres ATG au niveau de la structure
pré-autophagosomale.
ATG31 - Interagit avec ATG17 et ATG29.
- ATG101 Interagit avec ULK1 et ATG13.
Complexe PIBK de VPS34 PIK3C3 (VPS34) Sous-unité catalytique du complexe PI3K.
classe 111 VPS15 PIK3R4  (VPS15, Recrute le complexe PI3K au niveau des
p150) membranes.
ATG6 (VPS30) Beclin 1 Sous-unité du complexe PI3K.
ATG14 ATG14 Recrute le complexe PI3K au niveau de
I’omégasome.
VPS38 UVRAG Sous-unité du complexe PI3K.
- AMBRA 1 Recrute le complexe au niveau du RE.
Autres protéines ATG2 ATG2 Localisé au niveau de ’omégasome.
ATG9 ATG9 Protéine membranaire. Interagit avec ATG2.
ATG18 WIPI11/2/3/4 Localisé au niveau de I’omégasome. Se lie avec
le PI3P.
- DFCP1 Localisé au niveau de I’omégasome. Se lie avec
le PI3P via son domaine FYVE.
- VMP1 Protéine transmembranaire. Interagit avec
Beclin 1.
Etape d’élongation
Systéeme ATG12/ATG5 ATG12 ATG12 Se conjugue avec ATG5, permettant 1’activation
d’ATG3.
ATG7 ATG7 Enzyme ATP-dépendante E1-like permettant la
conjugaison et l’activation d’ATG12 avec
ATGS et d’ATGS avec le PE.
ATG10 ATG10 Enzyme ATP-dépendante E2-like permettant la
conjugaison d’ATGS8 avec le PE.
ATGS ATG5 Se conjugue avec ATG12, permettant
I’activation d’ATG3.
ATG16 ATG16L1/2 Sous-unité du complexe ATG12-ATG5-ATG16
Systeme ATG8-PE ATGS8 LC3A/B/C, Protéine se conjuguant avec le PE. Composant
GABARAP essentiel de la membrane des autophagosomes.
ATG4 ATG4 Protéase permettant le clivage du pré-ATG8 en
ATG8
ATG7 ATG7 Enzyme ATP-dépendante E1-like permettant la
conjugaison et [l’activation d’ATG12 avec
ATGS et d’ATGS avec le PE.
ATG3 ATG3 Enzyme E2-like permettant la conjugaison de

ATGS avec le PE

Tableau 4 : Protéines clés impliquées dans la formation des autophagosomes chez la levure et les

mammiféres.

(adapté de Mizushima, 2011).
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2. Les étapes du processus autophagique
a) Origines des membranes des autophagosomes

Au cours de la derniére décennie, un énorme effort a été fait pour essayer de comprendre comment se
forment les autophagosomes. L'une des questions clés qui reste encore a étre élucidée correspond a
I'identité de la source des membranes qui composent les autophagosomes (Tooze, 2010, Mari, 2011). Le
probléme est que les phagophores, ainsi que les autophagosomes, peuvent étre considérés comme des
organites a part entiére car ils ne possédent aucun biomarqueur des autres compartiments cellulaires. Le
premier organite proposé comme source de membrane aux autophagosomes a é€té le réticulum
endoplasmique, suite a des études de microscopie électronique dans les années 1960s (Arstila, 1968,
Ericsson, 1969). En 2010, le groupe du Dr. J. Lippincott-Schwartz propose la membrane externe des
mitochondries comme source des bicouches lipidiques de 1’autophagosome (Hailey, 2010, McEwan,
2010). En parallele, le laboratoire Dr. D. Rubinztein a reporté que la membrane plasmique contribuait
aussi directement a la formation de la membrane des autophagosomes (Ravikumar, 2010). Deux études
supplémentaires ont permis d’émettre 1’idée que I’appareil de Golgi pouvait également étre une source de
membranes autophagosomales griace au complexe d’exocytose et des vésicules Golgiennes (Bodemann,

2011, Farre, 2011).
b) Initiation de I’autophagosome

Le complexe autophagique d’initiation, directement régulé par quelques kinases comme TORC1 (TOR
kinase complex 1) et AMPK (AMP-activated protein kinase), représente le noyau de la structure pré-
autophagosomale (PAS) et fonctionne en amont de la machinerie autophagique (Noda, 2015, Lin, 2016).
Tous les composants du noyau du PAS sont trés conservés au cours de 1’évolution. Chez les mammiferes,
I’initiation de ’autophagie nécessite le complexe ULK qui est composé de 4 protéines : ULK1/2 (Unc-51-
Like kinase 1/2), FIP200 (FAK family kinase-interacting protein of 200kDa), ATG13 et ATG101
(Suzuki, 2017). En condition physiologique, le complexe ULK est inactif de par sa liaison et de sa
phosphorylation par mTORC1 (Figure 18). En condition de carences, mMTORC1 est inactivé et dissocié du
complexe ULK, libérant ainsi I’activité d’ULK1 et ULK2. Ces derniéres sont des sérine/thréonine kinases
qui, activent, s’auto-phosphorylent et phosphorylent a leur tour les autres membres du complexe initiateur
de I’autophagie Atgl3 et FIP200 pour activer le complexe ULK. Le domaine carboxy-terminal (CTD)
d’ULK1 et ULK2 permet de se lier aux membranes et ainsi de recruter le complexe ULK au niveau du

site de I’initiation de 1’autophagosome (Chan, 2009).
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Figure 19 : Représentation de la régulation du complexe ULK.

En condition physiologique, mTORC1, actif, phosphoryle et séquestre le complexe ULK1-FIP200-ATG13-
ATG101. Lors de carences, AMPK est activéee et inhibe mMTORC1. L’AMPK va aussi s’associer a ULK1 et I’activer
par phosphorylation. ULK1 est une sérine/thréonine kinase qui, active, s’auto-phosphoryle et agit également sur les
autres membres du complexe initiateur de 1’autophagie Atgl3 et FIP200.

C) Le complexe PI3K de classe 111 et omégasome

Le complexe ULK peut ensuite recruter la protéine VPS34 (vacuolar protein sorting 34) au niveau du
site d’initiation de 1’autophagosome (ou complexe Beclin 1) (Russell, 2013). Chez les mammiféres,
VPS34 forme avec 4 autres protéines: Beclin 1, p150, ATG14 et AMBRA 1, un complexe appelé
complexe PI3K de classe Ill. Ce dernier permet la production du phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P)
au niveau du site d’initiation de 1’autophagosome (Dall’Armi, 2013). La formation de PI3P est
indispensable a la poursuite du processus autophagique. En effet, ce lipide permet le recrutement de
protéines se liant au PI3P de la famille des WIPI (WD repeat domain phodpoinositide-interacting protein
1) et de DFCP-1 (Double-FYVE-containing protéine 1) (Dall’Armi, 2013). DFCP1 a été identifiée
comme un effecteur en aval du PI3P via son domaine FYVE. En condition de carences, la protéine
DFCP1 est alors recrutée vers des portions membranaires riches en PI3P spécifiques du RE appelées
omégasomes et qui serviront alors de plateforme pour la formation du phagophore, la double membrane
qui va englober une partie du cytoplasme (Axe, 2008). Le terme omégasome a été donné aux portions du
RE enrichies en PI3P pour leur structure en forme de Q. Ainsi, DFCP1 est un marqueur de I’omégasome
bien que sa fonction n’est pas encore clairement identifiée car ’extinction de cette protéine n’inhibe pas

1’autophagie (Hayashi-Nishino, 2009).

L’¢tude de I’initiation de 1’autophagie peut étre réalisée grace a des inhibiteurs comme la 3-
méthyladénine (3-MA), la wortmannine ou encore le SAR405 qui inhibent I'activité de la PI3K de classe

111 et inhibent donc la formation de l'autophagosome. Ces inhibiteurs sont utilisés comme inhibiteur de
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l'autophagie (Petiot, 2000, Ronan, 2014). L'invalidation de la Becline-1 par siRNA conduit également a
une inhibition de la formation des autophagosomes (Liang, 2008).

d) Elongation de I’autophagosome

Par la suite, un systtme moléculaire permet le recrutement séquentiel de protéines ATG dont la
fonction principale est I’adressage de la protéine LC3 & la membrane du phagophore. 1l s’agit du
complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 dont la sous unité ATG16L1 interagit notamment avec la protéine
WIPI2 qui est recrutée au niveau des régions riches en PI3P du phagophore. Cette étape, liant le complexe
ATG5-ATG12-ATG16L1 a la membrane du phagophore, participe au recrutement de la protéine LC3 par
conjugaison a une molécule, le phosphatidyléthanolamine (PE), qui la stabilise a la surface des
autophagosomes (on parle alors de LC3II) (Morel, 2017). Ces deux systemes, ATG12-ATG5-ATG16L1
et ATG8-PE, servent de marqueurs pour la détection de I’autophagie (Kabeya, 2000, Mizushima, 2001)
(Figure 19).

Systéme de conjugaison LC3-PE Systéme de conjugaison ATG12-ATG5

@ |- ED

LC3-1l p
LC3b- 1 TGS AT
b LC3b-1l
Phagophore Autophagosome * Autolysosome

p Lysosome

Figure 20 : Représentation des deux systemes ubiquitine-like qui régulent la formation de I’autophagosome.

Le premier systéme permet la maturation de LC3 avec son association avec le PE. Le deuxiéme systéme permet la
formation du complexe ATG12-ATG5-ATG16 qui est responsable de ’insertion du complexe LC3-PE au niveau de
la membrane de I’autophagosome.
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Le systeme de conjugaison ATG12-ATG5-ATG16L1 :

La protéine ATG12 posséde une glycine au niveau de sa partie C-terminale qui est la cible des
protéines ATG7 et ATG10 pour permettre sa conjugaison avec ATG5 (Mizushima, 1998). Le complexe
ATG12-ATGS interagit par la suite avec un nouvel acteur, ATG16L, afin de former un complexe. Chez
les mammiféres, ce complexe est principalement localisé au niveau de la membrane externe de

I’autophagosome et se dissocie avant la formation compléte de 1’autophagosome (Mizushima, 2001).

Le systeme de conjugaison LC3-PE :

ATG8 et ses homologues chez les mammiféeres comme LC3, GABARAP et GATE-16
(GABARAPL2) sont des protéines ubiquitines-like qui sont synthétisées en tant que précurseurs avec une
séquence additionnelle au niveau de leur partie C-terminale qui est la cible de la cystéine protéase ATG4
(Kabeya, 2004, Satoo, 2009). La coupure par ATG4 induit la conjugaison de LC3 avec un
phosphadityléthanolamine (PE) grace aux actions successives d’ATG7 et ATG3 (Tanida, 2001). LC3-PE
est retrouvé au niveau de site d’initiation de I’autophagosome et au niveau de 1’autophagosome (Kirisako,
1999). LC3 reste associée de maniére spécifique aux autophagosomes jusqu’a ce qu’ATG4 coupe cette
liaison juste avant la fusion de I’autophagosome avec le lysosome, ou elle sera dégradée. La protéine LC3
est considérée comme un excellent marqueur de 1’autophagie puisque sa quantité est corrélée au nombre

d’autophagosomes (Mizushima, 2004).

Ces deux systémes de conjugaison sont étroitement liés car le complexe ATG12-ATG5-ATG16L
permet la formation du complexe LC3-PE et sa liaison au niveau de 1’autophagosome (Mizushima, 2011).
L’étape d’élongation de I’autophagosome peut étre étudiée par des approches d’invalidation des génes

ATG5, ATG7 ou encore ATG12.
e) Maturation de ’autophagosome

La maturation correspond a la fusion d’un autophagosome avec un lysosome afin d’acquérir les
propriétés et les enzymes nécessaires a la dégradation de son contenu. Les autophagosomes se forment
aléatoirement dans le cytoplasme alors que les endosomes tardifs et les lysosomes sont principalement
périnucléaires. Une fois formés, les autophagosomes doivent atteindre les lysosomes, au niveau du centre
organisateur de microtubules (MTOC), afin de fusionner avec eux et de dégrader leur contenu. Les
dynéines semblent étre essentielles pour le mouvement des autophagosomes (Kimura, 2008, Jahreiss,
2008, Fass, 2006, Kochl, 2006). Alors que chez la levure, cette maturation est présumée s’accomplir en
une étape unique de fusion de I’autophagosome avec la vacuole, chez les mammiféres, elle constitue un
processus séquentiel de fusion avec divers composants de la voie lysosomale (Eskelinen, 2005). Aprés

leur formation, les autophagosomes sont a méme de fusionner avec des endosomes précoces et ainsi
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constituer des amphisomes avant leur fusion avec les lysosomes (Razi, 2009, Metcalf, 2010). Les

autophagosomes peuvent également fusionner entre eux (fusion homotypique) (Jahreiss, 2008).

Une fois que l'autophagosome est arrivé a sa destination, il fusionne avec un lysosome gréace a la
coordination de trois ensembles de familles de protéines : les GTPases Rab, les complexes de fixation a la
membrane et les complexes SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein
receptor) (Ganley, 2013).
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D. Régulation de I'autophagie

1. Régulation par les acides aminés

L’implication de 1’autophagie en réponse a des variations en acides aminés a été découverte bien avant
la machinerie de I’autophagie avec l'identification des génes ATG. En 1977, I’équipe de Schworer a
montré que la perfusion de foies de rat avec un milieu ne contenant pas d’acides aminés induisait
rapidement une augmentation du nombre d’autophagosomes (Mortimore, 1977). L’un des effecteurs clé
de la répression de I’autophagie médiée par les acides aminés est mMTOR (mammalian target of
rapamycin) (lwamaru, 2007). mTOR est une sérine/thréonine kinase extrémement conservée qui est
modulé par différents types de stimuli comme les niveaux en acides aminés, en énergies, en oxygeéne ou

encore en facteurs de croissance.

Le niveau basal d’autophagie est faible dans des conditions physiologiques, il est donc important pour
I’organisme de pouvoir induire I’autophagie pour s’adapter aux conditions de stress ou de carences
nutritionnelles. La protéine mTOR est un inhibiteur central de I’autophagie. En condition physiologique,
les acides aminés intracellulaires activent mTOR qui régule positivement les processus anaboliques et
négativement les processus cataboliques comme 1’autophagie. mTOR, en phosphorylant ULK1 sur les
sérines 638 et 758 et ATG13 sur la sérine 258 (Wong, 2013, Puente, 2016), inhibe le complexe ULK.
Lors d’une carence nutritionnelle, mTOR est inactivé et libére ULK1 qui pourra alors phosphoryler ses
partenaires ainsi que les différentes protéines ATG en aval certains membres du complexe PI3K dont
VPS34, la Bécline 1 et ATG14 permettant ainsi la formation du PI3P nécessaire a la formation des

autophagosomes (Russell, 2013, Antonioli, 2017).

2. Régulation par les facteurs de croissance
a)  Lavoie PI3K/AKT/mTOR

Chez les mammifgres, les voies de signalisation régulant 1’autophagie par les facteurs de croissance
sont différentes de celles induites par les acides aminés, mais convergent toutes vers la protéine mTOR
(Lum, 2005). Les facteurs de croissance comme 1’insuline régulent la protéine mTOR via les PI3K de
classe I. En présence d’insuline, I’autophosphorylation sur les résidus tyrosine du récepteur a 1’insuline
permet le recrutement et la phosphorylation des protéines IRS1 et IRS2 (Insuline Receptor Substrate 1
and 2) (Sun, 1991). Une fois phosphorylées, les protéines IRS servent de point d’ancrage aux molécules
contenant un ou plusieurs domaine(s) SH2 permettant ainsi de propager le signal émanant du récepteur de
I’insuline (Virkamaki, 1999). Les sous-unités régulatrices de la PI3-kinase de classe | comme p85
peuvent se lier a au moins quatre sites contenus dans IRS-1. La PI3K est une enzyme qui phosphoryle les
phosphatidylinositol en position 3 (PI3P). I a été observé que suite a une stimulation avec de I’insuline, le

niveau de PI3P augmentait rapidement dans la cellule. La famille des PI 3-kinases compte quatre classes
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distinctes, nommeées la, Ib, Il et 111 (Sheperd, 1998). La classe 1a serait celle majoritairement recrutée par

la signalisation issue du récepteur de 1’insuline et des protéines IRS (Sheperd, 1998).

La génération de PI3P, par la PI3K de classe I, permet le recrutement a la membrane de la protéine
kinase B (AKT) et son activateur PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase 1), menant a la
phosphorylation et a I’activation d’AKT par PDK1 (Stokoe, 1997). L’intensité de 1’activation de la PI3K
de classe | est régulée négativement par plusieurs protéines. La principale protéine régulatrice est la 3’-
phosphoinositide phosphatase PTEN. En effet, PTEN réverse la production de PI3P menant ainsi a la
diminution de la signalisation en aval d’AKT (Carracedo, 2008). L’activation d’AKT conduit a la
phosphorylation d’une protéine encodée par le géne suppresseur de tumeur TSC2. La phosphorylation de
TSC2 bloque I’interaction de TSC2 avec TSC1 et la formation du complexe TSC1-TSC2 (Manning,
2002) et donc son activité GAP (GTPase activating protein) sur la protéine Rheb (Inoki, 2003). Rheb,
sous sa forme GTP active, peut alors se lier et activer la protéine mTOR et ainsi réguler négativement
I’autophagie (Long, 2005). Lorsque les hormones sont absentes du milieu, mTOR est inactivé et

I’autophagie est induite (Figure 20).

Condition physiologique Carence en facteur de croissance
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Figure 21 : Représentation de la régulation de ’autophagie par les facteurs de croissance.
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b) La voie MAPK/ERK

Outre mTOR, la protéine RAS joue également un role dans la régulation de I’autophagie par les
facteurs de croissance. Les protéines RAS font partie de la famille des GTPases, et jouent un réle
important dans la transmission de signaux extracellulaires provenant des récepteurs membranaires (Bos,
1989). Les protéines RAS jouent un role « d’interrupteur » au sein des voies de signalisation et oscillent
entre deux états : un état actif ou elles sont liées au GTP (Guanosine Tri-Phosphate), ce qui permet
transitoirement ’interaction de RAS avec d’autres molécules intracellulaires effectrices et un état inactif
ou elles sont liées au GDP. Sous leur forme active, les protéines RAS permettent I’activation d’effecteurs

intracellulaires comme Raf-1 ou la PI3K de classe I.

Dans des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF), I’activation de RAS permet I’inhibition de
I’autophagie via la PI3K de classe I mais pas via Raf-1 (Furuta, 2004). En comparaison avec la PI3K,
Raf-1 est un capteur d’acides aminés qui régule positivement 1’autophagie dans des cellules cancéreuses
de colon (Pattingre, 2003). Dans ce contexte, les acides aminés ciblent et inhibent I’activité de Raf-1,
inhibant ainsi les protéines en aval MEK1/2 (Mitogen-activated protein kinase ERK kinase 1/2) et
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) et 1’autophagie. L’absence d’acides aminés réverse
cette inhibition et induit ERK1/2 et I’autophagie. Par conséquent, les deux effecteurs en aval de RAS, la
PI3K de classe | et Raf-1, possédent des actions opposees dans la régulation de 1’autophagie vis-a-vis de

la réponse aux facteurs de croissance ou de I’absence d’acides aminés.

A I’inverse, il a également été montré que 1’autophagie pouvait & son tour réguler la phosphorylation
de la protéine ERK (Martinez-Lopez, 2013). Dans cette étude les auteurs montrent que la présence de
facteurs de croissance permet I’interaction d’ERK et de MEK a la surface des autophagosome. Cette
localisation autophagosomale serait alors requise pour I’activation de la voie ERK/MEK. En effet
I’invalidation des génes ATGS ou ATG7 inhibe la phosphorylation d’ERK, alors que la déplétion
d’ATG4B, qui résulte en ’augmentation de LC3-II, et donc du nombre d’autophagosomes stimule son

activation.

3. Régulation par le niveau d’énergie

Lors d’un stress métabolique, I’activation de I’autophagie est importante pour la survie cellulaire.
Dans les cellules de mammiféres, une diminution du niveau énergétique de la cellule peut étre identifiée
par la protéine kinase AMPK (5’-AMP-activated protein kinase). La protéine AMPK est activée lors
d’une diminution du ratio ATP sur AMP gréce a la protéine kinase LKB1. En condition de stress
énergétique, LKB1 va phosphoryler AMPK pour permettre son activation (Shackelford, 2009) menant a
la phosphorylation et a I’activation du complexe TSC1/2 qui inhibe 1’activité de mTOR via Rheb (Inoki,
2003). L’autophagie induite par I’inhibition de mTOR va conduire a une élévation du niveau d’ATP

intracellulaire grace au recyclage des nutriments (Figure 21).
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Figure 22 : Représentation de la régulation de ’autophagie par les variations d’énergie.

4, Régulation en réponse a un stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique est un compartiment cellulaire clé qui facilite le repliement des protéines
nouvellement synthétisées et qui initie les voies de transports vésiculaires. De nombreux stress du
réticulum meénent a une accumulation de protéines mal repliées. Parmi ces stress, on retrouve les stress
hypoxiques ou oxydatifs, les carences en glucose ou encore les anomalies de glycosylation. Plusieurs
études ont démontré que ces stress du réticulum peuvent activer le processus d’autophagie. En effet, le
knockdown du régulateur Grp78/Bip inhibe la formation des autophagosomes par les différents stress du
réticulum endoplasmique mais n’affecte pas la conversion de LC3-l en LC3-Il. Ceci suggere que le
régulateur Grp78/Bip est un facteur essentiel pour 1’autophagie au niveau de la formation du phagophore
(Li, 2008). D’autres études menées sur les voies de signalisation des UPR ont fourni des informations

complémentaires sur les mécanismes d’induction de I’autophagie en réponse a un stress du RE.

Les voies des UPR impligquent trois acteurs : IRE1, ATF6, et PERK. Ces facteurs sont activés lors
d’une augmentation du niveau de protéines mal repliée et activent la transcription de différents genes
cibles. L’un des genes cibles de IRE1 est JINK (c-Jun N-terminal kinase) qui phosphoryle Bcl2. Cette
phosphorylation va dissocier le complexe Bcl2-Beclin et libérer Beclin, induisant ainsi I’autophagie (Wei,
2008). Cette protéine est également importante pour la conjugaison lipidique de LC3 induit par la
tunicamycine ou par ’accumulation de protéines cytosoliques mal repliées due a une inhibition du
protéasome dans des MEFs ou des cellules cancéreuses (Ding, 2007, Otaga, 2006). D’autres études
menées sur des cellules murines suggérent que la phosphorylation d’elF2a par la kinase PERK est requise

pour I’induction d’autophagie en réponse a 1’expression d’un mutant protéique de la dysferline ou de
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protéines mal repliées (Kouroku, 2007, Fujita, 2007). Ainsi, les voies IRE1-JNK et PERK-eIF2a

semblent jouer un réle important dans I’activation de I’autophagie par les UPR.

5. Régulation en réponse a I’hypoxie

Lors d’une réponse a un stress hypoxique, les cellules subissent des changements rapides afin
d'adapter leur métabolisme et leur expression génétique. Selon la durée ou la sévérité de la privation
d’oxygene, I’hypoxie régule 1’autophagie par différentes voies de signalisation. Lors d’une hypoxie
chronique ou modérée, I’autophagie peut étre induite par les voies HIF-1a et PKC3-JINK1 (Mazure,
2010). Inversement, lors d’une privation d’oxygeéne rapide et sévere, qui est souvent associée a une
restriction en énergie et en glucose, 1’autophagie est induite par des voies HIF-1a indépendante. Ces voies
font appel 8 mTOR (Papandreou, 2008) et aux stress du réticulum endoplasmique (Roushop, 2010)
(Figure 22).

Hypoxie

Autophagie

Figure 23 : Représentation des voies d’induction de ’autophagie par I’hypoxie.

1. La signalisation dépendante de mTOR : I’hypoxie induit une activation de la protéine de stress ATM (ataxia
telangiectasia mutated). ATM va induire I’expression de la protéine REDD1 via le facteur HIF1a. REDD1 séquestre
la protéine 14-3-3, un régulateur négatif du complexe TSC, induisant ainsi une inhibition de mTOR et une activation
de I’autophagie.

2. La signalisation dépendante d’HIFla : le facteur de I'hypoxie HIFlo déclenche l'autophagie en induisant
I’expression de BNIP3. BNIP3 libere la Bécline 1 de Bcl2 par une interaction concurrentielle avec Bcl-2.

3. La signalisation PKC-JNK1: PKC-JNK1 induit l'autophagie par phosphorylation de la protéine BCL-2. Cette
phosphorylation perturbe I'interaction inhibitrice de Bcl2 avec la Bécline 1. La Bécline 1 dissocié interagira avec
Vps34, afin d'améliorer I'activité du complexe PI3K et d'induire I’autophagie (Adapté de Fang, 2015).
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a) L’hypoxie, le facteur HIF et 'autophagie

HIF est un facteur de transcription clé en réponse a ’hypoxie (Brocato, 2014). Cette protéine est un
hétérodimere constituée d’une sous unité o régulée par le niveau d’oxygene et une sous unité . Lors
d’une hypoxie avec une concentration en oxygene inférieure a 5%, la sous unité a dimérise directement
avec la sous unité B permettant ainsi 1’expression de génes et I’induction du métabolisme cellulaire
(Semenza, 2013). Lors d’une hypoxie modérée, le facteur HIF peut également induire la protéine BNIP3
(BCL2 interacting protein 3) qui permet d’empécher la liaison inhibitrice de BCL2 avec Beclin 1 (Zhang,
2008). La transcription de BNIP3 est donc responsable de la formation des autophagosomes en réponse a
un stress hypoxique.

b) L’hypoxie, mTOR et I’autophagie

Lors d’une hypoxie sévere, accompagnée d’une restriction en glucose et en énergie, 1’inhibition de
mTOR joue un réle important dans ’activation de I’autophagie. La protéine REDD1 (protein regulated in
development and DNA damage response 1), également connue sous le nom de DDIT4 (DNA-damage-
inducible transcript 4 protein), est responsable de I’inhibition de mTOR (Wolff, 2011). Dans les cellules
eucaryotes, I’augmentation de I’expression de REDDI1 est suffisante pour inhiber mTOR. En effet,
REDD1 va séquestrer la protéine 14-3-3, un régulateur négatif du complexe TSC. REDD1 permet ainsi
d’empécher la protéine 14-3-3 de se lier a la protéine TSC2 et permettra indirectement d’inhiber la
protéine mTOR (DeJoung, 2008). Cependant, la facon dont REDD1 séquestre la protéine 14-3-3 est
encore inconnue. De plus, I’activation de la protéine d’ATM (ataxia telangiectasia mutated) en cas de
stress hypoxique permettrait la transmission du signal vers mTOR. En effet, dans des fibroblastes
embryonnaires de souris (MEFs) ATM - /-, I’induction de HIF et de REDDI1 est fortement diminuée
(Cam, 2011). Ces résultats démontrent que la protéine ATM est impliquée dans le lien entre REDD1 et le
complexe TSC de la voie mTOR.

c) L’hypoxie, le complexe PKCo-JNK1 et ’autophagie

Dans les premiéres étapes du stress hypoxique, la protéine kinase C (PKC) est activée et promeut
I’autophagie en induisant la phosphorylation inhibitrice de BCL2 par la kinase JNK1 (cJun-N-terminal
kinase 1) (Chen, 2008, Cho, 2009). PKC est une sérine thréonine kinase qui régule beaucoup de processus

cellulaires comme la mort cellulaire, la prolifération et la survie.
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F.  Roles physiologiques de I'autophagie

1.

Développement : embryogénese et morphogénese

Initialement, les études génétiques d’invalidation des génes ATG dans les eucaryotes inférieurs ont

révélé un réle essentiel de l'autophagie dans les processus de différenciation et dans le développement

(Mizushima, 2010). Ces dernieres années, les analyses des modeles knockout des génes ATG chez la

souris ont conduit a une explosion de connaissances sur les fonctions de l'autophagie chez les

mammiferes (Tableau 5).

Geénes

Phénotypes

Références bibliographiques

ATG3”, ATG5,
ATG7",  ATGY',
ATG16L1"

Beclin 17

FIP200"-

Ambragyet

ULK17

ATG4c”
MAP1LC3"

GABARAP”

Mort néonatale accompagnée d’une diminution du niveau
d’acides aminés et d’un défaut d’allaitement.

Mort embryonnaire précoce (les souris hétérozygotes
présentent une augmentation du taux de tumeurs
spontanées)

Mort embryonnaire en fin de gestation associée a une
insuffisance cardiaque et un défaut du développement

hépatique

Mort embryonnaire en fin de gestation associée a un
défaut du développement du tube neural et une
hyperprolifération des tissus neuraux

Augmentation du nombre de réticulocytes avec des
défauts d’élimination des mitochondries

Viable, fertile
Phénotype normal

Phénotype normal

Komatsu, 2005, Kuma, 2004, Saitoh,
2008, Saitoh, 2009, Sou, 2008

Qu, 2003, Yue, 2003

Gan, 2006

Fimia, 2007

Kundu, 2008

Marifio, 2007
Cann, 2008

O’Sullivan, 2005

Tableau 5 : Phénotypes de I’invalidation de génes de I’autophagie dans des modéles murins.

(Mizushima, 2010)

L’autophagie, qu’elle soit basale ou induite, est un mécanisme indispensable tout au long de la vie

d’un organisme des premiers stades développementaux a sa mort. La suppression de 1’expression d’un

grand nombre de génes essentiels a la conduite de ’autophagie est, a I’échelle de 1’organisme, dans la

majorité des cas, incompatible avec la vie. Du fait de la mort précoce des animaux, il est impossible de

déterminer I’implication des processus autophagiques dans le développement et la fonctionnalité des

différents tissus de 1’organisme. Pour cela, de nombreux modéles murins d’invalidation tissu-spécifique

de génes de I’autophagie ont été générés (Tableau 6).
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Modéle murin

Tissu cible

Phénotype

Référence biblio.

ATG5FF,
ATGT7FF, Nestin-Cre

FIP200FF, Nestin-Cre

ATG5FF,
ATG5FF, Pcp2-Cre
ATG5FF,
ATGTFF,
ATGT7FF, Alb-Cre

ATG5FF, MCL2v-Cre
ATG5FF, MerCreMer

ATG5FF, HSA-Cre

ATG5FF, Mlc1-Cre

ATGT7FF, Ap2-Cre

ATG5FF EL-Cre

ATGT7FF, Rip-Cre

ATG5FF, Zp3-Cre

ATG5FF,
ATGT7FF, Lck-Cre

ATG5FF, CD19-Cre

ATG7FF, Vav-Cre

ATG5FF, CD11c-Cre

Nestin-Cre ;

Pcp2-Cre ;

Mx1-Cre ;
Mx1-Cre;

Lck-Cre ;

Cellules neuronales

Cellules neuronales

Cellules de Purkinje

Hépatocytes

Cardiomyocytes
Cardiomyocytes

Muscle squelettique

Muscle squelettique

Adipocytes

Cellules acinaires

pancréatiques

Cellules B du pancréas

Ovocytes

Lymphocytes T

Lymphocytes B

Cellules
hématopoiétiques

Cellules dendritiques

Neurodégénérescence accompagnée
d’une accumulation d’ubuquitine et de
p62.
Neurodégénérescence accompagnée
d’une accumulation d’ubiquitine de p62
et de mitochondries.

Dégénérescence axonale accompagnée
d’une accumulation de p62.

Rupture hépatique accompagnée d’une
accumulation d’ubiquitine, de p62 et de
mitochondries.

Relativement normal.

Hypertrophie cardiaque accompagnée
d’une accumulation d’ubiquitine, de

p62 et de mitochondries.

Atrophie des fibres musculaires
accompagnée d’une  accumulation
d’ubiquitine et de p62.

Atrophie et faiblesse

musculaire accompagnée d’une
accumulation d’uiquitine, de p62 et de
mitochondries.

Diminution de
blanche,

accompagné d’une accumulation de p62

la masse adipeuse
résistance a  1’obésité
et de mitochondries.

Pas de phénotype anormal.

Fonction et masse des cellules B

altérées accompagnées d’une
accumulation d’ubiquitine, de p62 et de
mitochondries.

Mort embryonnaire au stade 4-8
cellules.

Diminution du nombre de lymphocytes
T accompagnée d’une augmentation de
mitochondries.

Diminution du nombre de lymphocytes
B.

Anémie sévere, Lymphopénie (cellules
BetT).

Mort suite a une infection virale.

Hara, 2006, Komatsu, 2006

Liang, 2010

Komatsu, 2007, Nishiyama,
2007
Komatsu, 2005

Nakai, 2007
Nakai, 2007

Raben, 2008

Masiero, 2009

Singh, 2009, Zhang, 2009

Hashimoto, 2008

Ebato, 2008, Jung, 2008

Tsukamoto, 2008

Pua, 2009, Stephenson, 2009

Miller, 2008

Mortensen, 2010

Lee, 2010

Tableau 6 : Phénotypes de I’invalidation de génes tissu-spécifique dans des modeles murins.
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2. L’autophagie dans le systeme hématopoiétique

Comme évoqué précédemment, le systeme hématopoiétique est basé sur les cellules souches
hématopoiétique (CSH) qui sont caractérisées par un état combinant un potentiel de quiescence, des
propriétés d’auto-renouvellement et qui ont la capacité a donner plusieurs lignées. De récentes études sur
des animaux transgéniques ont déterminé I’importance de 1’autophagie dans le maintien de la capacité
d’auto-renouvellement des CSH. Ainsi, [D’ablation conditionnelle d’ATG7 dans le systéme
hématopoiétique des souris (Vav-ATG7 ") cause une sévere déficience dans la capacité d’auto-
renouvellement. Ceci a été démontrée in vitro par la perte de la facultée des cellules a former des colonies
secondaires dans des essais de clonogénie, et, in vivo, par une diminution de la population de CSH et
I’incapacité de ces cellules a reconstituer un Ssysteme hématopoiétique dans des souris irradiées
(Mortensen, 2011). Ceci a été confirmé par I’inhibition de 1’autophagie avec de la 3MA (3-
méthyladénine), un inhibiteur de VPS34, ou un shRNA dirigé contre ATG5 (Salemi, 2012). Des
dysfonctionnements de 1’autophagie semblent également affecter la différenciation des CSH en cellules
matures du sang. En effet, les souris ATG7- présentent une réduction du nombre de progéniteurs
lymphoides et myéloides accompagnée d’un déficit en cellules T, cellules B et cellules NK dans le
systeme sanguin périphérique (Mortensen, 2011). D’autres études ont montré qu’une déplétion de
FIP200 dans des CSH menait a une mortalité périnatale et une sévére anémie. FIP200 a été retrouvé

important dans la maintenance et les fonctions des CSH feetale (Liu, 2010).

L’autophagie est également importante dans la protection des CSH en réponse a des stress pro-
apoptotique, comme les restrictions caloriques ou les carences en cytokines, grace au facteur de
transcription FoxO3 (Forkhead box O3) (Warr, 2013). Ce facteur est connu pour permettre la
transcription de différents genes de I’autophagie comme LC3b, Atgl2, Atgdb, Ulk2, Vps34 et Beclin 1
(van der Vos, 2012, Warr, 2013). Un autre mécanisme impliqué dans 1’induction de 1’autophagie par
FoxO3 est basé sur la capacité des radicaux libres oxygénés a activer les facteurs FoxO qui en augmentant
les niveaux de sestrin, permettent une inhibition de mTOR par la voie AMPK et donc conduisent a une
inhibition de I’autophagie (Lee, 2010).
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G. Autophagie et hémopathies malignes

1. Généralités sur I'autophagie et les cancers

L’autophagie est un processus cellulaire essentiel dont le role a beaucoup été étudié dans le
développement et la progression tumorale ainsi que dans la réponse aux thérapies anti-cancéreuses.
Néanmoins, le role de I’autophagie dans ces processus est compliqué et peut avoir des réles opposées sur
I’évolution de la tumeur selon les stades de la tumorigénése (Joffre, 2017). Différentes études ont montré
que I’invalidation de génes impliqués dans 1’autophagie peut augmenter ou prévenir la mort des cellules

cancéreuses (White, 2009).

Cependant, les deux facettes de 1’autophagie peuvent étre comprises si 1’on disséque ses roles au cours
des différentes étapes de la tumorigéneése. A I’état physiologique, 1’autophagie basale peut prévenir
I’initiation des cancers, fonctionnant comme un mécanisme suppresseur de tumeur. Cette autophagie
suppresseur de tumeur permet par exemple d’éliminer les organites endommagés, comme les
mitochondries produisant une quantité plus importante de radicaux libres oxygénés. Ceci protége les
cellules contre une possible instabilité génomique ou une inflammation, empéchant ainsi la tumorigénése
(Mathew, 2007, Mathew, 2009). En revanche, lorsque la tumeur est établie, I’autophagie peut fonctionner
comme un mécanisme pro-tumoral. De plus, I’autophagie est retrouvée augmentée lorsque les cellules
cancéreuses sont confrontées a un stress comme une carence en énergie ou en facteurs de croissance, des
dommages a I’ADN, I’hypoxie ou encore des thérapies anti-cancéreuses (chimiothérapies, radiothérapies)
(Thorburn, 2014).

2. Un acteur suppresseur de tumeur

Un des premiers mécanismes anti-tumoraux décrits correspond au processus autophagique induisant
de la mort cellulaire. Des études morphologiques ont mis en évidence une accumulation
d’autophagosomes dans les cellules sur le point de mourir (Schweichel, 1973). Ces observations ont
permis de lier ’autophagie a un processus de mort cellulaire indépendant de 1’apoptose, appelé mort
cellulaire programmée de type Il (Clarke, 1990). Le r6le de suppresseur de tumeur de I’autophagie a été
validé avec la découverte et la caractérisation des protéines ATG trouvés déplétées dans plusieurs types
de cancers. C’est le cas de la Bécline 1 qui fut la premiére a étre proposée comme un gene suppresseur de
tumeur car sa délétion allélique est observée dans une grande proportion de cancers du sein, de 1’ovaire et
de la prostate (Saito, 1993, Aita, 1999).

L'inflammation chronique représente un avantage pour la tumeur puisqu'une part importante du
processus inflammatoire intervient dans la tumorigénese. L'autophagie a été proposée comme un
meécanisme pouvant freiner ce processus inflammatoire par différents mécanismes. En effet, dans des
tumeurs dépourvues d'autophagie une inflammation accrue et de la nécrose sont observés. Dans les

polynucléaires neutrophiles, 1’activation de 1’autophagie est associée a une mort cellulaire, menant a une
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diminution de I’inflammation ainsi qu’a la multiplication des cellules cancéreuses (Mihalache, 2011). Un
autre mécanisme expliquant le role tumeur suppresseur de 1’autophagie, est que celle-ci a été décrite
comme impliquée dans la libération de la protéine « puromycin-senstive aminopeptidase epitope ». Cette
protéine permet la formation d’un épitope qui mime un antigéne associé aux tumeurs et qui pourra alors
étre reconnu par les cellules T cytotoxiques entrainant ainsi la lyse des cellules cancéreuses (Demachi-
Okamura, 2012).

L’autophagie est également impliquée dans la modulation des stress oxydatifs et dans la protection de
I’intégrité du génome. Des études d’invalidation génétique de ATG5 et de la Bécline 1 ont permis de
montrer une réponse accrue aux dommages a I’ADN ainsi qu’une baisse de la survie des souris
génétiquement modifiées en réponse a un stress métabolique. La perte de fonction de la protéine Bécline
1 est également associée a une instabilité génomique menant a une aneuploidie (Mathew, 2007). Les
propriétés anti-tumorales de [’autophagie permettent donc de limiter les dommages a I’ADN,
I’aneuploidie et I’instabilité génomique. L'autophagie a été identifiée comme un nouveau mécanisme
effecteur de la sénescence, important pour le recyclage des protéines nécessaires pour effectuer la
transition d'un état prolifératif a un état sénescent, permettant ainsi la prolifération de cellules anormales
(Young, 2009).

3. Un acteur pro-tumoral

En plus de son role suppresseur de tumeur, I’autophagie est également décrite pour jouer un réle
majeur dans la survie des cellules cancéreuses en réponse a un stress. Par exemple, I’induction de
I’autophagie dans des cellules ou 1’apoptose a été inactivée lors de carences promeut la survie des cellules
en réponse a une carence en facteur de croissance (Boya, 2005). Inversement, I’invalidation génétique de
I’autophagie, indirectement par 1’activation constitutive de la voie PI3K ou directement par 1’utilisation
de siRNA contre les ATG (Bécline 1, ATGS3, etc), empéche la survie des cellules cancéreuses lors d’un
stress métabolique méme quand 1’apoptose est inactivée (Lum, 2005, Karantza-Wadsworth, 2007). Ainsi,
I’autophagie confere aux cellules cancéreuses une grande tolérance aux stress cellulaires tels que le stress

métabolique, les carences énergétiques ou I’hypoxie.

Lors de carences énergétiques, des études ont montré que les cellules cancéreuses produisent des ROS,
ROS décrits comme pouvant activer I’autophagie (Li, 2013). La production de ROS permettrait
I’activation de la voie AMPK et donc I’inhibition de mTOR et par conséquent conduirait a I’activation de
I’autophagie (Li, 2013). Dans un microenvironnement hypoxique, les cellules tumorales ont besoin de
trouver des sources d’énergie alternatives. Des études ont montré que les cellules cancéreuses peuvent
activer le processus d’autophagie pour leur permettre de proliférer. Cette autophagie peut étre induite par
le facteur HIF-1a (Nelson, 2004) et par la voie AMPK (Papandreou, 2008). En plus de ces deux voies,

des miRNAs ont également été décrits dans la régulation de I’autophagie lors d’un stress hypoxique.
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L’un de ces mi-RNA correspond au mir-376b dont les cibles sont ATG4c et la Bécline 1 (Korkmaz,
2012).

4, L’autophagie dans les leucémies myéloides

L’autophagie est un acteur important dans la progression des hémopathies myéloides (Jacquel, 2017).
Considérant son role essentiel dans la survie et 1’homéostasie cellulaire en condition de stress, il est
logique de penser que 1’autophagie peut atténuer 1’action cytotoxique des thérapies anti-cancéreuses et
ainsi représenter un mécanisme de résistance dans le traitement des leucémies. L’autophagie apparait
donc comme une cible thérapeutique intéressante pour améliorer 1’action des thérapies utilisées
couramment. Cependant, selon le contexte, 1’autophagie peut comme dans les autres types de cancers étre

également associée a de la mort cellulaire dans les hémopathies malignes.

a) L’autophagie dans la leucémie myéloide chronique

La leucémie myéloide chronigue est une pathologie caractérisée par une prolifération augmentée de
cellules my¢éloides matures dans le sang périphérique. Cette maladie est liée a 1’apparition d’un
chromosome de fusion, le chromosome de Philadelphie, qui code pour une protéine kinase appelée
BCR/ABL responsable de la prolifération des cellules myéloides. Cette protéine est une cible
thérapeutique intéressante dans les LMC. Les inhibiteurs de tyrosines kinases, comme 1’Imatinib, sont
développés pour inhiber I’activité tyrosine kinase d’oncogenes comme BCR/ABL. Ces inhibiteurs sont
tres largement utilisés pour traiter les patients mais des résistances et des rechutes peuvent apparaitre suite
a I’utilisation de ces traitements. Des études ont montré que 1’Imatinib induisait de 1’apoptose dans les
cellules exprimant BCR/ABL, mais également de 1’autophagie due au stress du réticulum induit par le
traitement. Cette autophagie induite inhiberait 1’effet cytotoxique induit par 1’Imatinib (Bellodi, 2009).
Suite a ces études, la notion d’utilisation d’inhibiteurs de I’autophagie en combinaison avec un traitement
induisant de I’autophagie cytoprotectrice a fait son apparition (Salomoni, 2009). D’autres études ont
confirmé ces observations avec I’invalidation génétique de I’autophagie (siRNA ATG3) ou d’inhibiteur
de I’autophagie, montrant ainsi 1’effet bénéfique des inhibiteurs de tyrosine kinase avec les inhibiteurs de
I’autophagie (Altman, 2011, Calabretta, 2011).

Contrairement a ces effets, on observe également des effets cytotoxiques de 1’autophagie en réponse a
des traitements dans les cellules exprimant BCR/ABL. C’est le cas pour I’inhibiteur de tyrosine kinase, le
Lapatinib, qui induit de I’apoptose et de la mort cellulaire médiée par I’autophagie dans les cellules K562.
Cette mort cellulaire est d’ailleurs diminuée avec 1’utilisation d’inhibiteur de I’autophagie ou 1’utilisation

de knockdown pour la Bécline 1, ATG5 ou ATG7 (Huang, 2011) (tableau 7).
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Drogue Cible Type d’autophagie Mort cellulaire Référence biblio.

Imatinib BCR/ABL Cytoprotectrice Combinaison avec un (Bellodi, 2009)

inhibiteur de 1’autophagie

SAHA Histone désacétylase  Cytoprotectrice Combinaison avec un (Carew, 2007)
(suberoylanilide inhibiteur de 1’autophagie

hydroxamic acid)

OSI-027 mTOR Cytoprotectrice Combinaison avec un (Carayol, 2010)

inhibiteur de I’autophagie

Perifosine Protéine kinase B Cytoprotectrice Combinaison avec un (Tong, 2012)

inhibiteur de I’autophagie

Lapatinib Epidermal  Growth Cytotoxique Apoptose et autophagie (Huang, 2011)
Factor (EGFR)

Resveratrol INK/AMPK/mTOR Cytotoxique Apoptose et autophagie (Puissant, 2010)

Arsenic trioxide Cytotoxique Apoptose et autophagie (Goussetis, 2012)

Tableau 7 : Traitements induisant ’autophagie dans les leucémies myéloides chroniques.
b) L’autophagie dans les leucémies aigués myéloides

Les leucémies aigués myéloides (LAM) correspondent a un ensemble de pathologies caractérisées par
une accumulation dans la moelle et le sang périphérique de progéniteurs hématopoiétiques ayant perdu
leur capacité a se différencier. Les chimiothérapies couramment utilisées pour traiter les patients atteints
sont basées sur la combinaison entre une anthracycline et de la cytarabine. Des études ont montré que la
cytarabine induit une autophagie cytoprotectrice via I’activation de la voie mTOR dans des cellules
primaires et des lignées cellulaires de LAM (Bosnjak, 2014). L’inhibition de cette autophagie par un
inhibiteur comme la Bafilomycine Al et la chloroquine ou par I’invalidation génétique d’ATG7 améliore
I’effet cytotoxique de la cytarabine dans les cellules de LAM (Palmeira-dos-Santos, 2014, Sumitomo,
2016). L’autophagie cytoprotectrice est également stimulée par le traitement anthracycline/cytarabine
dans cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse. Une invalidation génétique d’ATG7
dans ces cellules stromales et les cellules de LAM permet une meilleure action de ces agents cytotoxiques
comparée a I’inhibition de 1’autophagie dans les cellules de LAM uniquement (Piya, 2016). D’autres
études ont identifié la protéine S100A8 (membrane de la famille de protéine fixant le calcium S100)
comme un acteur important dans les mécanismes d’induction de 1’autophagie cytoprotectrice. La protéine
S100A8 est surexprimée dans les cellules chimiorésistantes et interagit directement avec la Bécline 1 pour
activer le processus d’autophagie. L’invalidation de S100A8 bloque I’autophagie et améliore la sensibilité

des cellules leucémiques en réponse aux anthracyclines (Yang, 2014).
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Les statines appartiennent a une autre classe d’agents anti-leucémiques qui sont en train d’étre évalués
en essais cliniques en combinaison avec des chimiothérapies conventionnelles utilisées dans les LAM.
Les statines sont des inhibiteurs d’une enzyme clé dans la synthése du cholestérol intracellulaire, la 3-
hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (Hartwell, 2013). La diminution du taux de cholestérol
intracellulaire induit un effet cytostatique sur les cellules leucémiques et active une autophagie
cytoprotectrice (Hartwell, 2013). Dans ce contexte, 1’inhibition de 1’autophagie potentialise 1’effet anti-
leucémique des statines (Vilimanovich, 2015).

Le dasatinib qui est un multi-inhibiteur de tyrosine kinase (principalement décrit pour inhiber
BCR/ABL) a été décrit comme pouvant induire la différenciation cellulaire myéloide des cellules de
LAM via I’induction de ’autophagie. L’utilisation d’inhibiteurs de 1’autophagie comme la 3MA (3-
méthyladénine) inhibe ce processus de différenciation alors que I’utilisation d’activateurs de 1’autophagie
comme la rapamycine le renforce (Xie, 2014). Un exemple d’autophagie cytotoxique dans les LAM
APO866, un

phosphoribosyltransferase, qui tue les cellules primaires de LAM indépendamment de la voie des

correspond & l’utilisation de [I’inhibiteur inhibiteur du nicotinamide

caspases. L’utilisation d’inhibiteurs de I’autophagie comme la 3MA ou la bafilomycine A1 empéche cette

mort cellulaire (Nahimana, 2014) (tableau 8).

Drogue Cible Type d’autophagie Mort cellulaire Réference biblio.
Cytarabine Analogue Cytoprotectrice Combinaison avec un (Bosnjak, 2014)
nucléosidique de la inhibiteur de I’autophagie
pyrimidine
Statines 3-hydroxy-3- Cytoprotectrice Combinaison avec un (Hartwell, 2013)

methylglutaryl-

inhibiteur de I’autophagie

coenzyme A
Daunorubicine Intercalant de ’ADN  Cytoprotectrice Combinaison avec un (Han, 2011)
inhibiteur de I’autophagie
Dasatinib Tyrosine kinase Différenciation cellulaire (Xie, 2014)
APO866 nicotinamide Cytotoxique Autophagie (Ginet, 2014)
phosphoribosyl-
transferase

Tableau 8 : Traitements induisant I’autophagie dans les leucémies aigués myéloides.
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c) Conclusions sur le réle cytoproctecteur ou cytotoxique de
I'autophagie en réponse aux traitements

L’ensemble des données présentées précédemment améne & une conclusion : le réle de ’autophagie en
réponse aux traitements utilisés dans les leucémies peut étre trés variable. L’autophagie peut protéger les
cellules cancéreuses des traitements anti-leucémiques et parfois, I’autophagie est requise pour 1’efficacité
des thérapies. Ces différentes formes d’autophagie sont différentes selon le contexte, que ce soit en
fonction des agents utilisés, des cellules cancéreuses ciblées mais aussi du sous type de LAM étudié. De
plus, rien n’est connu sur la réponse autophagique en fonction de I’expression de FLT3-ITD ou FLT3
sauvage dans les LAM. De nombreux essais cliniques visent a inhiber 1’autophagie. Pour le moment,
uniquement la chloroquine ou I’hydroxychloroquine peuvent étre utilisé en clinique chez I’homme mais
ces inhibiteurs ne sont pas spécifiques du processus autophagique. C’est pour cela que les industries
pharmaceutiques développent des inhibiteurs de genes clés de 1’autophagie, comme le SAR405 qui cible
VPS34, qui sont en développement préclinique. Cependant, il est difficile de prévoir quelle forme
d’autophagie sera induite lors de I’utilisation d’un traitement en clinique. En conclusion, il se peut que les
essais cliniques actuels soient basés sur des informations insuffisantes sur les formes d'autophagie qui
pourraient étre induites par la thérapie conventionnelle. De plus, concernant les résultats des essais
cliniques en cours, qu'il s'agisse de réussite ou d'échec, ils doivent étre consolidés par I’analyse et

I’identification des formes d’autophagie induites par les thérapies.
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H.  Les outils pour monitorer I’autophagie

Les études de I’autophagie ont toujours été confrontées a un probleme majeur : il s’agit d’un processus
complexe, dynamique qui doit étre analysé avec des mesures statiques. Son étude nécessite donc
I’utilisation de plusieurs approches afin de pouvoir réellement tirer des conclusions dans un mod¢le donné

(Mizushima, 2010, Klionsky, 2012).

1. Les modulateurs de I'autophagie

On s'intéresse de plus en plus aux modulateurs de I'autophagie, non seulement a des fins de recherche,
mais aussi a des fins thérapeutiques potentielles (Figure 23). Il existe plusieurs méthodes différentes pour
activer l'autophagie, mais elles manquent de spécificité. L’inducteur physiologique le plus connu de
l'autophagie est la condition de carence en acides aminés. Une autre approche pour activer l'autophagie
consiste @ moduler les voies de signalisation régulant 1’autophagie. La meilleure cible est mTOR, avec la

rapamycine ou la torine-1, qui est un puissant suppresseur de l'autophagie.

Starvation

Rapamycine Bafilomycine A1

Chloroquine

mTOR J_
Initiation I Elongation ! ; i

et nucléation |I et fermeture i Degradation
| |

Phagophore | Autophagosome | Autolysosome
| |
| |
| |
| |

 — /:/

siRNA gene ATG | \/

Inhibiteurs VPS34

Figure 24 : Différents modulateurs de ’autophagie.

L’autophagie peut étre activée par une carence en acides aminés (milieux EBSS) ou par des inhibiteurs de la voie
mTOR (rapamycine, torine-1). Au contraire, elle peut étre inhibée par des inhibiteurs de 1’autophagie précoce
(inhibiteurs de la voie PI3K, la 3MA ou le SAR405) ou tardif (chloroquine, bafilomycine Al) et par des
invalidations des différents génes de ’autophagie ATG.
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Comme la formation d'autophagosome nécessite 1’activité de la PI13-kinase de classe Il1l, VPS34, lI'une
des approches pharmacologiques les plus couramment utilisée pour inhiber I'autophagie in vitro implique
I'utilisation d'inhibiteurs de la PI3-kinase tels que la wortmanine, LY294002 ou la 3MA (Blommaart,
1997). Récemment, un autre inhibiteur plus spécifiqgue de VPS34, le SAR405, a été décrit comme
prometteur pour 1’utilisation clinique de I’inhibition de ’autophagie (Ronan, 2014, Pasquier, 2015). Ces
approches permettent d’inhiber le processus d’autophagie a des étapes précoces, mais il existe également
des inhibiteurs permettant d’inhiber 1’autophagie a des étapes plus tardives. C’est le cas de la chloroquine
et de la bafilomycine Al qui altérent le pH lysosomal ou qui bloquent la fusion d'autophagosomes avec
des lysosomes. En plus des inhibiteurs pharmacologiques, une inhibition plus spécifique de la voie

d'autophagie peut étre obtenue par I’invalidation de différents génes ATG.

2. Les techniques d’imagerie
a) La microscopie électronique

L'autophagie a été initialement détectée dans les années 1950 par des techniques de microscopie
électronique. La dégradation de parties du cytoplasme séquestrées par le phagophore (une structure en
double membrane sans ribosome), qui évolue en autophagosome (vésicule possédant également une
double membrane sans ribosome) est la caractéristique de l'autophagie. Les autophagosomes renferment
souvent des organites intracellulaires tels que les mitochondries et des fragments du réticulum
endoplasmique (Figure 24). Tl est donc facile d’identifier les autophagosomes ainsi que les organites qui y
sont séquestrés. Cependant, la distinction des autolysosomes des autres compartiments cellulaires est
souvent plus difficile.
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Figure 25 : Analyse par microscopie électronique de fibroblastes embryonnaires de souris sans nourriture.

Les fleches indiquent les autophagosomes et les fleches doubles indiquent les autolysosomes (Mizushima, 2010).

Les autolysosomes sont des vésicules générées par la fusion d'un autophagosome et d'un lysosome, qui
a une seule membrane et qui contient des matériaux cytoplasmiques a divers stades de dégradation
(Figure 24). L'utilisation de la microscopie électronique est une méthode valable et sure & la fois pour
I'analyse qualitative et quantitative des changements des diverses structures autophagiques qui se forment
séquentiellement, le phagophore et l'autophagosome et 1’autolysosome méme si ce dernier est plus
difficile a distinguer.

b) La microscopie a fluorescence

Comme décrit précédemment, la protéine LC3 est un marqueur de la surface des autophagosomes.
Malgré le fait qu’elle posséde 4 isoformes, la protéine LC3B est la plus couramment utilisée pour
monitorer 1’autophagie. Il est possible d’utiliser des anticorps ciblant LC3B ou des constructions de LC3
couplée a la GFP (green fluorescent protein) pour suivre les points représentant les autophagosomes par
microscopie a fluorescence. L’avantage de ces approches est qu’elles sont plus simples a mettre en ceuvre
que la microscopie électronique, mais les structures et les différences entre les vésicules d’autophagie
sont plus difficiles a déterminer. En revanche, pour différencier les autophagosomes des autolysosomes, il
est possible d’utiliser des doubles sondes fluorescentes GFP-RFP-LC3. Ces constructions exploitent la
caractéristique que la GFP est neutralisée a pH acide dans les lysosomes. Ainsi cette double sonde émettra
un signal jaune (GFP+RFP) dans les autophagosomes et un signal rouge (RFP) dans les autolysosomes.

Lorsque le flux est augmenté, les points jaunes et rouges le sont également (Figure 25).

100 nM bafilomycin A,

Figure 26 : Visualisation des vésicules d’autophagie avec la sonde GFP-RFP-LC3 par microscopie a
fluorescence.

A gauche : condition physiologique, au milieu : carence des cellules, a droite : traitement bafilomycine Al seul. Les
points jaunes (autophagosomes) et rouges (autolysosomes) augmentent dans le panneau du milieu, alors que la
plupart des points dans le panneau de droite sont jaunes (autophagosomes) (Mizushima, 2010).
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3. L’étude du flux autophagique

Les méthodes décrites ci-dessus sont utiles pour évaluer le nombre d'autophagosomes cellulaires, ce
qui n’est pas toujours un indicateur du niveau d'activité autophagique cellulaire. Le flux autophagique
désigne le processus complet d'autophagie, c’est a dire de la formation des autophagosomes jusqu’a la
fusion avec le lysosome et donc a la dégradation du matériel séquestré. Ainsi, lI'augmentation du taux de
LC3 (LC3-I1) modifiée par la phosphatidyléthanolamine ou méme l'apparition d'autophagosomes ne sont
pas des mesures du flux autophagique en soi, mais peuvent refléter I'induction de l'autophagie et / ou
I'inhibition de I'élimination des autophagosomes. Ce dernier point peut se produire s'il y a un défaut de

fusion entre 1’autophagosome et le lysosome.

L'une des principales méthodes utilisées pour mesurer le flux autophagique est le suivi du
renouvellement de la protéine LC3. Cette protéine est présente sous deux formes: la forme LC3-I
présente dans le cytoplasme et la forme LC3-I1 qui est liée au phosphatidyléthanolamine et qui est présent
a la surface de I’autophagosome. La mesure du flux autophagique est basée sur I'observation que LC3-11
est dégradée dans les autolysosomes. Le flux autophagique peut étre mesuré en inhibant cette dégradation
en présence et en l'absence de traitements inhibant la dégradation de LC3 ce qui va conduire a son
accumulation. L’inhibition de la dégradation lysosomale peut étre obtenue en utilisant des inhibiteurs de
protéases (I’E64d et la pepstatine A), des inhibiteurs tels que la bafilomycine A1, qui empéche la fusion
du lysosome avec 1’autophagosome ainsi que de son acidification, ou la chloroquine qui altérent le pH
lysosomique ou qui bloquent la fusion d'autophagosomes avec des lysosomes. L’utilisation de ces
inhibiteurs nous permettent donc de quantifier les différences dans la quantité de LC3-1l entre les
échantillons en présence et en I'absence d'inhibiteurs lysosomaux et représentant ainsi la quantité de LC3
qui est délivrée aux lysosomes pour sa dégradation. Et donc d’évaluer si la biogénése des
autophagosomes est stimulée ou pas. Par exemple, les niveaux de LC3-1l sont augmentés par traitement
avec la chloroquine méme dans des conditions physiologiques (comparer les colonnes 1 et 2, Figure 26).
Cependant, la différence des niveaux de LC3-Il en présence et en absence de chloroquine est plus
importante dans les conditions de carences (comparer les voies 3 et 4, Figure 26), ce qui indique que le

flux autophagique augmente pendant la carence.

Starvation - - + +
Chloroquine - + -
LC3-I
sl — —
1 2 3 4

Figure 27 : Etude du flux autophagique par western blot.

La condition de carence en présence de chloroquine (colonne 4) montre une quantité de LC3-Il plus importante
qu’en condition physiologique en présence de chloroquine (colonne 2) traduisant une augmentation du flux
autophagique en condition de carence (Mizushima, 2010).
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Cette méthode peut également étre appliquée en imagerie dans des études de flux par microscopie a
fluorescence ou par microscopie électronique. Cependant, ce n’est plus le niveau de LC3-II que 1’on
compare entre les différentes conditions sous chloroquine ou bafilomycine Al, mais les vésicules

d’autophagie.
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V. Contexte scientifique et présentation des études

Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des hémopathies malignes caractérisées par une
accumulation dans la moelle et le sang de progéniteurs hématopoiétiques, appelés blastes, bloqués a un
stade de leur différenciation. Le géne FLT3 est I'un des génes les plus ciblés par des mutations
activatrices qui sont retrouvées dans environ 30% des LAM (Kindler, 2010). La principale mutation de
FLT3 identifiée dans les LAM correspond a la mutation ITD (Internal Tandem Duplication) et est
présente dans 20-25% des cas. De plus elle est associée a un mauvais pronostic chez les patients atteints
de LAM a caryotype normal. FLT3 une donc une cible thérapeutique intéressante dans le traitement des
LAM. Actuellement, des inhibiteurs pharmacologiques ciblant FLT3, comme I’AC220 (quizartinib) ou la
midostaurine, ont été élaborés et sont en cours d’étude clinique (Pratz, 2017). Cependant, des évidences
clinigues suggérent que la cellule met en place différents mécanismes de résistance comme des mutations
secondaires dans le domaine tyrosine kinase comme la mutation D835 (Bagrintseva, 2004). Il est donc
nécessaire d’identifier de nouvelles approches pour cibler les cellules leucémiques exprimant le
récepteur mutant FLT3-ITD. Si la majorité des efforts est consacrée au développement d’inhibiteurs
pharmacologiques, il est également envisageable, non pas de bloquer directement leur activité, mais
également de mieux comprendre la biologie des LAM et les différentes voies induites en aval FLT3-
ITD.

Un des mécanismes de résistance décrits en réponse aux traitements dans les cellules cancéreuses
correspond au processus d’autophagie (Bellodi, 2009).C’est un processus catabolique qui permet la
dégradation des protéines et des organites endommagés. 1l contribue au maintien de 1’homéostasie
intracellulaire et permet une adaptation métabolique en réponse a différents stress. Dans les
leucémies, I’implication de I’autophagie est encore mal connue, mais il semble que ce processus
constitue un mécanisme développé par les cellules tumorales qui leur permet résister a différents types

de traitements, et que son inhibition représente une stratégie thérapeutique prometteuse.

Mon projet de thése, réalisé sous la direction des Drs. Véronique De Mas et Carine Joffre, a été
essentiellement focalisé sur 1’étude du statut et du role de 1’autophagie dans la biologie des LAM

exprimant 1’oncogeéne FLT3-ITD et si FLT3-ITD pouvait réguler ce mécanisme d’autophagie.
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VI. Activité anti-leucémique de l'inhibition de I'autophagie
dans le contexte FLT3-ITD

1. Le récepteur FLT3-ITD supporte I'autophagie basale des cellules
de LAM

Afin de connaitre I’influence du récepteur FLT3-ITD sur le niveau autophagique des cellules
leucémiques, nous avons étudié dans un premier temps ’effet de 1’inhibition pharmacologique de FLT3
par Western Blot et par immunofluorescence. Pour cela, nous avons utilisé deux lignées cellulaires : les
cellules MOLM-14 qui sont hétérozygotes pour le gene FLT3-ITD (deux alléles mutés pour un allele
sauvage) et les cellules MV4-11 qui sont homozygotes pour le gene FLT3-1TD (deux alléles mutés). Afin
d’évaluer le statut autophagique dans ces cellules a la suite de I’inhibition de FLT3, nous avons suivi la
protéine LC3 en présence de chloroquine, un inhibiteur de I’autophagie. La protéine LC3 constitue un bon
marqueur des veésicules autophagiques grace a la conversion de sa forme LC3-I, localisée dans le
cytoplasme, en LC3-1l lié au (phosphatidyléthanolamine) et localisée au niveau de la membrane des
autophagosomes. L’inhibition pharmacologique de FLT3 pendant 16h induit une diminution significative
de la forme LC3-Il, localisée a la membrane des autophagosomes, en présence de chloroquine par rapport
a la condition contréle, traduisant une diminution du flux autophagique (Figure 28 A, B). On observe des
effets similaires par cytométrie en flux dans les cellules MOLM-14 (Figure 28 C). De plus, cette
diminution du flux autophagique est observée par immunofluorescence dans les cellules MOLM-14. En
effet, I’inhibition pharmacologique de FLT3 induit une diminution du nombre d’autophagosomes, traduit
par une diminution du marquage LC3 par rapport au contréle (Figure 28 D, E). Ces premiers résultats
suggerent que 1’autophagie basale dans ces cellules est régulée par le récepteur constitutivement actif

FLT3-ITD.
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Figure 28 : L’inhibition pharmacologique de FLT3-ITD diminue ’autophagie basale des cellules.

A-B. Les cellules MOLM-14 (A) et MV4-11 (B) ont été traitées 16h avec 1’inhibiteur de FLT3 a 100 nM (FLT3i) en
présence ou non de chloroquine & 15uM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B a été analysé par
Western Blot. C. Les cellules MOLM-14 ont été traitées pendant 16h avec I’inhibiteur de FLT3 a 100 nM (FLT31)
en présence ou non de chloroquine & 15uM puis ont été marquées avec un anticorps anti-LC3B et analysées par
cytométrie en flux. D-E. Immunofluoresence de cellules MOLM-14. Les cellules ont été traitées 16h avec
I’inhibiteur de FLT3 a 100 nM (FLT3i) en présence de chloroquine puis marquées avec un anticorps anti-LC3B. Les
photos ont été prises avec un microscope confocal (D) et ont été analysées avec le logiciel Image J (E).

Ces observations ont été confirmées avec 1’invalidation génétique de FLT3. Nous avons invalidé FLT3
dans les cellules MV4-11 avec un shARN inductible a la doxycycline (don du Dr. Jérdme Tamburini,
INSERM U1016 Cochin) et dans les cellules MOLM-14 avec un siARN. La déplétion du récepteur par
ces deux méthodes a donné des résultats similaires a ceux obtenus par I’inhibition pharmacologique de
FLT3. En effet, la diminution d’expression de FLT3 est associée a une inhibition significative du flux
autophagique observée avec la perte de LC3-II (Figure 29 A). L’imagerie confocale a confirmé cette
inhibition avec la diminution du nombre d’autophagosomes dans les cellules aprés induction du shARN

FLT3 (Figure 29 B, C). Cette inhibition du flux autophagique a également été observée par Western Blot
dans les cellules MOLM-14 traitées avec un siARN dirigé contre FLT3 (Figure 29 D).
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Figure 29 : L’invalidation génétique de FLT3-ITD diminue I’autophagie basale des cellules.

A. Les cellules MV4-11 shFLT3 ont été traitées 3 jours avec de la doxycycline a 2 pug/mL puis 2h avec de la
Bafilomycine a 20 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et les niveaux de LC3B et de FLT3 ont été analysés par
Western Blot. B-C. Immunofluoresence de cellules MV4-11 shFLT3. Les cellules ont été traitées 3 jours avec de la
doxycycline en présence de bafilomycine puis marquées avec un anticorps anti-LC3B. Les photos ont été prises
avec un microscope confocal ZEISS 710 (B) et analysées avec le logiciel Image J (C). D. Les cellules MOLM-14
ont été traitées 16h avec un siARN dirigé contre FLT3 puis 2h avec de la Bafilomycine a 20 nM. Les cellules ont
ensuite été lysées et les niveaux de LC3B et de FLT3 ont été analysés par Western Blot.

Afin de confirmer la relation entre 1’induction de I’autophagie et le récepteur FLT3-ITD, nous avons
évalué le niveau basal d’autophagie dans des cellules exprimant de maniére ectopique le récepteur muté
FLT3-ITD. Nous avons utilisé les cellules TF-1 qui sont des cellules humaines érythroblastiques qui
n’expriment pas naturellement le récepteur FLT3. Ces cellules ont été transduites avec un vecteur
d’expression codant pour le récepteur FLT3-ITD (don du Dr Paulo De Sepulveda, INSERM U1068
CRCM). Nous avons pu observer par Western Blot (Figure 30 A) et par immunofluorescence (Figure 30
B, C) que les cellules TF-1 exprimant le récepteur FLT3-ITD de maniére ectopique présentent une
autophagie basale plus importante que dans les cellules TF-1 parentales. Ces résultats confirment que

I’expression de FLT3-1TD augmente le niveau basal d’autophagie de ces cellules.
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Figure 30 : L’expression de FLT3-ITD augmente I’autophagie basale des cellules.

A. Les cellules TF-1 ont été traitées 2h avec de la bafilomycine a 20nM. Les cellules ont ensuite été lysées et le
niveau de LC3B et de FLT3 a éte analysé par Western Blot. B-C. Immunofluoresence de cellules TF-1. Les cellules
ont été traitées 2h avec de la bafilomycine & 20nM puis marquées avec un anticorps anti-LC3B et le DAPI. Les
photos ont été prises par microscopie confocale (B) et analysées avec le logiciel Image J (C).

Nous avons voulu par la suite valider si FLT3-1TD pouvait également réguler I’autophagie basale dans
des échantillons primaires de patient. Nous avons donc comparé I’impact de I’inhibition de FLT3 sur
I’autophagie dans des cellules primaires de LAM exprimant le récepteur FLT3-1TD ou le récepteur FLT3
sauvage. Ces échantillons sont issus du centre de ressources biologiques HIMIP (Hémopathies Malignes
INSERM Midi-Pyrénées). Comme le montrent les figures 31 A, B et C, I’inhibition de FLT3 diminue
I’autophagie basale des cellules de patients exprimant le récepteur FLT3-1TD. Cependant, I’inhibition de
FLT3 ne change pas le statut autophagique des cellules de patient exprimant le récepteur FLT3 sauvage
(Figure 31 D, E). L’ensemble de ces résultats montre que I’expression et 1’activité de FLT3-ITD sont

responsables d’une augmentation de 1’autophagie basale dans les cellules.

L’ensemble de ces résultats démontre que la signalisation dépendante de FLT3 promeut I’autophagie
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Figure 31 : L’inhibition pharmacologique de FLT3-ITD diminue I’autophagie basale des cellules primaires.

A-B. Les cellules de patients exprimant le récepteur oncogénique FLT3-ITD (A) et les cellules de patients
exprimant le récepteur sauvage FLT3 (B) ont été traitées 16h avec I’inhibiteur de FLT3 a 100 nM (FLT3i) en
présence ou non de chloroquine a 15uM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B a été analysé par
Western Blot.

2. L’autophagie est essentielle a la prolifération des cellules FLT3-

ITD
Nous nous sommes ensuite demandé quel était le réle de cette importante autophagie basale controlée
par FLT3-ITD. Pour répondre a cette question, nous avons étudié la conséquence de I’inhibition de
I’autophagie dans ces cellules sur la prolifération et I’apoptose. Dans un premier temps, nous avons inhibé
I’autophagie avec un inhibiteur pharmacologique, le SAR405. Cette inhibiteur a été récemment décrit
pour bloquer I’initiation de 1I’autophagie en ciblant spécifiquement la protéine VPS34 du complexe PI3K
(Ronan, 2014, Pasquier, 2015). L’effet de cet inhibiteur sur la prolifération et la viabilité des cellules
MOLM-14 et MV4-11 a été analysé par comptage au bleu trypan et par cytométrie en flux. Comme le
montre la figure 32 A, le SAR405 inhibe 1’autophagie dans nos cellules. En effet, I’accumulation de LC3-
Il est moins importante dans la condition traitée avec le SAR405 apres blocage du flux par la
bafilomycine. Cette inhibition de 1’autophagie est accompagnée d’une diminution d’environ 50 % de la
prolifération des cellules (Figure 32 B), sans pour autant induire significativement de mort cellulaire
(Figure 32 C). Etant donné le faible effet sur la mort cellulaire, nous nous sommes demandé si
I’autophagie avait un impact sur le cycle cellulaire. Aprés un marquage en iodure de propidium en
présence ou non de SAR405, nous avons pu voir que 1’inhibition de prolifération est associée a une

accumulation significative des cellules en phase G1 du cycle cellulaire, selon un mécanisme qui reste
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encore a déterminer (Figure 32 D). Ces résultats montrent que 1’autophagie régule la prolifération et le

cycle cellulaire dans le modéle FLT3-1TD.

Enfin, nous avons ensuite regardé si la dépendance des cellules pour le processus autophagique était
restreinte & la mutation FLT3-1TD. Pour cela, nous avons utilisé une lignée de LAM sur-exprimant le
récepteur FLT3 sauvage mais ne présentant pas la mutation FLT3-ITD, les cellules OCI AML3. Dans
cette lignée, I’inhibition de I’autophagie n’impacte pas la prolifération et la survie des cellules (Figure 32
E, F). L’autophagie semble donc nécessaire a la prolifération cellulaire uniquement dans les cellules
expriment le mutant FLT3-ITD. Des résultats similaires ayant été obtenus avec des inhibiteurs de FLT3,
I’autophagie semble donc nécessaire a la prolifération de cellules dont la progression dans le cycle dépend
de FLT3-1TD. Ces résultats originaux indiquent que 1’autophagie pourrait réguler des protéines contrélant

le cycle cellulaire
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Figure 32 : L’inhibition pharmacologique de ’autophagie diminue la prolifération des cellules exprimant le
récepteur FLT3-ITD.

A. Les cellules MOLM-14 ont été traitées pendant 3 jours avec I’inhibiteur de I’autophagie, le SAR405 a 3 uM, en
présence ou non de bafilomycine a 20 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B a été analysé par
Western Blot. B-D. Les cellules MOLM-14 ont été traitées pendant 3 jours avec le SAR405 a 3 UM et ont été
comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan (B), leur survie a été observée par marquage Annexin V par
cytométrie en flux (C) et leur cycle cellulaire a été observé par marquage en iodure de propidium par cytométrie en
flux (D). E-F. Les cellules OCI AML3 ont été traitées pendant 3 jours avec le SAR405 a 3 uM et ont été comptées
chaque jour par exclusion au bleu trypan (E) et leur survie a été observée par marquage Annexin V par cytométrie
en flux (F).

Afin de regarder plus spécifiquement et par une autre approche I’implication de I’autophagie dans nos
cellules, nous avons généré des modeéles cellulaires dans lesquels nous avons invalidé des génes clés de

I’autophagie. Pour cela, nous avons utilis¢ des constructions lentivirales de shARN inductibles a la
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doxycycline contenant des séquences ciblant ATG12 ou ATG5 que nous avons introduites dans les
cellules MOLM-14 et MV4-11. Comme montré, ’addition de doxycycline invalide 1’expression
d’ATGI12 ou d’ATGS et diminue le flux autophagique dans les lignées cellulaires générées (Figure 33 A,
D, F et H). Comme observé aprés traitement avec le SAR405, I’inhibition pharmacologique de
I’autophagie apres I’induction des shARN conduit a une inhibition importante de la prolifération
cellulaire sans ou presque de mortalité cellulaire par rapport au ShARN controle (Figure 33 B, CE G et I).
Ces resultats confirment donc ceux obtenus avec le SAR405.
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Figure 33 : L’invalidation génétique de géne de ’autophagie diminue la prolifération des cellules exprimant
le récepteur FLT3-I1TD.

Les lignées MOLM-14 ou MV4-11 ont été transduites avec des lentivirus contenant des séquences de shARN
dirigées contre ATG12 ou ATGS. Les cellules exprimant de maniére stable les vecteurs ont été sélectionnées par
puromycine. A. Les cellules MOLM-14 shATG12 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2pg/mL,
en présence ou non de bafilomycine a 20 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B a été analysé
par Western Blot. B-C. Les cellules MOLM-14 shATG12 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a
2ug/mL et ont été comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan (B) et leur survie a été observée par marquage
Annexin V par cytométrie en flux (C). D. Les cellules MOLM-14 shATG5 ont été traitées pendant 3 jours avec de la
doxycycline a 2g/mL, en présence ou non de bafilomycine & 2 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau
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de LC3B a été analysé par Western Blot. E. Les cellules MOLM-14 shATG5 ont été traitées pendant 3 jours avec de
la doxycycline et ont été comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan. F. Les cellules MV4-11 shATG12 ont
été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2ug/mL, en présence ou non de bafilomycine a 2 nM. Les
cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B a été analysé par Western Blot. G. Les cellules MV4-11
SshATG12 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2ug/mL et ont été comptées chaque jour par
exclusion au bleu trypan. H. Les cellules MV4-11 shATG5 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a
2ug/mL, en présence ou non de bafilomycine a 2 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B a été
analysé par Western Blot. I. Les cellules MV4-11 shATGS5 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline et
ont été comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan.

Au vu de ces résultats, nous avons évalué I’'impact de 1’inhibition de 1’autophagie sur la prolifération
cellulaire et 1’apoptose dans des cellules exprimant de maniére ectopique le récepteur muté FLT3-ITD.
Les cellules TF-1 et TF-1 FLT3-ITD ont été infectées avec un vecteur lentiviral contenant un shARN
dirigé contre la protéine ATG12. Concernant les cellules TF-1 parentales, n’exprimant pas le récepteur
FLT3-ITD, I’inhibition de 1’autophagie impacte faiblement la prolifération des cellules (Figure 34 A, B).
Cependant, I’expression du sShARN ATG12 dans les cellules TF-1 FLT3-ITD inhibe significativement la
prolifération des cellules (Figure 34 B, C). L’ensemble de ces observations montrent que les cellules

exprimant le récepteur FLT3-ITD sont dépendantes de 1’autophagie pour proliférer.
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Figure 34 : Les cellules exprimant le récepteur FLT3-1TD de maniére ectopique deviennent dépendantes de
I’autophagie pour proliférer.

Les lignées TF-1 ou TF-1 FLT3-ITD ont été transduites avec des lentivirus contenant des séquences de shARN
dirigées contre ATG12 ou ATG5. Les cellules exprimant de maniére stable les vecteurs ont été sélectionnées par
puromycine. A-B. Les cellules TF-1 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2 pg/mL et ont été
comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan (A) et leur survie a été observée par marquage a 1’annexine V par
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cytométrie en flux (B). C-D. Les cellules TF-1 FLT3-ITD ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2
pg/mL et ont été comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan (C) et leur survie a été observée par marquage a
I’annexine V par cytométrie en flux (D).

3. L’'inhibition de I'autophagie réduit la charge tumorale chez la
souris

Nous avons ensuite poursuivi notre travail sur des modéles murins in vivo. Pour cela, nous avons
injecté deux millions de cellules MOLM-14 exprimant soit un shARN dirigé contre ATG5 ou un shARN
contr6le dans la circulation sanguine au niveau de la veine de la queue de souris NSG (NOD scid
gamma). Ces souris ne possédent pas de lymphocytes T, de lymphocytes B et de cellules NK, les rendant
ainsi trés immunodéprimées et nous permettent donc de créer un modele leucémique in vivo (Saland,
2015). Directement apres injection des cellules, les souris sont traitées avec la doxycycline a 0,2 mg/mL
introduite per 0s dans I’eau des biberons pour induire 1’expression des shARN et ainsi inhiber
I’autophagie. Aprés 25 jours de traitement, une partie des souris ont été sacrifiées et dissequées. Les
cellules humaines de la moelle osseuse et de la rate des souris ont été triées par cytométrie en flux avec un
marquage hCD45*/hCD33* (Figure 35 A). Le pourcentage de cellules leucémiques humaines
hCD45*/hCD33* est tres nettement diminué dans la moelle osseuse et la rate des souris injectées avec les
cellules MOLM-14 shARN ATGS (Figure 35 B, C). De plus, I’infiltration de la moelle osseuse par des
cellules leucémiques humaines a également été observée par microscopie avec une coloration au May-
Grinwald-Griemsa de coupes de sternum. Comme le montre la figure 35 D, les cellules MOLM-14 shCitrl
ont completement envahi la moelle osseuse des souris alors que dans les souris ShARN ATGS5, on note
une réduction de cette infiltration. En plus de la réduction de I’envahissement par les cellules humaines
leucémiques, 1’expression des ShARN ATGS5 a permis d’améliorer significativement la survie des souris
comparé aux souris injectées avec un shARN Ctrl (Figure 34 E). Afin de conforter I’importance du
mécanisme d’autophagie, nous avons réalisé la méme expérience avec un shARN ciblant un autre géne
clé de I’autophagie, ATG12. Comme le montre la Figure 34 F, la déplétion d’ATG12 et donc I’inhibition
de ’autophagie améliore de fagon importante comme précédemment la survie des souris. L’ensemble de
ces résultats démontrent donc que le processus autophagique est essentiel a la prolifération des cellules

exprimant le récepteur FLT3-ITD.
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Figure 35 : Inhiber ’autophagie réduit ’envahissement des cellules leucémiques humaines et augmente la

survie des souris.

A. Les souris NSG ont été xénogreffées avec deux millions de cellules MOLM-14, exprimant un shARN (ATG5 ou
ATG12), par injection intra-veineuse. Apres injection, les souris sont traitées avec du sucrose (10 pg/mL) et de la
doxycycline (200ug/mL) dans leur eau. Aprés 25 jours de traitement, 6 souris par groupe sont sacrifiées et
disséquées et le nombre de cellules humaines leucémiques présent dans la moelle osseuse ou la rate est analysé par
cytométrie en flux. Les 9 autres souris par groupe sont gardées afin de suivre leur survie au cours du temps. B-C.
Graphique représentant le nombre de cellules humaines hCD45+/hCD33+ dans la moelle osseuse ou la rate. D.
Coupe de sternum colorée au MGG (May-Griinwald-Griemsa) de souris injectées avec les cellules MOLM-14
exprimant un shARN contr6le ou shATG5. E-F. Graphique représentant la survie des souris au cours du temps

(courbe Kaplan-Meier).
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4, Les cellules résistantes aux inhibiteurs de FLT3 sont sensibles a
I'inhibition de I'autophagie

Etant donné I’importance de ’autophagie dans la survie des cellules exprimant le récepteur FLT3-
ITD, nous nous sommes demandé si c¢’était également le cas dans des cellules FLT3-ITD qui ont
développé une résistance aux inhibiteurs de FTT3. Comme décrit en introduction, un des principaux
mécanismes de résistance dans les LAM FLT3-ITD correspond a ’apparition d’une deuxiéme mutation
correspondant a gain de fonction au niveau du domaine tyrosine kinase. Nous avons donc utilisé des
cellules MOLM-14 dans lesquelles un alléle mutant FLT3-D834Y a été introduit pour simuler une
résistance des cellules MOLM-14 aux inhibiteurs de tyrosines kinases comme 1’AC220. Ces cellules
résistantes sont appelées MOLM-14 TKD (Tyrosine Kinase Domain).

Dans un premier temps, nous avons regardé dans ces cellules I’effet de I’inhibition pharmacologique
de l’autophagie en incubant les cellules MOLM-14 TKD avec du SAR405 en présence ou non de
bafilomycine pendant trois jours. Comme le montre la Figure 36 A, le SAR405 inhibe 1’autophagie dans
ce modéle cellulaire. De plus, I’inhibition de 1’autophagie induit des réponses cellulaires similaires aux
résultats obtenus dans le modéle FLT3-ITD. En effet, I’inhibition de I’autophagie induit une diminution
de la prolifération cellulaire (Figure 36 B) qui n’est pas accompagnée par une mortalité cellulaire (Figure
35 C) mais qui est plutdt associée a un faible blocage des cellules en phase G1 du cycle cellulaire (Figure
35 D). Afin de valider ces résultats, nous avons inhibé I’autophagie dans ces cellules par une autre
méthode. Comme précédemment nous avons généré une lignée MOLM14-TKD exprimant un shARN
inductible dirigé contre ATG12. L’addition de doxycycline dans cette nouvelle lignée invalide
I’expression d’ATG12 ainsi que le flux autophagique (Figure 36 E). De facon intéressante, 1’inhibition de
I’autophagie dans cette lignée résistante aux inhibiteurs est, comme dans les lignées sensibles,
accompagnée d’une inhibition de la prolifération cellulaire (Figure 36 F). Enfin, nous avons regardé si
I’inhibition de 1’autophagie dans ce modele permettait également de réduire le développement de la
leucémie chez la souris. Nous avons donc injecté les cellules MOLM-14 TKD shATG12 en suivant le
méme protocole que pour les cellules MOLM-14 shATGS5 ou shATG12. La survie des souris traitées avec
la doxycycline est nettement améliorée comparé aux souris contrbles (Figure 36 G). Ces résultats trés
importants montrent que cibler 1’autophagie pourrait représenter une option thérapeutique prometteuse

chez des patients réfractaires aux inhibiteurs de FLT3.
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Figure 36 : L’inhibition de I’autophagie réduit la capacité des cellules résistantes aux inhibiteurs de FLT3 a
se developper in vitro et in vivo.

A. Les cellules MOLM-14 TKD ont été traitées pendant 3 jours avec le SAR405 & 3 uM en présence ou non de
bafilomycine a 50 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B a été analysé par Western Blot. B-D.
Les cellules MOLM-14 TKD ont été traitées pendant 3 jours avec le SAR405 a 3 uM et ont été comptées chaque
jour par exclusion au bleu trypan (B), leur survie a été observée par marquage Annexin V par cytométrie en flux (C)
et leur cycle cellulaire a été observé par marquage en iodure de propidium par cytométrie en flux (D). E. Les
cellules MOLM-14 TKD shATG12 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2ug/mL, en présence ou
non de bafilomycine a 2 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B a été analysé par Western Blot.
F. Les cellules MOLM-14 TKD shATG12 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2 pg/mL et ont
été comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan. G. Les souris NSG ont été xénogreffées avec des cellules
MOLM-14 TKD exprimant un sShARN ATG12, par injection intraveineuse. Apreés injection, les souris sont traités
avec du sucrose (10 pg/mL) et de la doxycycline (200ug/mL) dans leur eau. Le graphique représente la survie des
souris au cours du temps (courbe Kaplan-Meier).
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5. Résumé et discussion

Dans ce travail, nous avons étudié la relation entre 1’activation oncogénique de FLT3 et le processus
d’autophagie dans les LAM. Nous avons mis en évidence que le récepteur FLT3-ITD augmente
I’autophagie cellulaire basale et que cette autophagie est essentielle a la prolifération mais a peu d’impact
sur la survie des cellules leucémiques exprimant le récepteur FLT3-ITD (ou FLT3-TKD) in vitro. In

vivo, I’autophagie induite par FLT3-1TD est indispensable au développement de la leucémie.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons étudié le niveau basal d’autophagie dans les cellules
de LAM exprimant le récepteur FLT3-ITD. Nous avons pu démontrer que le récepteur oncogénique
augmente significativement le niveau basal d’autophagie des cellules leucémiques par expression
ectopique du récepteur mais également par inhibition pharmacologique ou génétique de FLT3. Nous
avons également observé que I’induction de ’autophagie en aval de FLT3 est dépendante de 1’activité
oncogénique de FLT3-1TD dans des échantillons primaires de patient. Cependant, certains points doivent
étre approfondis. En effet, il serait intéressant de comparer 1’autophagie basale des cellules de méme fond
génétique qui expriment le récepteur FLT3-ITD ou le récepteur sauvage. En effet, malgré les différentes
méthodes utilisées pour analyser 1’induction de 1’autophagie en aval de FLT3-ITD, il nous mangue un
contrdle pour définir ’activation spécifique de I’autophagie en aval de ce récepteur muté. Pour cela, nous
sommes en train de mettre en place une technique de CRISPR-CASY. Cette technique nous permettra
d’établir deux lignées cellulaires qui possédent le méme fond génétique mais qui expriment soit le
récepteur FLT3 sauvage soit le récepteur muté FLT3-ITD. Nous utiliserons les cellules OCI AML3 qui
sont homozygotes pour le géene sauvage de FLT3. Dans ces cellules, nous allons rajouter la mutation ITD
dans le géne de FLT3 afin de permettre aux cellules d’exprimer le récepteur muté FLT3-ITD. En plus de
ces manipulations, nous devons multiplier nos données sur les échantillons primaires de patient.
Multiplier le nombre d’échantillon de patient nous permettra également de savoir si les cellules de patient
exprimant le récepteur FLT3-ITD possedent une autophagie basale plus élevée que dans les cellules de
patient exprimant le récepteur sauvage. La difficulté que nous avons a ce niveau réside dans la
décongélation des échantillons primaires de patient. En effet, la décongélation des cellules engendre un
grand stress traduit par une forte autophagie cellulaire qui ne dépend pas de I’activité de FLT3-1TD. Nous
utilisons donc des échantillons primaires de patient fraichement prélevés afin de pouvoir effectuer nos

expériences.

Nos résultats corrélent avec les données de la littérature qui montrent que des oncogenes peuvent
augmenter le niveau basal d’autophagie dans les cancers. En effet, de nombreuses lignées cellulaires
cancéreuses présentent un haut niveau basal d’autophagie dans des conditions physiologiques et en
absence de stress cellulaire. Ceci est le cas pour les mutations activatrices de Ras. En effet, la présence de
cet oncogene dans les cellules est suffisante pour augmenter 1’autophagie basale (Guo, 2011). D’autres

études montrent que dans les mélanomes I’oncogéne B-Rafv®®E induit un stress du réticulum
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endoplasmique qui engendre une activation de 1’autophagie responsable de la chimiorésistance des
tumeurs (Corazzari, 2015). Ces résultats suggérent que I’activation d’oncogenes au sein de la cellule peut
induire un stress qui active 1’autophagie pour maintenir 1’homéostasie intracellulaire. La relation entre
I’autophagie basale des cellules et les oncogenes a été trés peu étudiée dans les leucémies. A ce jour, une
seule donnée de la littérature montre que dans les leucémies myéloides chroniques, 1’oncogeéne BCR-
ABL augmente 1’autophagie basale des cellules leucémiques (Colecchia, 2015). De ce fait, nos résultats
sont les premiers montrant qu’un récepteur a activité tyrosine kinase muté est associé¢ a une augmentation

du niveau d’autophagie dans les leucémies aigués myéloides.

Nous avons ensuite étudié I’importance de 1’autophagie en aval de FLT3-1TD sur la prolifération des
cellules. Par des approches d’inhibition pharmacologique avec le SAR405, un inhibiteur de la PI3K de
classe Il VPS34, ou d’invalidation génétique des protéines ATG12 et ATG5, nous avons montré que
I’autophagie est nécessaire a la prolifération des cellules exprimant I’oncogéne FLT3-ITD. Dans cette
étude, nous avons également étudié¢ I’importance de 1’autophagie dans des cellules qui expriment une
autre mutation activatrice de FLT3, la mutation TKD. Cette mutation confére une résistance aux
différents inhibiteurs de tyrosines kinases. Nous avons montré que les cellules leucémiques exprimant
cette mutation sont également dépendantes de 1’autophagie pour se développer in vitro et in vivo. Ceci
suggere fortement que les mutations activatrices de FLT3 induisent une dépendance des cellules vis-a-vis
de I’autophagie mais que ce n’est pas le cas pour les cellules de LAM exprimant le récepteur FLT3
sauvage. Il est intéressant de noter que contrairement a ce qui est observé pour d’autres cellules
cancéreuses exprimant un oncogeéne, 1’inhibition de 1’autophagie dans le modele FLT3 muté n’induit
guasiment pas de mort cellulaire. Ceci montre que ’autophagie supporte la prolifération des cellules

exprimant le récepteur FLT3-ITD

La question est de savoir comment I’autophagie supporte la prolifération des cellules et comment elles
réagissent a une inhibition de 1’autophagie. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises. Premierement, les
cellules peuvent modifier leur métabolisme pour contourner les problémes fonctionnels mitochondriaux
causés par I’inhibition de 1’autophagie. En effet, les défauts d’autophagie dans les cellules normales ou
cancéreuses peuvent induire une augmentation du processus glycolytique ou de la glutaminolyse pour
faire face aux mitochondries défectueuses (Wu, 2009, Willems, 2013). La dépendance des cellules a la
glutamine aprés inhibition de l’autophagie peut prédire ce mécanisme. Un autre mécanisme peut
compenser le défaut autophagique, il s’agit de la sur-activation de la dégradation par le protéasome. En
effet, I’inhibition de ce mécanisme potentialise la prolifération cellulaire et la mort cellulaire obtenue avec
I’inhibition de l'autophagie (Ding, 2009). Un dernier mécanisme peut faire intervenir un arrét du cycle
cellulaire lors de I’inhibition de 1’autophagie. Des études ont montré que la déplétion de constituants
essentiels de I’autophagie cause un arrét du cycle cellulaire et une entrée des cellules en sénescence due &

I’accumulation de constituants toxiques (Kang, 2011). Il serait donc intéressant de déterminer les
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mécanismes par lesquels les cellules cancéreuses peuvent s'adapter a I'inhibition de l'autophagie dans le
modele FLT3-ITD.

Des expériences préliminaires réalisées avec des approches d’inhibition pharmacologiques et
génétiques de 1’autophagie suggérent que ’arrét de prolifération observé implique un blocage du cycle
cellulaire en phase G1. Cependant, le marquage par iodure de propidium utilisé pour monitorer le cycle
cellulaire ne permet pas de discriminer les cellules bloguées en phase G1 ou les cellules en phase GO et
donc en sénescence. Il serait donc intéressant d’évaluer les niveaux des différents marqueurs de la
sénescence comme les protéines p15 et p16 lors d’une inhibition de I’autophagie par des techniques de
gPCR et/ou de Western Blot.

Nous prévoyons également d’étudier I’impact de 1’inhibition de I’autophagie une fois que la maladie
est établie chez la souris. Lors de notre travail, nous avons étudié, in vivo, I’'impact de I’invalidation de
I’autophagie sur I’initiation du développement de la maladie et la survie post-greffe, c’est-a-dire
directement aprés injection des cellules chez la souris. Nous allons refaire cette expérience, en attendant
que la maladie se développe au sein de la souris avant d’invalider I’autophagie. Ceci nous permettra donc
d’évaluer I’impact de I’inhibition de 1’autophagie sur la maladie établit, ce qui est plus représentatif d’une
situation clinique. Enfin, il serait également intéressant d’inhiber 1I’autophagie en combinaison avec un
inhibiteur de FLT3 comme 1’AC220 dans le modele FLT3-ITD. Ceci nous permettra d’évaluer s’il existe
une synergie entre I’inhibition de 1’autophagie et de FLT3 afin d’améliorer les traitements conventionnels
pour les LAM exprimant le récepteur FLT3-ITD mais ceci est peu probable vu que FLT3-ITD promeut
I’autophagie.
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VII. Voies de signalisation impliquées dans I'autophagie dans
le modele FLT3-ITD

1. Les voies de signalisation majoritaires en aval de FLT3-ITD ne
sont pas impliquées dans I'induction de 'autophagie

Etant donné I’induction de I’autophagie par I’expression et 1’activité du récepteur FLT3-ITD, nous
nous sommes demandé quelle pouvait étre la voie de signalisation impliquée dans 1’augmentation de
I’autophagie dans le modele FLT3-ITD. Nous avons tout d’abord étudié I’implication des différentes
voies de signalisation connues en aval de FLT3, les voies STAT5, MAPK/ERK et PI3K/AKT. Pour cela,
nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques de chacune de ces voies pour voir leur effet sur
I’autophagie basale des cellules. Comme le montre la Figure 37 A, B et C, I’inhibition des voies majeures

induites en aval de FLT3 ne réduit pas 1’autophagie basale médiée par FLT3.

A B Cc
Cellules MOLM-14 Cellules MOLM-14 Cellules MOLM-14
Controle STATSI Controle AKTi Controle ERKi
Chloroquine - + - + Chloroquine - + - + Chloroquine - + - +
p-STATS | _— — LBOkDa P-AKT | e — |—5nkDa p-ERK I — I_ﬁmm
STATS || e o = 2 o AKT [ e s s e [ e T
. 50 kDa . 50 kDa 50 kDa
Actine | — — —— I_ Actine | — — — — I_ Actine | — i — — I_
LC3B “:I p— pr— |_I5I<Da LC3B ||'|:| — - |—15 KkDa LC3B “‘d p— a— |—15kDa
D Cellules MOLM-14 E Cellules MOLM-14 F Cellules MV4-11
FLT3i - + FLT3i(heures) 0 05 1 2 16 FLT3i - +
50 kDa
p-elF2a El—” o ATF4 | JR— I’ ATF4 Esukua
50 kDa 50 kDa
elF2a Egu \oa Actine |  N— S—— — Actine
50 kDa
50 kDa

Figure 37 : Les voies de signalisation majeures en aval de FLT3 ne sont pas responsables de I’induction de
I’autophagie.

A-C. Les cellules MOLM-14 ont été traitées 16h avec 1’inhibiteur de STATS5 (A), ’inhibiteur d’AKT (B) ou
I’inhibiteur d’ERK (C) en présence ou non de chloroquine & 15uM. Les cellules ont ensuite été lysees et I’efficacité
de I’inhibiteur ainsi que le niveau de LC3B a été analysé par Western Blot. D. Les cellules MOLM-14 ont été
traitées 2h avec I’inhibiteur de FLT3 & 100 nM (FLT3i). Les cellules ont ensuite été lysées et le profil de phospho-
elF2a et d’ATF4 ont été analysés par Western Blot. E. Les cellules MOLM-14 ont été traitées entre 30 min et 16h
avec I’inhibiteur de FLT3 a 100 nM (FLT3i). Les cellules ont ensuite été lysées et le profil d’ATF4 a été analysé par
Western Blot. F. Les cellules MV4-11 ont été traitées entre 2h avec I’inhibiteur de FLT3 a 100 nM (FLT3i). Les
cellules ont ensuite été lysées et le profil d’ATF4 a été analysé par Western Blot.

FLT3-ITD est décrit pour étre en partie localisé dans le RE d’ou il est capable de signaler. Cette
localisation pouvant générer un stress du RE capable et donc a la voie elF20-ATF4 récemment décrite

pour moduler le processus autophagique. Nous avons alors analysé le statut de phosphorylation de la
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sérine 51 du facteur elF2a et le niveau d’expression d’ATF4 dans les cellules MOLM-14 en présence de
I’inhibiteur de FLT3. Comme montré sur la figure 37 D, lors d’un traitement de 2 heures par 1’inhibiteur
de FLT3, on observe une augmentation de la phosphorylation du facteur elF2a. Alors qu’on s’attendait a
une augmentation de la protéine ATF4 en réponse a I’augmentation de phosphorylation du facteur elF2a,
I’inhibition de FLT3 conduit a une diminution importante voir une disparition totale de la protéine ATF4.
Cette diminution d’ATF4 a également été observée avec une inhibition de FLT3 par un shARN ou un
SiARN et dans la lignée MV4-11 (résultats non montrés). De plus, cette diminution d’ATF4 en réponse a
I’inhibiteur de FLT3 est trés rapide, il faut moins de 2 heures pour éteindre le niveau de la protéine
(Figure 37 E, F). Ces observations ne corrélent pas avec 1’augmentation de la phosphorylation d’elF2a
sur sa sérine 51. La régulation d’ATF4 par FLT3 n’implique donc pas la voie phospho-elF2a qui est le
mécanisme majeur de régulation de la synthése d’ATF4. Il existe alors un autre lien entre le récepteur
FLT3-ITD et la protéine ATF4 dans notre modéle. Nous avons donc identifié un nouvel acteur de la

signalisation dépendante de FLT3 qui pourrait constituer une cible thérapeutique intéressante.

2. Le facteur de transcription ATF4, un acteur essentiel dans la
régulation I'autophagie en aval de FLT3-ITD
Les résultats précédents suggerent qu’ATF4 est un acteur trés régulé en aval de FLT3 et qui pourrait
étre impliqué dans I’autophagie induite par FLT3-ITD. Pour confirmer ces résultats, nous avons dans un
premier temps utilisé un siARN ou un shARN dirigé contre la protéine ATF4 dans les cellules MOLM-14
ou MV4-11. L’invalidation génétique de la protéine ATF4 induit une diminution du flux autophagique
dans les lignées MOLM-14 et MV4-11 observée par Western Blot ou par Immunofluorescence (Figure 38
A, B, C, D). Afin de valider ces résultats, nous avons réalisé une expérience de complémentation en
réexprimant la protéine ATF4 en présence ou non de I’inhibiteur de FLT3. Pour cela, nous avons utilisé
un vecteur d’expression de la protéine ATF4. Les cellules MOLM-14 ont été préalablement mises en
présence ou non avec I’inhibiteur afin d’éliminer complétement la protéine ATF4 dans les cellules. Ces
derniéres ont ensuite été infectées avec un vecteur lentiviral d’expression ectopique d’ATF4 ou un
vecteur lentiviral controle. Aprés 16 heures d’infection, les cellules ont été traitées avec la bafilomycine
pendant 2 heures afin de comparer le flux autophagique entre la condition contréle ou la condition ou
nous avons réexprimé ATF4. La réexpression modérée d’ATF4 aprés 16 heures d’infection est suffisante
pour réinduire une autophagie basale dans les cellules en présence de I’inhibiteur de FLT3 (Figure 38 E).
Ces résultats confirment 1’implication d’ATF4 dans la modulation de I’autophagie dans le modéle FLT3-
ITD.
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Figure 38 : La protéine ATF4 est responsable de I’induction de I’autophagie en aval de FLT3-1TD.

A. Les cellules MOLM-14 ont été traitées 16h avec un SiARN dirigé contre ATF4 puis traitées 2h avec de la
Bafilomycine a 20nM. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B et d’ATF4 ont été analysés par
Western Blot. B-C. Immunofluoresence de cellules MOLM-14. Les cellules ont été traitées 16h avec un siARN
dirigé contre ATF4 et 2h avec de la bafilomycine a 20nM puis marquées avec un anticorps anti-LC3B et le DAPI.
Les photos ont été prises par microscopie confocale (B) et analysées avec le logiciel Image J (C). D. Les cellules
MV4-11 ont été traitées 16h avec un siARN dirigé contre ATF4 puis traitées 2h avec de la Bafilomycine a 20nM.
Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau de LC3B et d’ATF4 ont été analysés par Western Blot. E. Les cellules
MOLM-14 ont été traitées 2h avec I’inhibiteur de FLT3 puis ont été€ infectées avec un vecteur lentiviral d’expression
d’ATF4 ou un vecteur lentiviral controle en présence ou non de I’inhibiteur de FLT3. Aprés 16h d’infection, les
cellules ont été traitées 2h avec de la Bafilomycine a 20nM puis lysées et le niveau LC3B et d’ATF4 ont été
analysés par Western Blot.

Afin de mieux comprendre le mécanisme par lequel ATF4 module le processus autophagique dans le
modéle FLT3-ITD, nous avons étudié les ARN messager des différents génes de 1’autophagie par PCR
guantitative dans les cellules MOLM-14 et MV4-11 en présence de I’inhibiteur de FLT3. Nous avons pris
comme controle le géne de I’asparagine synthase (ASNS) qui est le géne connu pour étre régulé par
ATF4. L’inhibition de FLT3 pendant 6 heures dans nos lignées diminue drastiquement le niveau
d’ARNm de I’ASNS. De plus, différents génes de I’autophagie sont dérégulés par 1’inhibition de FLT3.
On y retrouve les génes de 1’autophagie impliqués dans I’¢longation des autophagosomes comme ATG3,
ATGT7 et ATG16L1 (Figure 39 A). En parallele, la spectrométrie de masse que nous avons réalisé sur des
MOLM-14 traitées avec un SiARN de FLT3 nous a permis d’identifier la protéine ULK3. Cette dernicre
est une sérine/thréonine kinase récemment décrite dans 1’autophagie pour interagir avec le complexe ULK
et activer le processus (Braden, 2016). Nous avons donc testé le niveau d’ARNm d’ULK3 aprés

traitement avec I’inhibiteur de FLT3 et nous avons observé une importante diminution de I’ARNm en
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réponse a 1’inhibiteur (Figure 39 A). Nous obtenons également des résultats similaires dans les cellules

MV4-11 (résultats non montrés). Pour confirmer I’implication d’ATF4 dans la régulation de ces

différents genes, nous avons invalidé la protéine ATF4 avec un siARN et regardé le niveau des ARN

messager des différents génes de 1’autophagie dans les cellules MOLM-14. Comme précédemment, nous

avons pris comme contréle, 1’asparagine synthase (ASNS) mais également ATF4 pour controler

I’efficacit¢ du siARN. L’invalidation génétique d’ATF4 donne des résultats similaires a 1’inhibition

pharmacologique de FLT3. En effet, les génes d’ATG7, ATG16L1 et ULK3 sont également dérégulés

apres I’invalidation d’ATF4 (Figure 39 B), suggérant I’implication d’ATF4 dans la régulation des génes

essentiels de ’initiation et de I’¢longation du processus autophagique.
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Figure 39: Le récepteur FLT3-ITD et ATF4 modulent I’expression de certains génes de I’autophagie
impliqués dans les étapes d’initiation et d’élongation.

A. Les cellules MOLM-14 ont été traitées 6 heures avec I’inhibiteur de FLT3 et le niveau d’ARNm de différents
génes de ’autophagie a été analysé par PCR quantitative. B. Les cellules MOLM-14 ont été traitées 16 heures avec
un siARN dirigé contre ATF4 et le niveau d’ARNm de différents génes de I’autophagie a été analysé par PCR
quantitative.

Nous avons ensuite regardé I’importance d’ATF4 dans notre modeéle en générant un modele cellulaire
dans lequel le géne d’ATF4 a été invalidé. Pour cela nous avons utilisé des constructions lentivirales de
shARN inductibles a la doxycycline contenant des séquences ciblant ATF4 que nous avons transduit dans
les cellules MOLM-14. L’addition de doxycycline invalide I’expression d’ATF4 ainsi que le flux
autophagique dans la lignée cellulaire générée (Figure 40 A). L’inhibition d’ATF4 par invalidation
génétique est également accompagnée d’une inhibition de la prolifération cellulaire mais pas d’une
mortalité cellulaire, suggérant que ’autophagie induite par FLT3-ITD nécessite la présence d’ATF4 et

qu’elle est nécessaire pour la prolifération des cellules (Figure 40 B, C).
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Figure 40 : L’invalidation génétique d’ATF4 diminue la prolifération exprimant le récepteur FLT3-1TD.

La lignée MOLM-14 a été transduite avec des lentivirus contenant des séquences de shARN dirigées contre ATF4.
Les cellules exprimant de maniére stable les vecteurs ont été sélectionnées par puromycine. A. Les cellules MOLM-
14 shATF4 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2ug/mL, en présence ou non de bafilomycine a
2 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et les niveaux de LC3B et d’ATF4 ont été analysés par Western Blot. B-C.
Les cellules MOLM-14 shATF4 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a 2ug/mL et ont été
comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan (B) et leur survie a été observée par marquage Annexin V par
cytométrie en flux (C).

3. L’'inhibition d’ATF4 réduit la charge tumorale chez la souris

Nous avons finalement étudié¢ 1’envahissement des cellules leucémiques FLT3-ITD en invalidant la
protéine ATF4 in vivo. Pour cela, nous avons injecté des cellules MOLM-14 exprimant un shARN dirigé
contre ATF4 ou un shARN contr6le dans la circulation sanguine de souris NSG selon le méme protocole
précédemment décrit (Partie VI1.3). L’invalidation génétique d’ATF4 dans les cellules MOLM-14 réduit
nettement la capacité des cellules & se multiplier dans la moelle osseuse ou la rate des souris (Figure 41 A,
B) ainsi que I’invasion des cellules dans le sternum (Figure 41 C). En plus de la réduction de

I’envahissement par les cellules humaines leucémiques, 1’expression du shARN ATF4 a permis
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d’améliorer significativement la survie des souris comparé au souris injectées avec un shARN Ctrl
(Figure 41 D). Tous ces résultats démontrent donc que le facteur de transcription ATF4 est un acteur
essentiel dans I’induction du processus autophagique et dans le développement des cellules de LAM

exprimant le récepteur FLT3-ITD.
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Figure 41 : Inhiber ATF4 réduit I’envahissement des cellules leucémiques humaines et augmente la survie des
souris.

A-B. Graphique représentant le nombre de cellules humaine hCD45+/hCD33+ dans la moelle osseuse ou la rate. C.
Coupe de sternum colorée au MGG (May-Griinwald-Griemsa) de souris injectées avec les cellules MOLM-14
exprimant un shARN. D. Graphique représentant la survie des souris au cours du temps (courbe Kaplan-Meier).

4. La voie FLT3-PKC-elF6 est responsable de I'induction d’ATF4 et
de 'autophagie

D’aprés les résultats précédents, il semblerait que 1’expression de la protéine ATF4 soit modulée
autrement que par la voie elF2a. Les différents modes de régulation de la protéine ATF4 peuvent
intervenir au niveau de sa stabilité, de sa transcription ou de sa traduction. Afin de disséquer les
mécanismes de régulation d’ATF4 en aval de FLT3, nous avons tout d’abord étudié la stabilité de la
protéine ATF4 en aval de FLT3. Pour cela, nous avons réalisé un traitement avec de la cycloheximide
(inhibiteur de la synthése protéique) en présence ou non de I’inhibiteur de FLT3 afin de suivre la
dégradation d’ATF4 au cours du temps. Comme le montre la figure 42 A et B, I’inhibition de FLT3

n’impacte pas la demi vie de la protéine qui est d’environ 20-30 min. Ces résultats suggerent que FLT3 ne
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régule pas la dégradation d’ATF4 mais est probablement régulée au niveau de sa transcription ou de sa
traduction. Afin d’analyser la transcription d’ATF4, nous avons traité les cellules MOLM-14 et MV4-11
avec I’inhibiteur de FLT3 pendant 6 heures et nous avons regardé le niveau d’ARNm d’ATF4 par PCR
quantitative. L’analyse de 1’expression de I’ARN messager d’ATF4 par qPCR en réponse a une inhibition
courte de FLT3 ne montre pas de différences entre les cellules traitées avec ’inhibiteur de FLT3 et les
cellules contrdles. Ces résultats suggérent que la transcription d’ATF4 n’est pas a l’origine de sa
régulation par FLT3 (Figure 42 C). Nous nous sommes ensuite intéressés a la synthése de la protéine
ATF4. Nous avons préalablement traité les cellules avec de la cycloheximide pour bloquer la synthése
protéique et abaisser complétement le niveau d’ATF4 dans les cellules puis nous avons traité les cellules
avec un inhibiteur du protéasome, le MG132, pour empécher la dégradation des protéines. Ceci nous a
permis de regarder la réexpression et I’accumulation d’ATF4 au cours du temps en présence ou non de
I’inhibiteur de FLT3. En présence de I’inhibiteur, nous avons observé une réexpression et donc une
accumulation d’ATF4 significativement plus lente que dans la condition contrdle, suggérant une

régulation traductionnelle d’ATF4 par la voie FLT3-ITD (Figure 42 D, E).
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Figure 42 : La protéine ATF4 est régulée par le récepteur FLT3-1TD au niveau de sa synthése.

A. Les cellules MOLM-14 ont été traitées avec du cycloheximide (CHX) a 50 pg/mL en présence ou non de
Pinhibiteur de FLT3 a 100 nM. Les cellules ont ensuite été récupérées toutes les 20 min pendant 1h40 et le niveau
d’ATF4 a été analysé par Western Blot. B. Le graphique représente la quantification et la comparaison des Western
blot en présence ou non de 'inhibiteur de FLT3. C. Les cellules MOLM-14 et MV4-11 ont été traitées 6 heures avec
I’inhibiteur de FLT3 et le niveau d’ARNm d’ATF4 a été analysé par PCR quantitative. D. Les cellules MOLM-14
ont été traitées avec du cyclohéximide (CHX) a 50 pg/mL pendant 2 heures, lavées, et traitées avec du MG132 a 10
ug/mL en présence ou non de ’inhibiteur de FLT3. Les cellules ont ensuite été récupérées toutes les heures pendant
3h et le niveau d’ATF4 a été analysé par Western Blot. E. Le graphique représente la quantification et la
comparaison des Western blot en présence ou non de I’inhibiteur de FLT3.
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Nous avons donc recherché un lien traductionnel en aval de FLT3 qui pourrait réguler la synthése de
la protéine ATF4. Pour cela, nous avons réalisé une étude protéomique par spectrométrie de masse a
partir de cellules MOLM-14 transfectées avec un SiARN dirigé contre FLT3, ATF4 ou un siARN
controle. L’analyse par spectrométrie de masse a été réalisée par la plateforme de protéomique de
I’institut Cochin (Paris), dirigée par le Dr. Patrick Mayeux. Cette analyse nous a permis d’établir une liste
de protéines régulées en aval de FLT3-ITD. De plus, sur la base de I’article de Brina et al (Brina, 2015)
dans lequel ils utilisent un shARN dirigé contre elF6, j’ai pu établir une autre liste de protéines régulées
traductionnellement et spécifiquement par le facteur elF6. Ce facteur a été décrit comme un régulateur
positif de la traduction d’ARNm possédant des séquences uORFs comme ATF4. En comparant ces deux
analyses, j’ai donc pu identifier les protéines régulées en aval de FLT3-ITD et qui sont également
régulées par le facteur elF6. De fagon intéressante, sur les 68 protéines identifiées dans le papier en aval
d’elF6, plus de 70% d’entre elles sont diminuées dans la condition traitée avec le stARN de FLT3 par
rapport au contréle (voir annexes). En recoupant ces deux analyses, j’ai pu ainsi identifier une signature

elF6 dans notre modele.

Afin de confirmer ces résultats de protéomique, nous nous sommes ensuite focalisé sur la possible
implication du facteur de traduction elF6 dans la régulation de la protéine ATF4. Pour cela, nous avons
étudié I’effet de I’invalidation génétique d’elF6 dans les cellules MOLM-14 et MV4-11 a I’aide d’un
shARN inductible a la doxycycline. La perte d’expression de eIF6 diminue fortement le niveau d’ATF4,
le flux autophagique et la prolifération des cellules MOLM-14 et MV4-11 (Figure 43 A, D).
Contrairement a ’inhibition de FLT3 ou d’ATF4, I’invalidation d’EIF6 induit la mort cellulaire des
cellules exprimant FLT3-ITD (Figure 43 B, C, E). De plus, I’invalidation d’EIF6 n’impacte ni la
prolifération ni la suivie des cellules ne présentant pas la mutation FLT3-1TD suggérant que le facteur

elF6 est spécifiquement régulée par le récepteur mutant FLT3-ITD.
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Figure 43 : Le facteur elF6 est essentiel a la régulation d’ATF4 et a la survie des cellules exprimant le
récepteur FLT3-ITD.

Les lignées MOLM-14, MV4-11 et OCIAMLS3 ont été transduite avec des lentivirus contenant des sequences de
shARN dirigées contre elF6. Les cellules exprimant de maniére stable les vecteurs ont été sélectionnées par
puromycine. A-C. Les cellules MOLM-14 shelF6 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline & 2ug/mL,
en présence ou non de bafilomycine a 2 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et les niveaux de LC3B et d’ATF4
ont été analysés par Western Blot (A). Les cellules MOLM-14 shelF6 ont été traitées pendant 3 jours avec de la
doxycycline et ont été comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan (B) et leur survie a été observée par
marquage Annexin V par cytométrie en flux (C). D-E. Les cellules MV4-11 shelF6 ont été traitées pendant 3 jours
avec de la doxycycline a 2ug/mL, en présence ou non de bafilomycine a 2 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et
les niveaux de LC3B et d’ATF4 ont été analysés par Western Blot (D) et ont été comptées chaque jour par exclusion
au bleu trypan (E). F-G. Les cellules OCI AML3 shelF6 ont été traitées pendant 3 jours avec de la doxycycline a
2ug/mL, en présence ou non de bafilomycine a 2 nM. Les cellules ont ensuite été lysées et les niveaux de LC3B et
d’ATF4 ont été analysés par Western Blot (F) et ont été comptées chaque jour par exclusion au bleu trypan (G).
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Le facteur de traduction elF6 est connu pour étre régulée par les protéines PKC. Nous nous sommes
donc dirigés vers la voie PKC-elF6 pour déterminer le lien entre FLT3-ITD et le facteur elF6. Afin de
vérifier I’implication de la voie PKC-elF6 dans la régulation d’ATF4 en aval de FLT3-ITD, nous avons
utilisé des inhibiteurs pharmacologiques dirigés contre les protéines PKC. Nous avons employé deux
inhibiteurs : un inhibiteur qui cible toutes les isoformes des PKC (le Bisindolylmaleimide, BIS) et un
inhibiteur qui cible spécifiquement 1’isoforme PKC-BII (I’enzastaurine, ENZA) décrite pour interagir
avec elF6 et ’activer. L’inhibition des PKC avec le BIS ou I’ENZA induit une forte diminution de
I’expression d’ATF4 dans les cellules MOLM-14 et MV4-11 (Figure 44 A, B). De plus, ’inhibition
pharmacologique des PKC avec le BIS et ’ENZA inhibe I’autophagie basale des cellules MOLM-14 et
MV4-11, suggérant I’implication des PKC dans la régulation d’ATF4 et de 1’autophagie dans notre
modeéle (Figure 44 C, D). Pour confirmer le lien entre les PKC et le récepteur FLT3-ITD, nous avons
inhibé le récepteur FLT3-1TD et regardé la phosphorylation de PKC-BIl1. Comme le montre la figure 39 E,
I’inhibition pharmacologique de FLT3-ITD induit une diminution de la phosphorylation de PKC-gII,
validant ainsi notre hypothése de I’implication de la voie des PKC dans la régulation d’ATF4 et de

I’autophagie en aval de FLT3-ITD.
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Figure 44 : La voie des PKC est impliquée dans la régulaion d’ATF4 et de ’autophagie.

A-B. Les cellules MOLM-14 (A) ou MV4-11 (B) ont été traitées avec du Bisindolylmaleimide (Bis) ou de
I’enzastaurin (Enza). Les cellules ont ensuite été récupérées et le niveau d’ATF4 a été analysé par Western Blot. C-
D. Les cellules MOLM-14 (C) ou MV4-11 (D) ont été traitées 16h avec du Bisindolylmaleimide (Bis) ou de
I’enzastaurin (Enza) en présence ou non de chloroquine. Les cellules ont ensuite été lysées et le niveau d’ATF4 et de
LC3B a été analyse par Western Blot. E. Les cellules MOLM-14 ont été traitées avec I’inhibiteur de FLT3 pendant
2 heures. Les cellules ont ensuite été récupérées et le niveau de la phosphorylation et de la protéine totale de PKC-
BII a été analysé par Western Blot.
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5. Résumé et discussion

Dans notre travail, nous avons recherché les voies de signalisation en aval du récepteur FLT3-ITD
responsables de I’activation de I’autophagie dans les cellules de LAM. Le récepteur oncogénique FLT3-
ITD active les grandes voies canoniques de signalisation cellulaire que sont les voies MAPK/ERK,
PISK/AKT, et la voie STAT5 en raison de sa localisation intracellulaire incontrolée. En utilisant
différents inhibiteurs pharmacologiques, nous avons montré qu’aucune de ces voies de signalisation n’est
impliquée dans I’induction de I’autophagie. En effet leur inhibition ne diminue pas le flux autophagique
dans les cellules de LAM. En revanche, nous avons mis en évidence d’une part que FLT3-1TD augmente
I’expression du facteur de transcription ATF4, et d’autre part que son expression est essentiel a
I’induction de I’autophagie dans le modéle FLT3-ITD et donc essentiel a la prolifération des cellules
leucémiques in vitro. In vivo, comme pour 1’autophagie, ATF4 est indispensable au développement de la

leucémie.

Nos résultats sont les premiers identifiant le facteur de traduction ATF4 comme appartenant a la
signalisation en aval de FLT3-1TD dans les LAM. Nous avons confirmé le réle d’ATF4 comme acteur de
I’autophagie dans le modele FLT3-ITD en utilisant des approches d’interférences a ’ARN comme des
shRNA ou siRNA. Notre étude, suggere qu’ATF4 a un rdle particulier dans les cellules exprimant le
récepteur FLT3-ITD, en promouvant le flux autophagique et la prolifération des cellules in vitro et in
vivo. En réponse a un inhibiteur de FLT3 ou un siRNA dirigé contre ATF4, nous avons également pu
identifier par PCR quantitative les génes clés de 1’autophagie régulés par ATF4 dans notre modéle.
L’induction de 1’autophagie par ATF4 semble impliquer les protéines ATG7 et ATGI6L1 qui sont des
protéines essentielles a 1’élongation des autophagosomes (Kabeya, 2000, Mizushima, 2001). De plus,
nous avons observé que le transcrit de la protéine ULK3 est fortement diminué par un traitement avec
I’inhibiteur de FLT3 ou un siARN ATF4 dans notre mod¢le. Cette protéine a été décrite dans I’initiation
du processus d’autophagie, il serait intéressant de valider son implication et son importance en aval de
FLT3 en comparant des cellules FLT3-ITD ou FLT3 sauvage. Finalement, nous évaluerons I’impact de la
surexpression d’ATF4 dans nos modéles cellulaires sur ’autophagie, la prolifération des cellules et la
réponse aux inhibiteurs de FLT3. Ceci permettrait de savoir si ’augmentation de 1’autophagie par ATF4
permet une résistance des cellules a I’inhibition de FLT3. Comme nous 1’avons montré, la réexpression
d’ATF4 lors d’une inhibition de FLT3 permet une réinduction de 1’autophagie inhibée par 1’inhibiteur. En
conséquence, la surexpression génétique d’ATF4 dans nos modéles devrait rendre les cellules moins

sensibles a 1’inhibiteur de FLT3.

Dans notre modéle, nous avons observé que la protéine ATF4 est une cible précoce de la signalisation
oncogénique de FLT3-ITD. En effet, I’inhibition de FLT3-ITD induit une extinction de 1’expression de la
protéine trés rapide au bout d’une heure de traitement dans nos lignées cellulaires. Nous nous sommes

ensuite intéressés a la régulation d’ATF4 en aval de FLT3-ITD. La protéine ATF4 est principalement
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régulée par le facteur de traduction elF2a. En effet, lorsqu’il est phosphorylé en sérine 51, le facteur
elF2a induit I’expression d’ATF4 (Hinnebusch, 2002, Hinnebusch, 2005). Dans notre modele I’inhibition
de FLT3 engendre une augmentation de la phosphorylation d’elF2a mais en paralléle une diminution
drastique de 1’expression de la protéine ATF4. Les résultats montrent que dans notre mod¢le 1’expression
d’ATF4 n’est pas régulée par elF2a. Différentes données bibliographiques montrent que la protéine ATF4
peut étre régulée au niveau de sa transcription, de sa traduction ou au niveau de sa stabilité (Pakos-
Zebrucka, 2016). D’aprés nos résultats, la protéine ATF4 ne semble pas étre régulée au niveau de sa
transcription ou de sa stabilité mais plutdt au niveau de sa synthése. A ce stade du projet, il serait
intéressant de réaliser une purification des polysomes afin de valider nos résultats sur la régulation
traductionnelle de la protéine ATF4. C’est une méthode de fractionnement des polyribosomes (polysome)
par centrifugation avec un gradient de densité de saccharose (Rivera, 2015). Elle permet donc d’isoler les
ARN messagers en cours de traduction donc présents au niveau des ribososmes pour une condition
donnée. L’analyse par qPCR de ces ARN messagers nous permettra donc de voir si ’inhibition de FLT3

induit bien une inhibition de la traduction de la protéine ATF4.

Trés récemment, le facteur de la traduction elF6 a également été décrit dans la régulation de
I’expression protéique d’ATF4 (Brina, 2015). A la suite d’une analyse protéomique sur la lignée
cellulaire MOLM-14 dans laquelle on a déplété le récepteur FLT3-ITD avec un siRNA, nous avons
obtenu une signature elF6 dont plus de 70% des protéines connues en aval d’elF6 ont été retrouvées
diminuées dans la condition traitée avec le siRNA. Dans notre modele, ce facteur serait essentiel a la
prolifération et a la survie des cellules exprimant le récepteur FLT3-ITD comme nous avons pu le voir
avec ’utilisation d’un shRNA elF6. Afin de poursuivre 1’étude sur I’importance de ce facteur il serait
intéressant de réaliser une expérience de survie in vivo avec les cellules sShRNA elF6 exprimant ou non le
récepteur FLT3-1TD. De plus, ce facteur a était décrit comme étant essentiel au maintien du métabolisme
et plus précisément le métabolisme lipidique (Brina, 2015). Dans le modéle FLT3-ITD, il serait donc
intéressant d’analyser I’impact d’EIF6 sur le métabolisme lipidique grace aux cellules exprimant un
ShARN ciblant eIF6. Pour cela, il est possible d’utiliser une sonde fluorescente, la sonde Bodipy 493-503,
qui présente une forte affinité pour les lipides neutres et donc les lipides présents dans les gouttelettes
lipidiques, vésicules intracellulaire de stockage des lipides. De plus, nous pouvons également regarder le
statut des différents métabolites en réponse & une invalidation du facteur elF6 (consommation de glucose,
d’oxygéne, de production de lactate, d’ATP, la respiration mitochondriale ou de production d’especes

actives de I’oxygene).

D’apres nos résultats, le facteur elF6 serait sous I’influence de la voie des PKC et plus précisément
sous le contrdle de PKC-B2 pour moduler I’expression d’ATF4 ainsi que ’induction du processus
autophagique. L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques dirigés contre les protéines PKC dans nos

modeles cellulaires nous a permis de visualiser une diminution de 1’expression de la protéine ATF4 et un
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blocage du processus d’autophagie. Néanmoins, il est nécessaire de valider et décortiquer cette voie par
d’autres moyens d’inhibition des PKC comme des approches génétiques. De plus, il serait intéressant de
regarder I’effet de 1’inhibition des PKC ou de FLT3 sur la phosphorylation d’elF6 sur la sérine 235 qui
est connue pour faciliter la traduction d’ARNm possédant des séquences uORFs en 5°UTR comme ATF4
(Brina, 2015). Des manipulations ont déja étaient entreprit pour répondre a cette question en utilisant un
anticorps dirigé contre cette phosphorylation. Le probléme que nous avons eu est que cet anticorps n’était
pas spécifique. Nous sommes donc en train de réaliser un gel 2D afin de regarder le statut de
phosphorylation d’elF6. Ce gel nous permettra de séparer le facteur elF6 en fonction de ses
phosphorylations et donc nous permettre d’étudier 1’effet sur la phosphorylation de la sérine 235 en
réponse a un inhibiteur de FLT3 ou de PKC (Miluzio, 2015). En plus de cela, il serait intéressant
d’identifier le lien entre le récepteur FLT3-ITD et la voie des PKC d’autant plus que cette voie n’a jamais
¢été décrite en aval de FLT3. D’aprés les données bibliographiques, la protéine PLC y est un médiateur
direct de la signalisation en aval de FLT3 et elle a été décrite comme étant impliquée dans 1’activation des
protéines PKC (Dosil, 1993, Shibayama, 1998, Griner, 2007). La protéine PLC permet 1’activation des
PKC avec la formation de DAG (diacylglycérol) a partir du PIP2 (phosphatidyl-inositol 4,5-bisphosphate)
qui se fixe sur PKC et induit une conformation active des PKC (Griner, 2007). Afin de vérifier
I’implication de PLCy dans notre modeéle, il donc possible de regarder le niveau de diacylglycerol en
présence ou non de I’inhibiteur de FLT3 ou de regarder le statut de phosphorylation des PKC en réponse

a un siRNA de PLC.
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ABSTRACT

In acute myeloid leukemia (AML), internal tandem duplication mutations in the FLT3 tyrosine
kinase receptor (FLT3-ITD) account for up to 25% of cases and are associated with a poor
outcome. In order to better target this AML subtype, a comprehensive view of how FLT3-ITD
impacts AML cell biology is required. Here, we found that FLT3-1TD expression increased basal
autophagy in AML cells, and that both pharmacological and genetic inhibition of the receptor
reduced autophagy in primary AML samples and cell lines. Conditional expression of sShRNAs
against key autophagy proteins demonstrated that autophagy is required for AML cell
proliferation in vitro and for leukemic cells survival in a mouse model of xenograft. Importantly,
autophagy inhibition also overcame FLT3 inhibitor resistance both in vitro and in vivo. The
transcription factor ATF4 was identified as an essential actor of FLT3-1TD-induced autophagy.
Cellular levels of ATF4 were highly dependent on FLT3-ITD activity, and down-regulation of
ATF4 inhibited autophagy-dependent AML cell proliferation and improved overall mouse
survival similarly to autophagy inhibition.

These results suggest that targeting autophagy or ATF4 in patients expressing FLT3 mutations

may represent a novel promising and innovative therapeutic strategy for AML.

Key words: acute myeloid leukemia; autophagy; proliferation; resistance; receptor tyrosine

kinase
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INTRODUCTION

Acute myeloid leukemia (AML) arise from the malignant clonal expansion of undifferentiated
myeloid precursors, resulting in bone marrow failure. Although many AML patients initially
respond to conventional induction therapy, relapses are common and carry a very poor prognosis
(1). The standard treatments for AML have remained almost unchanged over the past 40 years,
demonstrating that despite improvements in our understanding of AML pathogenesis, a more in-
depth knowledge of the biology of AML is still required in order to rationally design more
efficient therapies. Over the past few decades, extensive molecular characterization studies have
highlighted the complex heterogeneity of AML (2). The most common genetic abnormalities,
which occur in about 30% of AML patients, lie within the Fms-Like Tyrosine kinase 3 (FLT3)
gene which encodes a receptor tyrosine kinase (RTK). The most frequent mutations in this gene
occur via internal tandem duplication (FLT3-1TD) in the juxta-membrane domain, or through
point mutations, usually of the Asp835 residue within the activation loop (FLT3-TKD). Both
types of mutations result in constitutive activation of FLT3 and promote leukemic cell
proliferation and survival. The poor outcome associated with FLT3-ITD mutations (3) has
generated great interest in the development of specific tyrosine kinase inhibitors for more than
10 years. Of the new generation of FLT3 inhibitors developed, quizartinib (AC220) is considered
the most potent and selective, but resistance still commonly arises due in particular to secondary
mutations (e.g. FLT3-TKD). Recently, midostaurin (PKC412) has shown efficiency against both
FLT3-ITD and FLT3-TKD, and early clinical trials are currently underway (for review, see 4).
Although important efforts are aimed at developing more efficient tyrosine kinase inhibitors,
novel approaches to eradicate FLT3-mutated leukemic cells must also be developed.

Autophagy is a highly-conserved catabolic process used by the cell to degrade and recycle damaged
cellular components in response to adverse environmental stimuli. It relies on the formation of the
autophagosome, a double-membraned vesicle that sequesters cytoplasmic bulk, proteins and organelles
before fusing with lysosomes to degrade the engulfed material. The role of autophagy in cancer is
complex since it plays a tumor suppressor role during the early phases of tumor initiation through the
prevention of genomic instability yet promotes tumor development in established tumors by promoting
cancer cell survival (5). Interestingly, oncogenes such as K-RASG12D, BRAFV600E and the fusion
protein BCR-ABL1 were reported to support a high level of basal autophagy in different types of cancers
which is required for cell survival and proliferation (6-8). Moreover, autophagy has also been described to

be a mechanism of resistance to different types of drugs or treatments (9,10), and inhibiting autophagy in
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this context was shown to enhance treatment efficiency. The publication of these studies has instigated
several clinical trials combining the only available in vivo autophagy inhibitor, hydroxychloroquine
(HCQ), with conventional treatments in different cancers (11).

A few studies have sought to understand the role of autophagy in AML, and suggest that inhibiting
autophagy sensitizes particular subgroups of AML cells to chemotherapies (12,13) or to small molecules
inhibitors (e.g. histone deacetylase inhibitor) (14,15). However, the potential role of autophagy in AML
cell biology as a mechanism of progression in FLT3-mutated AML remains to be clarified. Here, we
found that FLT3-ITD mutations are able to induce an increase in basal autophagy in leukemic cells,
through a previously uncharacterised signalling cascade involving the transcription factor ATFA4.
Moreover, inhibiting autophagy or ATF4 significantly impaired FLT3-ITD leukemic cell proliferation as
well as tumor burden in murine xenograft models. Importantly, autophagy inhibition also overcame FLT3
inhibitor resistance due to FLT3-TKD mutation both in vitro and in vivo. These results suggest that
targeting ATF4 or autophagy in AML patients carrying FLT3 mutations may represent a promising
alternative therapeutic strategy.

RESULTS
FLT3-1TD increases basal autophagy in AML cells

Little is known of the role of autophagy in AML cell biology, especially in the context of the expression
of FLT3-1TD, a mutation frequently found in these pathologies. To evaluate the impact of FLT3-ITD on
autophagy levels in AML cells, the effect of FLT3-ITD inhibition was investigated in the two human
FLT3-ITD-positive cell lines, MOLM-14 and MV4-11. Pharmacological inhibition of FLT3 activity in
these cells by incubation with a specific FLT3 inhibitor for 16 h was followed by a significant decrease in
autophagic flux. Indeed, FLT3 inhibition decreased lipidated LC3B (LC3B-Il), an autophagosomal
membrane marker, in presence of the autophagy inhibitor chloroquine (Fig 1A, S1A). Accordingly, the
average number of autophagosomes per cell was significantly reduced upon FLT3 inhibition, as evaluated
by both immunofluorescence (Fig 1B, C) and cytometry (Fig S1B) studies. Similar results were obtained
with AC-220 (quizartinib), a FLT3 inhibitor currently being evaluated in phase Il clinical trials (Fig
S10).

To confirm these results, we genetically down-regulated FLT3 in MV4-11 and MOLM-14 cells using
either siRNAs or inducible shRNAs against FLT3. Down-regulation of the receptor by both of these RNA
interference approaches also induced a significant decrease in autophagy in these cells (Fig 1D-F and

S1D). These data suggest that FLT3-1TD activity increases basal autophagy levels in these leukemic cells.

- 120 -



In accordance, as shown by western blot analysis in Figure S1E, TF-1 erythroleukemic cells expressing
FLT3-ITD displayed increased lipidated LC3B-II in presence of bafilomycin compared to TF-1 cells that
did not express the receptor. Moreover, immunofluorescence analysis of LC3B revealed a significantly
higher number of autophagosomes in these FLT3-1TD-positive cells (Fig S1F, G).

Based on these results, we next asked whether the expression of the oncogenic receptor FLT3-ITD also
supports autophagy in AML primary samples. We therefore assessed the level of autophagy upon
treatment with FLT3 inhibitors in primary AML samples from patients expressing FLT3-1TD. As shown
in Figure 1G, treatment of FLT3-ITD-positive primary cells with FLT3 inhibitor for 16 h decreased the
autophagy levels in these cells, whereas it had no effect on primary AML cells expressing wild type FLT3
(Fig 1H). The efficiency of the FLT3 inhibitor at abrogating FLT3-ITD activity was confirmed in these
experiments by monitoring STATS phosphorylation status, a marker of FLT3-ITD activity (Fig 1G).

Altogether these complementary biochemical and cellular data collectively demonstrate that FLT3-ITD

expression and activity cause an increased level of basal autophagy in AML cells.

The transcription factor ATF4 mediates autophagy downstream of FLT3-1TD

We then investigated which signalling pathways were involved in FLT3-ITD-induced autophagy.
Pharmacological inhibition of the STATS5, PI3K/AKT or MEK/ERK pathways did not modify the level of
autophagy in MOLM-14 cells, showing that none of the major signalling cascades activated by this
mutant RTK are involved (Fig S2A-C).

Since FLT3-1TD was previously reported to localise at the endoplasmic reticulum (ER) and to signal from
this compartment (16), we wondered whether the elF20/ATF4 pathway could be involved. This pathway
is induced by different environmental stresses, particularly ER stress, and was recently demonstrated to
be able to fine tune autophagy (17). As shown in Supplementary Figure 2D, treatment of MOLM-14 cells
with a FLT3 inhibitor induced the phosphorylation of elF2a on Ser51, a marker of activation of the
pathway that represses global translation. Surprisingly, eIF2a phosphorylation was accompanied by a
dramatic decrease in ATF4 protein levels (Fig S2D). This was unexpected since elF2a phosphorylation
generally increases cap-independent translation of ATF4 (18). However, these results suggest that ATF4
protein levels are positively controlled by FLT3-ITD activity, independent of their regulation by eIF2a.
These results were confirmed by time course experiments in which pharmacological inhibition of FLT3-
ITD led to a rapid and complete drop in ATF4 protein levels (Fig 2A). Pharmacological or genetic (RNA
interference) inhibition of FLT3 also decreased ATF4 protein levels in MOLM-14 and MV4-11 leukemic
cells (Figs 2B and S2E,F). In order to precise the mechanisms of ATF4 regulation by FLT3-ITD, we first
analysed ATF4 mRNA levels in response to FLT3 inhibition (Fig 2C) and found that it was not modified

in these conditions, .suggesting that FLT3-1TD regulates neither transcription nor mRNA stability of
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ATF4. We then performed time course experiments of cycloheximide indicating that FLT3 inhibition
does not induce ATF4 degradation (Figs 2 D, E) but rather impacts on its synthesis, since accumulation of
ATF4 upon MG132 treatment was significantly decreased upon FLT3 inhibitor treatment (Figs 2 F, G).

Taken together, these data highlight a new elF2a-independent ATF4 regulation pathway and demonstrate
for the first time that FLT3-1TD positively controls the ATF4 protein levels.

Given that ATF4 has been described as a regulator of autophagy in other models, these data also
suggested that ATF4 could be a key determinant of the autophagy process downstream of FLT3-ITD. To
evaluate this hypothesis, RNA interference (siRNA or inducible shRNA) was used to down-regulate
ATF4 in MOLM-14 or MV4-11 cells. Strikingly, ATF4 depletion induced a significant inhibition of
autophagic flux in all cases, as judged by western blot and immunofluorescence analyses (Fig 2 H-K and
S2G).

Together these novel findings demonstrate that the transcription factor ATF4 is an early target of FLT3-

ITD signalling and is involved in FLT3-ITD-mediated autophagy in AML cells.

Autophagy sustains the FLT3-1TD-dependent proliferation of leukemic cells

We next asked whether autophagy could support FLT3-ITD-dependent proliferation since FLT3-ITD-
expressing leukemic cells have increased rates of proliferation and autophagy has been shown to support
proliferation of various types of cancer cells (19,20). For this, we first investigated the ability of the
VPS34 inhibitor SAR405, a recently described potent inhibitor of autophagy (21), to influence MOLM-14
and MV4-11 cell proliferation. Treatment with SAR405 for 24 to 72 h inhibited autophagy (Fig 3A, S3A)
and severely impaired proliferation in both cell lines, as judged by trypan blue exclusion and cell counting
(Figs 3B, S3B). Interestingly, SAR405 did not significantly induce apoptotic cell death in MOLM-14
cells even after 3 days of treatment (Fig 3C), suggesting that the inhibition of proliferation observed in

response to this molecule may be due to cytostatic mechanisms.

To investigate more specifically the involvement of autophagy in leukemic cell proliferation, we
developed MOLM-14 and MV4-11 cell lines conditionally expressing shRNAs against either ATG12 or
ATGS5, two key proteins in the autophagy process. The addition of doxycycline efficiently silenced the
expression of both ATG12 (Fig 3D, S3G) and ATG5 (Fig S3C and S3E) and, as expected, reduced
autophagic flux. Consistent with our SAR405 data, down-regulation of ATG12 or ATG5 also inhibited
MOLM-14 and MV4-11 cell proliferation (Fig 3E, S3D, S3F and S3H) without inducing significant cell
death (Fig 3F). As a control, we verified that doxycycline had no effect on the proliferation of MOLM-14
and MV4-11 cell lines (not shown).

We then asked whether autophagy is as equally important for the proliferation of leukemic cells that do
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not express FLT3-ITD, using OCI-AML3 cells, which express wild type FLT3. SAR405 treatment did
not affect proliferation or death of OCI-AML3 cells (Fig S4A, B). In line with this, ATG12 shRNA-
mediated inhibition of autophagy in TF-1 cells did not significantly modify their proliferation rate nor
induce apoptosis (Fig S4C, D), while similar experiments in TF-1-FLT3-ITD cells resulted in a robust
inhibition of proliferation (Fig S4E) without inducing cell death (Fig S4F). Thus, these data demonstrate
that FLT3-ITD expressing cells rely on autophagy for growing.

Since ATF4 was found to be involved in autophagy in FLT3-ITD-positive leukemic cells (Fig 2), we then
asked whether this factor was necessary for the proliferation of these cells. ATF4 depletion in MOLM-14
cells using an inducible shRNA against ATF4 induced a dramatic reduction in cell proliferation (Fig 3G),
indicating that the FLT3-1TD-dependent autophagy that supports cell proliferation requires the presence
of the ATF4 transcription factor. Finally, as previously observed for autophagy inhibition in these cells,
ATF4 depletion did not induce significant cell death (Fig 3H).

Targeting autophagy or ATF4 reduces AML tumor burden in mice

We next investigated whether autophagy and ATF4 are required for AML proliferation in vivo. MOLM-
14 cells stably expressing conditional shRNA against ATG5 or ATF4, or control ShRNA, were injected
into the tail vein of NSG mice to generate a leukemic model (22) (Fig 4A). Mice were then treated per os
with doxycycline to induce shRNA expression. Strikingly, ATG5 or ATF4 silencing strongly decreased
total cell tumor burden, as indicated by a reduced percentage of human leukemic cells (hCD45+/hCD33+)
present in the murine bone marrow (Fig 4B) and spleen (Fig 4C). In addition, sternums from mice
engrafted with sShRNA control cells appeared to have a greater invasion of human cells compared to mice
engrafted with cells expressing ATG5 or ATF4 shRNA (Fig 4D). Consistently, mouse survival was
significantly prolonged upon ATF4 depletion and even more so with ATGS5 depletion (Fig 4E). To further
validate these results, mice were also engrafted with MOLM-14 cells silenced for another autophagy

gene, ATG12, which also greatly improved mice overall survival (Fig 4F).

Taken together these results have identified autophagy and ATF4 as key actors in FLT3-ITD-positive

AML in this murine xenograft model.

Inhibiting autophagy overcomes acquired resistance to FLT3 inhibitors

Given that we have established autophagy as a necessary process for AML cell proliferation and tumor
burden in vivo, we then wondered whether inhibiting autophagy could represent an alternative method of
targeting FLT3-1TD-positive cells that are resistant to FLT3 inhibitors. To test this hypothesis, we used a
MOLM-14 cell line expressing an FLT3-D835Y mutant (MOLM-14-TKD), a mutation located within the
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catalytic domain of FLT3, which is well-known for conferring resistance to AC-220. When MOLM-14-
TKD cells were treated with the VPS34 inhibitor SAR-405, autophagy and cell proliferation were
robustly inhibited (Fig 5A, B), as previously observed in MOLM-14 cells (Fig 3A, B). To further confirm
these results, we transduced MOLM-14-TKD cells with conditional ShRNA directed against ATG12. In
accordance with the data obtained with SAR405, this also significantly reduced the proliferation of these
AC-220 resistant cells (Fig 5C, D). Doxycycline had no effect on the proliferation of MOLM-14-TKD
cell line (not shown).

We next sought to validate these results in vivo. Therefore, NSG mice were engrafted with MOLM14-
TKD cells expressing conditional ShRNA against ATG12, as performed with MOLM-14 cells (Fig 4).
The overall survival of doxycycline-treated mice was greatly improved (Fig 5E) when compared to
untreated mice, indicating that targeting autophagy overcomes acquired resistance to FLT3 inhibitors in

Vivo.

Collectively, these findings demonstrate that an ATF4/autophagy axis constitutes an important
determinant of FLT3-ITD AML proliferation in vivo, and could be considered as a new potential
therapeutic target for treating this AML subtype.

DISCUSSION

In this work, we demonstrate that the oncogenic receptor tyrosine kinase FLT3-1TD induces autophagy in
AML cells. To date, the role of autophagy in AML development has not been assessed in detail, and the
autophagic status of AML cells has also been poorly investigated. Low levels of autophagy have been
reported in AML samples in comparison to normal hematopoietic cells (23) and, very recently, loss of
function mutations of autophagic proteins have been described in AML primary samples (24). Taken
together, these two studies suggest that mutation-induced defects in autophagy may participate in AML
initiation and progression, in association with other mutational events. In contrast, the key autophagy
protein ATG7 has been identified as a resistance factor in AML, with specific importance in response to
micro-environmental signals (13). Although highly important, all these studies did not explicitly take into
account the heterogeneity of AML subtypes, which may lead to substantial diversity in terms of
autophagy status in AML cells. Our work has more specifically addressed this question by focussing on
the FLT3-1TD AML subtype, which accounts for up to 25 % of AML cases and has been associated with
a poor prognosis. This does not imply that high basal autophagy is restricted to FLT3-ITD AML, and it is
possible that other AML subtypes may also present high autophagy levels, for example due to the
expression of oncogenes other than FLT3-ITD. Interestingly, our results are reminiscent of studies
performed in other cancers, which have described the induction of autophagy by oncogenic forms of K-

Ras (6) or B-Raf (7), or by BCR-ABL (8). In these cases, autophagy was found to support the increased
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metabolic activity and excessive proliferation rates triggered by these different oncogenes. Our present
data are in agreement with this notion, but they also suggest that whilst sustaining the proliferation of
FLT3-ITD leukemic cells, autophagy does not significantly impact on their survival. Indeed, inhibiting
autophagy genetically or with pharmacological molecules did not significantly induce cell death in FLT3-
ITD AML cells. This is somewhat divergent from the roles of autophagy described downstream of B-Raf
or K-Ras, which have been implicated in cell survival and resistance mechanisms to cytotoxic or
genotoxic drugs mediated by these oncogenes. Interestingly, in the case of other tyrosine kinase-driven
hematological malignancies, such as NPM-ALK-positive anaplastic large cell lymphoma or BCR-ABL-
positive chronic myeloid leukemia, inhibiting the oncogenic tyrosine kinase is often found to lead to the
induction of a protective autophagy (9,10), contrasting with our present observations in the FLT3-ITD
model. It is also important to note that different studies have described the induction of autophagy-
dependent cell death in AML cells in response to different drugs, such as the proteasome inhibitor

bortezomib (22) or trans-retinoic acid (ATRA) in the case of promyelocytic leukemia (25).

These previous studies alongside our present data collectively suggest that the autophagic response to
expression or inhibition of oncogenic tyrosine kinases may vary from one pathology to the other, and
from one oncogene to the other, further stressing the necessity for specific mechanistic studies for each

model.

In this study, we have also identified the ATF4 transcription factor as an important modulator of
autophagy downstream of FLT3-ITD. To our knowledge this is one of the first reports identifying a
function for ATF4 in AML cell biology, and the first evidence of its importance downstream of FLT3-
ITD. The induction of the ATF4 protein through the activation of the elF2a-dependent or -independent
integrated stress response has been reported recently in AML in response to different drugs (26,27), and a
recent study implicated ATF4 as a mediator of the unfolded protein response downstream of JUN in
AML (28). We found that ATF4 is an early target of FLT3-ITD signalling since its down-regulation
occurs within 1 hour of receptor inhibition in model cell lines. Interestingly, this regulation does not
involve elF2a, the main signalling pathway known to induce ATF4 accumulation, or the canonical
signalling networks activated downstream of FLT3-ITD, which include the AKT, ERK or STAT5
pathways. ATF4 regulation has been described at the transcriptional, translational and post-translational
level, depending on the model (29). Our results suggest that FLT3-ITD facilitates ATF4 synthesis without
affecting stability, so further experiments will be needed to identify the mechanism operating downstream
of FLT3-ITD. Interestingly, the signalling pathways leading to the induction of autophagy are different
depending on the various oncogenes. An ER stress- and elF2a-dependent process has been implicated
downstream of B-Raf (7), MAPK15 involvement was described for BCR-ABL1 (8). Different studies

have described key autophagic proteins, such as LC3B, Beclinl, or ULK1, as transcriptional targets of
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ATF4 downstream of elF2a phosphorylation (30), thus the important question of the mechanism involved
in ATF4-dependent regulation of autophagy in FLT3-ITD-positive cells remains opened. Our data also
demonstrate that inhibiting autophagy or ATF4 induces a cytostatic decrease in FLT3-ITD leukemic cell
proliferation. How autophagy and ATF4 sustain the proliferation of these leukemic cells remains to be
clarified. Autophagy has been involved in the regulation of different proliferation and cell cycle events
(31-33), and it was also recently reported to regulate key proliferative signalling molecules such as MEK,
ERK (34), and MAPK15 (8). Additionally, both autophagy and ATF4 are important actors and regulators
of energetic metabolism in normal and cancer cells, so it could also impact on the proliferation of
leukemic cells through these metabolic functions. Further studies will be needed to identify the molecular
and functional links that drive autophagy-dependent proliferation in these leukemic cells.

Much effort has been focussed on developing efficient inhibitors against the FLT3-ITD receptor since its
expression is associated with a poor outcome and since FLT3-ITD leukemic cells are strongly dependent
on its activity for their proliferation and resistance to therapeutic drugs. Clinical trials with quizartinib
have yielded encouraging results, but acquired resistance to the inhibitor involving different mechanisms
have been described (35). In this context, identifying new Achilles heels of leukemic cells expressing
FLT3-ITD appears to be the most important challenge in defining new potential therapeutic strategies.
Our data suggest that autophagy or ATF4 could represent such alternatives because certain subsets of
AML cells appear to be highly dependent on their activity. Furthermore, we have established that
inhibiting autophagy may overcome the resistance to quizartinib induced by point mutations in the
catalytic domain of FLT3, a resistance mechanism described in AML patients (36). The only autophagy
inhibitor that is approved for in vivo use in humans at the moment is chloroquine, which was tested in
association with therapeutic drugs for different types of cancers (11). New efficient autophagy inhibitors
have recently been described, including inhibitors of the class 11l PI3K VPS34 (37) that can be used in
vivo. The results herein suggest that these molecules or their derivatives may constitute efficient tools to

inhibit autophagy in vivo in the near future.

As a conclusion, we identified for the first time autophagy as an important effector of FLT3-I1TD receptor
dependence in AML, and we established the ATF4 transcription factor as a master regulator of this
process, underlying the existence of a new targetable signalling pathway in this poor prognosis AML
subtype. Our data open the interesting possibility that a similar pathway is operating downstream of

mutant tyrosine kinase receptors in other types of cancers.
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MATERIALS AND METHODS
Cell lines and AML samples

The human myeloid leukemia cell lines MV4-11, MOLM-14 were purchased from the Leibniz Institute
DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Leibniz, Germany). The MOLM-14
TKD, TF1-FLT3-ITD and OCI-AML3 cell lines were kindly provided by Jéréme Tamburini (Institut
Cochin, Paris, France), Paulo de Sepulveda (CRCM, Marseille, France) and Pierre Brousset (CRCT,
Toulouse, France), respectively. Cells were grown in RPMI 1640 medium with Glutamax (Gibco, Life
Technologies) supplemented with 10% fetal bovine serum (Sigma) and 100 units/ml of penicillin and
streptomycin (Invitrogen). Fresh and thawed samples from AML patients have been obtained after
informed consent and stored at the HIMIP collection (BB-0033-00060). According to the French law,
HIMIP collections has been declared to the Ministry of Higher Education and Research (DC 2008-307
collection 1) and obtained a transfer agreement (AC 2008-129) after approbation by the “Comité de
Protection des Personnes Sud-Ouest et Outremer II” (ethical committee). Clinical and biological
annotations of the samples have been declared to the CNIL (Comité National Informatique et Libertés ie
Data processing and Liberties National Committee) and is supported by CAPTOR (Cancer Pharmacology
of Toulouse-Oncopole and Region). AML primary samples were cultured in Iscove’s modified Dulbecco
medium (IMDM) containing 20% fetal calf serum.

Antibodies and reagents

The following antibodies from Cell Signaling Technology were used: rabbit antibodies against LC3B
(#2775), phospho-FLT3 (Tyr591, #3461), phospho-Stat-5 (Tyr694, #9351), Stat-5 (#9363), phospho-
AKT (Serd73, #9277), AKT (#9272), ERK (#9102), phospho-eIF2a (Ser51, #9721), elF2a (#9722),
VPS34 (#4263), ATG5 (#8540), ATG12 (#4180); and mouse antibodies against phospho-ERK (#9106).
Rabbit antibodies from Santa Cruz Biotechnology against Flt-3/FIk-2 (C-20, sc479) and ATF4 (C-20,
sc200) were also used. Secondary antibodies labeled with horseradish peroxidase were purchased from
Promega. Mouse monoclonal anti-LC3B from nanoTOOLS was used for immunofluorescence analysis.
For flow cytometry studies, the antibodies anti-nCD45 (YB5.B8), anti-CD33 (HI30), anti-annexin V and
BD Via-Probe™ (BD Pharmingen) were used. The FLT3 inhibitor 111 was purchased from Calbiochem
and the FLT3 inhibitor quizartinib AC220 was purchased from Selleck Chemicals. The VPS34 inhibitor
SAR405 was purchased from APExBIO. Bafilomycin was purchased from InvivoGen and chloroquine

was obtained from Sigma Aldrich.
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Western blot analysis

Proteins were separated using 4%-12% gradient polyacrylamide SDS-PAGE gels (Life Technologies) and
electrotransferred to 0.2 uM nitrocellulose membranes (GE Healthcare). After blocking in Tris-buffered
saline (TBS) with 0.1% Tween and 5% bovine serum albumin, membranes were blotted overnight at 4°C
with the appropriate primary antibodies. Primary antibodies were detected using the appropriate
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies. Immunoreactive bands were visualized by
enhanced chemiluminescence (P132209; Thermo Fisher Scientific) with a Syngene camera. Densitometric

analyses of immunoblots were performed using the GeneTools software.

Immunofluorescence analysis

Briefly, cells were seeded onto coverslips coated with 0.01% poly-L-lysine (Sigma), then fixed in 4%
formaldehyde for 8 min and subjected to ice-cold methanol treatment for 5 min. After PBS washes, cells
were incubated in 0.1% Triton X-100 in PBS / 5% BSA for 15 min and then incubated with anti-LC3B
antibodies (2 pg/mL) for 45 min. Cells were then washed again before incubation with an anti-mouse
Alexa-488 secondary antibody (Invitrogen) for 30 min, followed by washing and mounting in medium
containing DAPI (4'6-diamidino-2-phenylindole, Invitrogen). Images were acquired using a confocal
Zeiss LSM 780. For quantification, fields were chosen arbitrarily based on DAPI staining, and the

number of LC3B dots per cell of at least 50 cells was determined with Image J software.

Flow cytometry

To determine the number of apoptotic and dead cells, cells were washed then resuspended in annexin V
binding buffer (PharMingen). Annexin V-APC (5 ul per 100,000 cells) was added and cells were
incubated for 10 min in the dark. Data were acquired on a Macsquant (Miltenyi) flow cytometer. To
analyse autophagosome-associated LC3B, we used the Millipore’s FlowCellect™ Autophagy LC3

Antibody-based Assay Kit, following the manufacturer’s instructions.

SiRNA transfection

The transfection of small interfering RNA (siRNA) into MOLM-14 and MV4-11 cells was carried out
using the Neon transfection system (Life technologies), according to the manufacturer’s
recommendations. Briefly, 70 nM of siRNA was used per condition. RNA interference-mediated gene

knockdown was achieved using pre-validated Santa Cruz Biotechnology siRNAs for ATF4 (sc-35112),
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Qiagen small interfering RNAs (siRNAs) for FLT3 (S10005987) and Dharmacon siGENOME Control
Pool Non-Targeting #2 (D-001206-14-20).

Lentiviral infection of MOLM-14 and MOLM-14 TKD cells

Lentiviral particles were generated by calcium phosphate transient transfection into 293T cells. Briefly,
293T cells seeded into a 10 cm dish were transfected with 62.5 pl CaCl, (2 M), 500 pl HBS 2X, 418 pl
H20, 3.5 ug pvVSV-G (env), 6.5 ug p8.1 (tat, pol, rev, gag) and 10 pg of inducible shRNA against ATG5,
ATG12 or VPS34. Then, 72 h after cell transfection, 2 ml of the supernatants containing the virus
particles were collected and added to 2.10° MOLM-14 or MOLM-14 TKD cells in a 6-well plate.
Polybrene (8 pg/ml) was added and spinoculation was performed by centrifuging cells for 60 min at 800
g. Seventy-two h after transduction, the medium containing the viruses was removed. Then, after an
additional 24 h, transduced cells were selected with 1 pg/ml puromycin. All sShRNA experiments were
performed on the cell bulk, treated or not for 72 h with 1 pg/ml doxycycline for shRNA induction. The

following sequences were used 5°>3":

shRNA ATG12: purchased from Dharmacon (Ref RHS4696-20075354)

(CCGGGGACTCATTGACTTCATCACTCGAGTGATGAAGTCAATGAGTCC).

— ShRNA CTL: purchased from Sigma (Ref HC016 MISSION pLKO.1-puro Non-Target
shRNA Control)
(CGGGCGCGATAGCGCTAATAATTTCTCGAGAAATTATTAGCGCTATCGCGCT
TTTTG).

— ShRNA ATGS5: purchased from Sigma (custom shRNA)
(CCGGCCTGAACAGAATCATCCTTAACTCGAGTTAAGGATGATTCTGTTCAGG
TTTTTTG).

— ShRNA ATF4: purchased from Sigma (custom shRNA)

(CCGGGCCTAGGTCTCTTAGATGATTCTCGAGAATCATCTAAGAGACCTAGGC

TTTTT).

Tumor xenografts into NSG mice

NSG mice were bred at the UMS006 in Toulouse (France) using breeders obtained from Charles River.
All animal experimental protocols were approved by the institutional Animal Care and Use Ethical
Committee of the UMS006 and the Région Midi-Pyrénées (approval #13-U1037-JES08). NSG mice were

treated by an i.p. injection of busulfan (20 mg/kg) on the day before the experiment. Mice were engrafted
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by injection of 2.10® MOLM-14 shCTL, MOLM-14 shATG5, or MOLM-14 shATF4 cells into the tail
vein. After injection, all mice were treated by adding doxycycline (200 pg/ml) and sucrose (10 pg/ml) to
the drinking water. After 25 days, mice were sacrificed for human cell engraftment analysis, and the other
ones were kept for overall survival evaluation. For establishing human cell engraftment, either mixed
bone marrow from tibias and femurs or spleens were crushed into HBSS with 1% FBS, and then washed
with PBS. The number of human cells (hCD33*/hCD45" cells) in the bone marrow and spleen was then
evaluated by flow cytometry (LSRII Fortessa). For MOLM-14 shATG12 and MOLM-14/TKD shATG12
in vivo experiments, 2.10° cells were injected into the tail vein of the NSG mice. After injection, mice
were randomly split into 2 groups: one group was treated with 200 pg/ml doxycycline and 10 pg/ml
sucrose in the drinking water (n=8) and the other only with sucrose 10 pg/ml (n=7). Overall mouse

survival was established under these conditions.

Statistical analysis

Data from 3 independent experiments are reported as means + standard error of the mean. Statistical
analyses were performed using unpaired two-tailed Student t tests with Prism 5 software (GraphPad
Software Inc). Differences were considered as significant for p-values <0.05. *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001. The Kaplan-Meier method was used to estimate leukemia-free survival in xenografted mice.
Log-rank p-values were used for comparisons of leukemia-free survival among the three subgroups.
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Figure S2
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Figure 3
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Figure S3
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Figure 4
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Figure 5
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FIGURE LEGENDS
Figure 1: FLT3-1TD supports basal autophagy in leukemic cells.

A. MOLM-14 cells were treated with PBS (control) or FLT3 inhibitor (100 nM) for 16 h in the presence
or absence of chloroquine (15 uM), before being processed for western blot analysis of phospho-STAT5
(p-STATS), STATS and LC3B. Actin was used as a loading control. Numbers represent the LC3B-

Il/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=3 £ SEM).

B-C. MOLM-14 cells were treated with PBS (control) or FLT3 inhibitor (100 nM) for 16 h in the
presence or absence of chloroquine (15 uM), then stained for LC3B. Representative confocal pictures are
shown in B, and the graph in C represents the number of LC3B dots per cell. Scale bar: 10 pm.

D. MV4-11 cells stably expressing FLT3-specific-inducible shRNA were treated with PBS (control) or
doxycycline (2 pg/ml) for 2 days, then bafilomycin (20 nM) was added or not for 2 h before the cells
were processed for western blot analysis of FLT3 and LC3B. Actin was used as a loading control.
Numbers represent the LC3B-Il/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=3 + SEM).

E-F. MV4-11 cells stably expressing FLT3-specific-inducible ShRNA were treated with PBS (control) or
doxycycline (2 pg/ml) for 2 days, then chloroquine (15 pM) was added for 16 h before staining for
LC3B. Representative confocal pictures are shown in E, and the graph in F represents the number of
LC3B dots per cell. Scale bar: 10 um.

G. Patient samples harboring the FLT3-ITD mutation were treated with PBS (control) or FLT3 inhibitor
(100 nM) for 16 h in the presence or absence of chloroquine (10 uM), before being processed for western
blot analysis of phospho-STATS5 (p-STAT5S) and LC3B. Actin was used as a loading control. Numbers
represent the LC3B-I1/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=1).

H. Same experiment as in G, performed with primary cells from two patients expressing wild type FLT3.

Figure 2: ATF4 is involved in the FLT3-1TD-dependent signaling required for autophagy.

A. MOLM-14 cells were treated with PBS (control) or FLT3 inhibitor (100 nM) for 30 min, 1 h, 2 h or 16

h and were then processed for western blot analysis of ATF4. Actin was used as a loading control (n=3).

B. MV4-11 cells were treated with FLT3 inhibitor (100 nM) for 2 hours, and then processed for western

blot analysis of ATF4. Actin was used as a loading control (n=3).
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C. MOLM-14 and MV4-11 cells were treated with PBS (control) or FLT3 inhibitor (100 nM) for 6 h then
processed for Tagman gPCR analysis of ATF4. GUSB and B2M were used as a control genes.
Histograms represent the percentage of ATF4 mRNA in cells treated with PBS or FLT3 inhibitor (n=6).

D-E. MOLM-14 cells were treated with cycloheximide (CHX: 50 pg/mL) for 20 min, 40 min, 60 min, 80
min or 100 min in the presence (wright panel) or absence (left panel) of FLT3 inhibitor (100 nM), before
being processed for western blot analysis of ATF4. Actin was used as a loading control. The graph in E
represents the percentage of ATF4 protein remaining in cells treated with PBS or FLT3 inhibitor in

presence of cycloheximide over time (n=3).

F-G. After a pretreatment with cycloheximide (50 pg/mL) of 2 hours, MOLM-14 cells were treated with
MG132 (10 pg/mL), for 1h, 2h or 3h in the presence or absence of FLT3 inhibitor (100 nM), before being
processed for western blot analysis of ATF4. Actin was used as a loading control. Histogram (G)
represents the percentage of ATF4 protein in cells treated with PBS or FLT3 inhibitor in presence of
MG132 over time (n=3).

H. MOLM-14 cells were transfected with ATF4-specific siRNA, then 16 h later cells were treated or not
with bafilomycin (20 nM) for 2 h, before being processed for western blot analysis of ATF4 and LC3B.
Actin was used as a loading control. Numbers represent the LC3B-ll/actin ratios obtained by

densitometric analysis (n=3 £ SEM).

I-J. MOLM-14 cells were transfected with ATF4-specific siRNA, then 16 h later cells were treated or not
with bafilomycin (20 nM) for 2 h before staining for LC3B. Representative confocal pictures are shown

in 1, and the graph in J represents the number of LC3B dots per cell. Scale bar: 10 pum.

K. MOLM-14 cells stably expressing ATF4-specific-inducible ShRNA were treated with PBS (control) or
doxycycline (2 pg/ml) for 2 days. For the final 2 h cells were treated with bafilomycin (20 nM) or not and
then processed for western blot analysis of ATF4 and LC3B. Actin was used as a loading control.

Numbers represent the LC3B-I1/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=3 + SEM).

Figure 3: Targeting autophagy inhibits FLT3-1TD AML cells proliferation.

A. MOLM-14 cells were treated with DMSO (control) or the VPS34 inhibitor SAR-405 (3 pM) for 3
days. For the final 2 h cells were treated or not with bafilomycin (20 nM) and were then processed for
western blot analysis of LC3B. Actin was used as a loading control. Numbers represent the LC3B-I1/actin

ratios obtained by densitometric analysis (n=3 £ SEM).

- 144 -



B. MOLM-14 cells were treated with DMSO (control) or SAR-405 (3 uM) for 3 days, before the number
of cells was assessed by trypan blue exclusion counting. The graph represents the number of cells per day
(n=3 + SEM).

C. MOLM-14 cells were treated with DMSO (control) or SAR-405 (3 uM) for 3 days before cell death
was assessed by annexin V labelling and flow cytometry analysis. The graph represents the percentage of

annexin V-positive cells (n=3 £ SEM).

D. MOLM-14 cells stably expressing an ATG12-specific inducible shRNA were treated with PBS
(control) or doxycycline (2 pug/ml) for 3 days. For the final 2 h cells were also treated with bafilomycin
(20 nM) or not before being processed for western blot analysis of ATG12 and LC3B. Actin was used as
a loading control. Numbers represent the LC3B-Il/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=3 +
SEM).

E. MOLM-14 cells stably expressing ATG12-specific inducible shRNA were treated with PBS (control)
or doxycycline (2 pg/ml) for 3 days before the number of cells was assessed by trypan blue exclusion

counting. The graph represents the number of cells per day (n=3 £ SEM).

F. MOLM-14 cells stably expressing ATG12-specific inducible shRNA were treated with PBS (control)
or doxycycline (2 pug/ml) for 3 days before cell death was assessed by annexin V labelling. The graph

represents the percentage of dead cells (n=3 £ SEM).

G. MOLM-14 cells stably expressing ATF4-specific inducible shRNA were treated with DMSO or
doxycycline (2 pg/ml) for 3 days before the number of cells was assessed by trypan blue exclusion
counting. The graph represents the number of cells per day (n=3 + SEM).

H. MOLM-14 cells stably expressing ATF4-specific inducible sShRNA were treated with PBS (control) or
doxycycline (2 pg/ml) for 3 days before cell death was assessed by annexin V labelling. The graph
represents the percentage of dead cells (n=3 £ SEM).

Figure 4: Targeting autophagy or ATF4 decreases tumor burden and increases survival of mice
xenografted with FLT3-1TD AML cells.

A. NSG mice (n=15) engrafted with MOLM-14 cells stably expressing the indicated inducible ShRNAs
by intravenous (1V) injection, were treated with sucrose (10 pg/ml) and doxycycline (200 pg/ml) via their
drinking water. 25 days post-graft, 6 mice per group were sacrificed and the number of human cells
(hCD45+ and hCD33+) present in the bone marrow and spleen was analysed by flow cytometry. The

remaining 9 mice per group were used for overall survival analysis.
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B-C. Graphs representing the number of human cells positive for hCD45 and hCD33 within the murine
bone marrow (B) and spleen (C).

D. Histochemical MGG (May-Grinwald-Giemsa) staining of sternums of NSG mice engrafted with
MOLM-14 cells stably expressing a control inducible shRNA (n=6), an ATG5-specific inducible sShRNA
(n=6) or an ATF4-specific inducible shRNA (n=6) by IV injection. Scale bar: 200 um.

E. Graph representing the Kaplan—Meier survival curves of mice engrafted as described in A.

F. NSG mice were engrafted with MOLM-14 cells stably expressing an ATG12-specific inducible
shRNA by IV injection, and were then treated with sucrose (10 pg/ml) with or without doxycycline (200
pg/ml) via their drinking water. The graph represents the Kaplan—Meier survival curves of mice treated
with sucrose (n=7) or sucrose + doxycycline (n=8).

Figure 5: Targeting autophagy or ATF4 overcomes resistance to FLT3 inhibitors.

A. MOLM-14 TKD cells were treated with DMSO (control) or SAR405 (a VPS34 inhibitor, 3 uM), for 3
days. For the final 2 h cells were then treated with bafilomycin (20 nM) or not and then processed for
western blot analysis of LC3B. Actin was used as a loading control. Numbers represent the LC3B-I1/actin

ratios obtained by densitometric analysis (n=3 £ SEM).

B. MOLM-14 TKD cells were treated with DMSO (control) or SAR405 (3 uM) for 3 days before the
number of cells was assessed by trypan blue exclusion counting. The graph represents the number of cells
per day (n=3 £ SEM).

C. MOLM-14 TKD cells stably expressing ATG12-specific inducible shRNA were treated with PBS
(control) or doxycycline (2 pg/ml) for 3 days. For the final 2 h cells were then treated with bafilomycin
(20 nM) or not and processed for western blot analysis of ATG12 and LC3B. Actin was used as a loading

control. Numbers represent the LC3B-Il/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=3 £ SEM).

D. MOLM-14 TKD cells stably expressing ATG12-specific inducible shRNA were treated with PBS
(control) or doxycycline (2 pg/ml) for 3 days before the number of cells was assessed by trypan blue

exclusion counting. The graph represents the number of cells per day (n=3 = SEM).

E. NSG mice (n=15) engrafted with MOLM-14 TKD cells stably expressing the ATG12 inducible
shRNAs by IV injection, were treated with sucrose (10 pg/ml) with or without doxycycline (200 pg/ml)
via their drinking water and their overall survival was analyzed. The graph represents the Kaplan—Meier

survival curves.
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IX. Discussion générale

1. L’autophagie, une cible thérapeutique dans les LAM ?

Il est maintenant clairement établi que I’autophagie posséde un role central dans le développement et
la progression des cancers. La majorité des études réalisées sur les fonctions de 1’autophagie dans les
cancers ont conclu que ce processus est globalement cytoprotecteur et ont suggéré que I’induction de
I’autophagie est un mécanisme de résistance (Levy, 2011, Maycotte, 2011, White, 2012). Ceci est la base
de différents essais cliniques en cours dans lesquelles les thérapies conventionnelles sont associées a des
inhibiteurs de 1’autophagie. Néanmoins, en fonction du stade de développement, des mutations
impliquées, du type de maladie ou du type de traitement, I’autophagie peut conduire a des résultats
divergents sur le processus tumoral (Joffre, 2017). Il est donc tres difficile d’attribuer un rdle bien défini a
I’autophagie, contribuant ainsi a la grande complexité du systeme. Le bilan actuel sur le bénéfice clinique
du ciblage de I’autophagie chez les patients reste flou et beaucoup de questions restent en suspens.

La premiére question est de savoir si I’autophagie posséde un réle cytoprotecteur ou cytotoxique dans
un contexte en particulier de traitement. Dans différents cas, il a été conclu que 1’autophagie ne possédait
pas une fonction de résistance mais au contraire les drogues utilisées peuvent avoir des effets anti-
tumoraux dépendants de 1’induction de I’autophagie en réponse a une drogue. Par conséquent, I’ inhibition
de I’autophagie diminue la mort cellulaire et augmente la progression tumorale. Par exemple, une étude a
montré que ’inhibition du récepteur a ’EGF (Epidermal Growth Factor) avec I’erlotinib (thérapie
standard dans le cancer du poumon exprimant un récepteur a I’EGF muté) a besoin d’une induction de
I’autophagie pour étre efficace et diminuer le développement tumoral (Wei, 2013). Dans les LAM, des
études récentes sur le récepteur FLT3-ITD ont montré que 1’utilisation d’un inhibiteur du protéasome, le
bortézomib, a besoin de I’induction de 1’autophagie pour dégrader 1’oncogéne FLT3-ITD et ainsi inhiber
le développement des cellules cancéreuses. Il serait donc contradictoire d’inhiber I’autophagie lors d’un
traitement au bortézomib (Larrue, 2015). Cependant, nos travaux montrent que dans ce modéle,
I’autophagie basale est importante pour soutenir la prolifération des cellules exprimant le récepteur FLT3-
ITD et qu’inhiber cette autophagie diminue le développement des cellules cancéreuses. Il est donc
nécessaire de définir le role de 1’autophagie en fonction des traitements et du contexte étudié pour

optimiser la prise en charge des patients.

La deuxieme chose a considérer est que les molécules utilisées en clinique pour bloquer 1’autophagie
ne sont pas spécifiques du processus d’autophagie. La chloroquine et I’hydroxychloroquine inhibent
I’autophagie en altérant le pH des lysosomes tout en provoquant 1’accumulation des autophagosomes. Ces
molécules sont peu codteuses et approuvées par le FDA et peuvent donc étre administrées chez les
patients. Néanmoins, ces molécules qui ont été décrites pour inhiber I’autophagie peuvent avoir des effets

autres qu’inhibiteurs de 1’autophagie. En effet, ils peuvent sensibiliser aux autres chimiothérapies par des
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mécanismes indépendants de 1’autophagie (Maycotte, 2012, Eng, 2016). Deuxiemement, toute
modification du pH de la tumeur peut altérer la biodisponibilit¢ du médicament diminuant ainsi
I’efficacité d’un traitement (Pellegrini, 2014). C’est pourquoi les industries pharmaceutiques se sont
focalisées sur I’identification et le développement d’inhibiteurs plus puissants et plus spécifiques de
I’autophagie. Plusieurs petites molécules ont récemment été mises au point pour cibler I’initiation du
processus autophagique. Ces molécules, qui sont testée in cellulo ou au stade préclinique, ciblent
différentes protéines impliquées dans le processus autophagique comme : PIK3C3/Vps34 (formation de
’autophagosome) avec le SAR405 (Ronan, 2014), ULK1 (induction et I’allongement de la phagophore,
le précurseur de I’autophagosome) avec le SBI-0206965 (Egan, 2015) ou ATG4 (maturation de LC3)
(Xu, 2016).

Une autre difficulté est la visualisation des réponses autophagiques réelles au sein de la tumeur lors
du traitement des patients avec des modulateurs de 1’autophagie (inhibiteur ou stimulateur). C’est-a-dire,
comment pouvons-nous mesurer in vivo si I’autophagie a bien été bloquée ou stimulée. L’autophagie est,
de par sa nature, un phénoméne trés dynamique. Alors que nous possédons plusieurs méthodes nous
permettant de mesurer ce processus dynamique in vitro, nous avons trés peu de moyens pour évaluer ce
dynamisme dans un organisme vivant (surtout dans les tissus humain) (Thorburn, 2014). L’approche
réalisable avec un échantillon de biopsie d’une tumeur a la suite d’un traitement correspond a 1I’étude du
nombre d’autophagosomes grace a une immunohistochimie ciblant la protéine LC3 (Ladoire, 2012), la
protéine Béclin ou une autre protéine connue pour dans les autophagosomes, p62/SQSTM. Il est
également possible d’utiliser la microscopie électronique pour évaluer le nombre d’autophagosomes et
d’autolysosomes dans le tissu tumoral. Néanmoins ces moyens ne nous permettent pas d’évaluer le flux
des cellules cancéreuses. Pour cela, il faudrait réaliser des expériences ex vivo et de regarder le flux en
présence de bafilomycine. Ceci est plus facilement réalisable dans les cancers liquides type leucémie. En
effet, a la suite d’une ponction ou d’une prise de sang il est possible d’utiliser sur les cellules leucémiques

du patient les techniques utilisées en routine in vitro.

L’autophagie est plus importante pour certaines cellules tumorales que pour d’autres. Cette idée a été
appelée « la dépendance a I’autophagie » (Guo, 2011) et identifie ’autophagie comme une nouvelle cible
thérapeutique pour certaines tumeurs tout en soulevant la question, lesquelles ? La derniére question est
donc de savoir si nous pouvons identifier et valider des biomarqueurs qui prédiront la dépendance des
cellules leucémiques a I’autophagie in vivo. En d’autres termes, ceci permettrait 1’identification des
patients qui profiteront au maximum de la modulation de 1’autophagie. Certains biomarqueurs comme les
oncogeénes Ras, RafV®%E dans le mélanome ainsi que BCR/ABL dans les leucémies myéloides chroniques
ont déja été décrits pour activer le processus autophagique. Ces oncogénes semblent augmenter une
autophagie basale qui est nécessaire au développement des cellules cancéreuses (Guo, 2011, Corazzari,

2015, Colecchia, 2015). Dans notre étude, nous avons mis en évidence des résultats similaires avec
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I’implication de 1’oncogéne FLT3-ITD dans I’induction et la dépendance des cellules cancéreuses a
I’autophagie. L’effet cytotoxique des traitements conventionnels pourrait donc étre amélioré avec un
traitement combiné avec des inhibiteurs de I’autophagie. Des études appuient déja cette hypothése avec
I’amélioration de 1’effet cytotoxique de la cisplatine en combinaison avec une inhibition de 1’autophagie

basale qui potentialise dans le cancer du poumon (Kaminsky, 2012).

2. La voie de signalisation PKC-elIF6-ATF4, une cible thérapeutique
potentielle ?

Au cours de notre travail, nous avons été les premiers a montrer I’implication de la voie PKCpII-eIF6
dans la régulation de I’expression de la protéine ATF4 en aval de FLT3-ITD. De plus, nous avons observé
que ce facteur de traduction est essentiel a I’expression de geénes nécessaires au processus d’autophagie
ainsi qu’a la survie des cellules dans notre modeéle. De fagon intéressante, dans la littérature, ce facteur est
décrit comme étant surexprimé dans les cancers et impliqué dans la résistance aux traitements. En effet, le
niveau d’ARN messager d’ATF4 est corrélé avec la chimiorésistance des cellules tumorales aux
molécules interagissant avec I’ADN comme la cisplatine, la doxorubicine ou 1’ectoposide (Levenson,
2000, Tanabe, 2003). Des travaux montrent que les mécanismes de résistance pouvant intervenir font
appel a la protéine régulatrice Clock. Cette protéine se lie a la E-Box du promoteur ATF4 augmentant
ainsi sa transcription en réponse au cisplatine, induisant ainsi les enzymes impliquées dans le
métabolisme du glutathion et contribuant ainsi a la chimiorésistance (Igarashi, 2007). De plus, d’autres
études montrent que les carences en glucose engendrent une chimiorésistance des cellules cancéreuses du
colon en surexprimant le facteur ATF4 (Hu, 2016). Il peut donc y avoir une induction d’autophagie dans
ces cellules cancéreuses. Nos résultats et I’ensemble de ces données bibliographiques, suggérent qu’ ATF4
est une cible thérapeutique attrayante et indiquent que le développement de thérapies anticancéreuses
visant ce facteur devrait étre mis en place. Cependant, il est compliqué de cibler les facteurs de
transcription avec de petites molécules. Il est donc préférable de développer des inhibiteurs visant les
enzymes qui catalysent la synthése, qui permettent les modifications post-traductionnelles ou qui
influencent I’activité transcriptionnelle d’ATF4 que de le cibler directement. D’aprés nos travaux, la voie

PKCpBII-elF6 représenterait une cible prometteuse dans le modéle FLT3-ITD.

Les différentes protéines de la voie PKC-elF6 sont souvent retrouvées surexprimées dans les cancers
et impliquées dans le développement tumoral. Les premiéres études réalisées sur les protéines PKC ont
montré des niveaux élevés de PKCBII lors des étapes initiales de la tumorigenése et dans les carcinomes
du célon par rapport au tissu colique normal (Craven, 1992, Davidson, 1998). Des études plus récentes
indiquent que 18 % des adénocarcinomes primaires du colon présentent des niveaux tres élevés de
PKCpII et ceux-ci associés a des taux de survie trés faibles (Spindler, 2009). En plus du cancer colorectal,
PKCBII est retrouvée surexprimée dans des cellules du cancer du sein. La protéine PKCpII augmente les

niveaux de cycline D1, permettant ainsi la prolifération des cellules cancéreuses du sein (Li, 2006). Les
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hémopathies malignes ont également étaient décrites pour surexprimer PKCBIl. C’est le cas des
lymphomes B diffus a grandes cellules ou 1’expression de PKCpII est associée ici aussi a un mauvais
pronostic (Li, 2007). Les études sur I’implication du facteur elF6 dans le développement des cancers sont
quant a elles encore a leurs débuts. Certaines ont retrouvé ce facteur surexprimé dans certains types de
cancers comme les cancers colorectaux, les cancers de la téte et du cou ainsi que les leucémies aigués
promyélocytaire (Sanvito, 2000, Rosso, 2004, Harris 2004). La surexpression d’elF6 a été décrite pour
étre impliquée dans la migration et ’invasion des cellules cancéreuses. Dans ce contexte, les protéines
régulées en aval d’elF6 sont présents au sein d’un réseau fonctionnel contrélant la motilité cellulaire et les
métastases tumorales (Pinzaglia, 2015). Cependant, le mécanisme permettant la surexpression d’elF6
n’est pas encore bien défini. Seule la phosphorylation sur la sérine 235 d’elF6 a été décrite pour étre
impliquée dans I’activité pro-tumorale d’elF6 et des études ont montré que cette phosphorylation est

stimulée par la protéine PKCBII in vitro (Ceci, 2003).

Ces différentes observations ont permis le développement d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques
des différentes isoformes des PKC. C’est le cas de I’Enzastaurine qui cible spécifiquement PKCBII. Cet
inhibiteur génere des effets significatifs sur la croissance des cellules cancéreuses du sein in vitro et in
vivo (Hanauske, 2007). Dans les hémopathies malignes, 1’Enzastaurin affiche les propriétés pro-
apoptotique dans les lymphocytes T et des lignées de lymphomes a cellules B. L’utilisation de cet
inhibiteur présente également un intérét dans le traitement de divers types de lymphomes, notamment en
monothérapie dans les thérapies de combinaison (Civallero, 2010, Miluzio, 2011). Cependant, le
développement de I’Enzastaurin comme thérapie anticancéreuse a été interrompu en raison de son
efficacité limitée dans des essais cliniques de phase Ill. Bien que I’Enzastaurin n’ait pas pu produire des
résultats thérapeutiques attendus, il est important de se baser sur ces échecs cliniques pour en retirer des
informations (biomarqueurs, etc.) permettant d’améliorer les stratégies thérapeutiques mieux tolérées et

plus efficace.
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Annexes

Geénes

AAMDC
AAMP
ABCC1
ABCC4
ABHD14A-ACY1
ABHD17B
ABHD3
ABL1
ABR
ACAA2
ACAD10
ACOTI11
ACOT9
ACSL5
ACTR3B
ACY1
ADAM10
ADARB1
ADAT3
ADPRH
AEBP2
AES
AFF1
AFF4
AFTPH
AGO1
AGTRAP
AHCYL1
AIDA
AKAP1
AKAP10
AKAP11
AKAP2
AKR1C1
AKT3
ALAS1
ALDH1L1

ALG10

ALG10B
ALG6

1.

Liste de protéines diminuées avec le siFLT3 (>30%)

Protéines

Mth938 domain-containing protein

Angio-associated migratory cell protein

Multidrug resistance-associated protein 1

Multidrug resistance-associated protein 4
Aminoacylase-1

Alpha/beta hydrolase domain-containing protein 17B
Phospholipase ABHD3

Tyrosine-protein kinase ABL1

Active breakpoint cluster region-related protein
3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial

Acyl-CoA dehydrogenase family member 10
Acyl-coenzyme A thioesterase 11

Acyl-coenzyme A thioesterase 9, mitochondrial
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 5

Actin-related protein 3B

Aminoacylase-1

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10
Double-stranded RNA-specific editase 1

Probable inactive tRNA-specific adenosine deaminase-like protein 3
[Protein ADP-ribosylarginine] hydrolase

Zinc finger protein AEBP2

Amino-terminal enhancer of split

AF4/FMR2 family member 1

AF4/FMR2 family member 4

Aftiphilin

Protein argonaute-1;Protein argonaute

Type-1 angiotensin Il receptor-associated protein
Putative adenosylhomocysteinase 2

Axin interactor, dorsalization-associated protein
A-kinase anchor protein 1, mitochondrial

A-kinase anchor protein 10, mitochondrial

A-kinase anchor protein 11

A-kinase anchor protein 2

Aldo-keto reductase family 1 member C1
RAC-gamma serine/threonine-protein kinase
5-aminolevulinate synthase, nonspecific, mitochondrial

Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase

Putative Dol-P-Glc:Glc(2)Man(9)GIcNAc(2)-PP-Dol alpha-1,2-glucosyltransferase;Dol-P-

Glc:Glc(2)Man(9)GIcNAc(2)-PP-Dol alpha-1,2-glucosyltransferase

Putative Dol-P-Glc:Glc(2)Man(9)GIcNAc(2)-PP-Dol alpha-1,2-glucosyltransferase;Dol-P-

Glc:Glc(2)Man(9)GIcNAc(2)-PP-Dol alpha-1,2-glucosyltransferase
Dolichyl pyrophosphate Man9GIcNAc? alpha-1,3-glucosyltransferase
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ALKBH2
ALKBH4
ALKBHS8
ALYREF
AMOTL1
AMPD3
ANAPC2
ANKLE1
ANKLE?2
ANKMY2
ANKRD10
ANKRD17
ANKRD49
ANKS1A
ANKZF1
ANLN
ANXA3
AP1G2
AP1S2
AP3B2
AP4S1
AP5B1
AP5S1
APBA2
APBB1IP
APLP2
APOB
APOBEC3A
APOBEC3B
APOBEC3G
APOL2

APP

APTX
ARF3
ARFIP2
ARHGAP10
ARHGAP19
ARHGEF11
ARHGEF12
ARIH2
ARKL1
ARL13B
ARL15
ARMCI10
ARPP19

Alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase alkB homolog 2
Alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase alkB homolog 4
Alkylated DNA repair protein alkB homolog 8

THO complex subunit 4

Angiomotin-like protein 1

AMP deaminase 3

Anaphase-promoting complex subunit 2

Ankyrin repeat and LEM domain-containing protein 1
Ankyrin repeat and LEM domain-containing protein 2
Ankyrin repeat and MYND domain-containing protein 2
Ankyrin repeat domain-containing protein 10

Ankyrin repeat domain-containing protein 17

Ankyrin repeat domain-containing protein 49

Ankyrin repeat and SAM domain-containing protein 1A
Ankyrin repeat and zinc finger domain-containing protein 1
Actin-binding protein anillin

Annexin;Annexin A3

AP-1 complex subunit gamma-like 2

AP-1 complex subunit sigma-2

AP-3 complex subunit beta-2

AP-4 complex subunit sigma-1

AP-5 complex subunit beta-1

AP-5 complex subunit sigma-1

Amyloid beta A4 precursor protein-binding family A member 2

Amyloid beta A4 precursor protein-binding family B member 1-interacting protein

Amyloid-like protein 2
Apolipoprotein B-100;Apolipoprotein B-48

DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3B;DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3A

DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3B
DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3G
Apolipoprotein L2

Amyloid beta A4 protein;N-APP;Soluble APP-alpha;Soluble APP-beta;C99;Beta-amyloid protein
42;Beta-amyloid protein 40;C83;P3(42);P3(40);C80;Gamma-secretase C-terminal fragment
59;Gamma-secretase C-terminal fragment 57;Gamma-secretase C-terminal fragment 50;C31

Aprataxin

ADP-ribosylation factor 3

Arfaptin-2

Rho GTPase-activating protein 10

Rho GTPase-activating protein 19

Rho guanine nucleotide exchange factor 11
Rho guanine nucleotide exchange factor 12
E3 ubiquitin-protein ligase ARIH2
Uncharacterized protein C18o0rf25
ADP-ribosylation factor-like protein 13B
ADP-ribosylation factor-like protein 15
Armadillo repeat-containing protein 10

cAMP-regulated phosphoprotein 19
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ASPH
ASPM
ASXH1
ASXL1
ATAD2
ATAD5
ATEL

ATF6B
ATF7
ATG4C
ATHL1
ATP11A
ATP11C
ATP12A
ATP2C1

ATP5E

ATP5EP2
ATPSJ
ATP6V1F
ATP8B4
ATPIF1
ATRIP
ATRN
AURKA
AVEN
AVL9
AZI2

B4GALT1
BACH1
BAK1
BAP1
BARX1
BATF3
BAZ1A
BAZ2A
BAZ2B
BCAP29
BCAR2
BCL10
BCL11A
BCR
BDH2
BECN1
BET1
BETIL

Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase

Abnormal spindle-like microcephaly-associated protein
Putative Polycomb group protein ASXL1

Putative Polycomb group protein ASXL1

ATPase family AAA domain-containing protein 2
ATPase family AAA domain-containing protein 5

Arginyl-tRNA--protein transferase 1
Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-6 beta;Processed cyclic AMP-dependent
transcription factor ATF-6 beta

Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-7

Cysteine protease ATG4C

Acid trehalase-like protein 1

Phospholipid-transporting ATPase;Probable phospholipid-transporting ATPase IH
Phospholipid-transporting ATPase;Phospholipid-transporting ATPase I1G
Potassium-transporting ATPase alpha chain 2

Calcium-transporting ATPase;Calcium-transporting ATPase type 2C member 1

ATP synthase subunit epsilon-like protein, mitochondrial; ATP synthase subunit epsilon,
mitochondrial

ATP synthase subunit epsilon-like protein, mitochondrial; ATP synthase subunit epsilon,
mitochondrial

ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial

V-type proton ATPase subunit F

Probable phospholipid-transporting ATPase IM;Phospholipid-transporting ATPase
ATPase inhibitor, mitochondrial

ATR-interacting protein

Attractin

Aurora kinase A

Cell death regulator Aven

Late secretory pathway protein AVL9 homolog

5-azacytidine-induced protein 2

Beta-1,4-galactosyltransferase 1;Lactose synthase A protein;N-acetyllactosamine synthase;Beta-
N-acetylglucosaminylglycopeptide beta-1,4-galactosyltransferase; Beta-N-acetylglucosaminyl-
glycolipid beta-1,4-galactosyltransferase;Processed beta-1,4-galactosyltransferase 1

Transcription regulator protein BACH1

Bcl-2 homologous antagonist/killer

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase BAP1;Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
Homeobox protein BarH-like 1

Basic leucine zipper transcriptional factor ATF-like 3
Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 1A
Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2A
Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 2B
B-cell receptor-associated protein 29
Transcriptional-regulating factor 1

B-cell lymphoma/leukemia 10

B-cell lymphoma/leukemia 11A

Breakpoint cluster region protein

3-hydroxybutyrate dehydrogenase type 2

Beclin-1

BET1 homolog

BET1-like protein
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BICD2
BIVM-ERCC5
BLOC154
BLOC1S5
BLOC1S5-TXNDC5
BLVRA
BOLA2

BRAF

BRAP

BRD3

BRD9

BRIX1

BRK1
BRP44L

BSG

BST2

BTRC

BUB1

BUB1B
C100rf32
C100rf32-ASMT
C10orf47
Cllorf54
C150rf39
C160rf58
C19orf25

CiD

Clorf112
Clorfi31
Clorf186
Clorf50
Clorf52
C1QBP
C1QTNF3
C1QTNF3-AMACR
C2orf44

C3
C3orfl7

C4A

C4B
C5orf51
Cé6orf120

Protein bicaudal D homolog 2

DNA repair protein complementing XP-G cells

Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit 4
Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit 5
Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit 5
Biliverdin reductase A

BolA-like protein 2

Serine/threonine-protein kinase B-raf

BRCAL1-associated protein

Bromodomain-containing protein 3

Bromodomain-containing protein 9

Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog

Protein BRICK1

Mitochondrial pyruvate carrier 1

Basigin

Bone marrow stromal antigen 2

F-box/WD repeat-containing protein 1A

Muitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1
Muitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1 beta
UPF0693 protein C100rf32

UPF0693 protein C100rf32

Proline and serine-rich protein 2

Ester hydrolase C11lorf54

Uncharacterized protein C150rf39

RUS1 family protein C160rf58

UPF0449 protein C190rf25

Nuclear nucleic acid-binding protein C1D

Uncharacterized protein C1lorf112

Uncharacterized protein C1lorf131

Uncharacterized protein C1orf186

Uncharacterized protein C1lorf50

UPF0690 protein Clorf52

Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial
Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 3
Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 3

WD repeat and coiled-coil-containing protein C2orf44

Complement C3;Complement C3 beta chain;C3-beta-c;Complement C3 alpha chain;C3a
anaphylatoxin;Acylation stimulating protein;Complement C3b alpha chain;Complement C3c
alpha chain fragment 1;Complement C3dg fragment;Complement C3g fragment;Complement
C3d fragment;Complement C3f fragment;Complement C3c alpha chain fragment 2

Uncharacterized protein C3orf17

Complement C4-A;Complement C4 beta chain;Complement C4-A alpha chain;C4a
anaphylatoxin;C4b-A;C4d-A;Complement C4 gamma chain;Complement C4-B;Complement C4
beta chain;Complement C4-B alpha chain;C4a anaphylatoxin;C4b-B;C4d-B;Complement C4
gamma chain

Complement C4-A;Complement C4 beta chain;Complement C4-A alpha chain;C4a
anaphylatoxin;C4b-A;C4d-A;Complement C4 gamma chain;Complement C4-B;Complement C4
beta chain;Complement C4-B alpha chain;C4a anaphylatoxin;C4b-B;C4d-B;Complement C4
gamma chain

UPF0600 protein C50rf51
UPF0669 protein C6orf120
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C6orf203
C8orf59
C9orf126
CA8
CABIN1
CACTIN
CACUL1
CAMLG
CARDS
CARD9
CARS2
CASP2
CASP6
CASP8AP2
CAST
CBFA2T3
CBFB
CBR3

CBWD1

CBWD2

CBWD3

CBWD5

CBWD6

CBWD7
CBX2
CCDC101
CCDC115
CCDC127
CCDC132
CCDC174
CCDC25
CCDC50
CCDC59
CCDC86
CCDC91
CCNA2
CCNB2
CCNB2vV
CCNC
CCND3
CCNDBP1

Uncharacterized protein C60rf203

Uncharacterized protein C8orf59

Protein SCAI

Carbonic anhydrase-related protein

Calcineurin-binding protein cabin-1

Cactin

CDK2-associated and cullin domain-containing protein 1
Calcium signal-modulating cyclophilin ligand

Caspase recruitment domain-containing protein 8

Caspase recruitment domain-containing protein 9

Probable cysteine--tRNA ligase, mitochondrial
Caspase-2;Caspase-2 subunit p18;Caspase-2 subunit p13;Caspase-2 subunit p12
Caspase-6;Caspase-6 subunit p18;Caspase-6 subunit p11
CASP8-associated protein 2

Calpastatin

Protein CBFA2T3

Core-binding factor subunit beta;Core-hinding factor subunit beta

Carbonyl reductase [NADPH] 3

COBW domain-containing protein 1;COBW domain-containing protein 3;COBW domain-
containing protein 5;Putative COBW domain-containing protein 7;COBW domain-containing
protein 6

COBW domain-containing protein 1;COBW domain-containing protein 2;COBW domain-
containing protein 3;COBW domain-containing protein 5;Putative COBW domain-containing
protein 7;COBW domain-containing protein 6

COBW domain-containing protein 1;COBW domain-containing protein 3;COBW domain-
containing protein 5;Putative COBW domain-containing protein 7;COBW domain-containing
protein 6

COBW domain-containing protein 1;COBW domain-containing protein 3;COBW domain-
containing protein 5;Putative COBW domain-containing protein 7;COBW domain-containing
protein 6

COBW domain-containing protein 1;COBW domain-containing protein 3;COBW domain-
containing protein 5;Putative COBW domain-containing protein 7;COBW domain-containing
protein 6

COBW domain-containing protein 1;COBW domain-containing protein 3;COBW domain-
containing protein 5;Putative COBW domain-containing protein 7;COBW domain-containing
protein 6

Chromobox protein homolog 2
SAGA-associated factor 29 homolog
Coiled-coil domain-containing protein 115
Coiled-coil domain-containing protein 127
Coiled-coil domain-containing protein 132
Coiled-coil domain-containing protein 174
Coiled-coil domain-containing protein 25
Coiled-coil domain-containing protein 50
Thyroid transcription factor 1-associated protein 26
Coiled-coil domain-containing protein 86
Coiled-coil domain-containing protein 91
Cyclin-A2

G2/mitotic-specific cyclin-B2
G2/mitotic-specific cyclin-B2

Cyclin-C

G1/S-specific cyclin-D3
Cyclin-D1-binding protein 1
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CCP110
ccs
CCSMST1
CD109
CD151
CD300A
CD38
CD4
CD58
CD63
cpsl
CD93
CDY7
CDC20
CDC37L1
CDC42EP3
CDC42SE2
CDCA2
CDCA3
CDCA7
CDCAT7L
CDH1
CDK4
CDK5RAP1
CDK5RAP2
CDKALL
CDKN2AIPNL
cDo1
CEBPA
CEBPB
CELF2
CENPF
CENPL
CENPQ
CEP131
CEP135
CEP170
CEP55
CEP76
CEP85
CEP97
CFAP20
CFD
CHCHD1

CHCHD2

CHCHD2P9

Centriolar coiled-coil protein of 110 kDa

Copper chaperone for superoxide dismutase;Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Protein CCSMST1

CD109 antigen

CD151 antigen

CMRF35-like molecule 8

ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase 1
T-cell surface glycoprotein CD4

Lymphocyte function-associated antigen 3

CD63 antigen

Tetraspanin;CD81 antigen

Complement component C1q receptor

CD97 antigen;CD97 antigen subunit alpha;CD97 antigen subunit beta
Cell division cycle protein 20 homolog

Hsp90 co-chaperone Cdc37-like 1

Cdc42 effector protein 3

CDC42 small effector protein 2

Cell division cycle-associated protein 2

Cell division cycle-associated protein 3

Cell division cycle-associated protein 7

Cell division cycle-associated 7-like protein
Cadherin-1;E-Cad/CTF1;E-Cad/CTF2;E-Cad/CTF3
Cyclin-dependent kinase 4

CDKS5 regulatory subunit-associated protein 1
CDKS5 regulatory subunit-associated protein 2
Threonylcarbamoyladenosine tRNA methylthiotransferase
CDKN2AIP N-terminal-like protein

Cysteine dioxygenase type 1
CCAAT/enhancer-binding protein alpha
CCAAT/enhancer-binding protein beta

CUGBP Elav-like family member 2

Centromere protein F

Centromere protein L

Centromere protein Q

Centrosomal protein of 131 kDa

Centrosomal protein of 135 kDa

Centrosomal protein of 170 kDa;Centrosomal protein of 170 kDa;Centrosomal protein of 170 kDa
Centrosomal protein of 55 kDa

Centrosomal protein of 76 kDa

Centrosomal protein of 85 kDa

Centrosomal protein of 97 kDa

Cilia- and flagella-associated protein 20
Complement factor D

Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing protein 1
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing protein 2;Putative coiled-coil-helix-coiled-
coil-helix domain-containing protein CHCHD2P9, mitochondrial
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing protein 2;Putative coiled-coil-helix-coiled-
coil-helix domain-containing protein CHCHD2P9, mitochondrial
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CHCHD5
CHD7
CHD8
CHEK1
CHI3L1
CHKA
CHM
CHMP1B
CHMP5
CHN2
CHPF2
CHRAC1
CHST11
CHST12
CHST13
CHTOP
CiB1

CIC
CKS1B
CKS2
CLCN5
CLDND1
cLic2
CLIP2
CLSPN
CMIP
CMPK2
CMTR2
c-myb
CNOT3
CNOT4
CNOT7
CNTRL
COAl
COL7A1
COLGALT1
COMMD5
COMMD7
COMMDS8
COMMD9
COPS6
COPS8
COPZ1
COoQ3
COQ6
CcoQ7

Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-containing protein 5
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 8
Serine/threonine-protein kinase Chk1

Chitinase-3-like protein 1

Choline kinase alpha

Rab proteins geranylgeranyltransferase component A 1
Charged multivesicular body protein 1b

Charged multivesicular body protein 5

Beta-chimaerin

Chondroitin sulfate glucuronyltransferase

Chromatin accessibility complex protein 1

Carbohydrate sulfotransferase 11

Carbohydrate sulfotransferase 12

Carbohydrate sulfotransferase 13

Chromatin target of PRMT1 protein

Calcium and integrin-binding protein 1

Protein capicua homolog

Cyclin-dependent kinases regulatory subunit 1;Cyclin-dependent kinases regulatory subunit
Cyclin-dependent kinases regulatory subunit 2

H(+)/CI(-) exchange transporter 5

Claudin domain-containing protein 1

Chloride intracellular channel protein 2

CAP-Gly domain-containing linker protein 2

Claspin

C-Maf-inducing protein

UMP-CMP kinase 2, mitochondrial

Cap-specific mRNA (nucleoside-2-O-)-methyltransferase 2
Transcriptional activator Myb

CCRA4-NOT transcription complex subunit 3

CCR4-NOT transcription complex subunit 4

CCR4-NOT transcription complex subunit 7

Centriolin

Cytochrome ¢ oxidase assembly factor 1 homolog
Collagen alpha-1(V11) chain

Procollagen galactosyltransferase 1

COMM domain-containing protein 5

COMM domain-containing protein 7

COMM domain-containing protein 8

COMM domain-containing protein 9

COP?9 signalosome complex subunit 6

COP9 signalosome complex subunit 8

Coatomer subunit zeta-1

Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase, mitochondrial
Ubiquinone biosynthesis monooxygenase COQ6, mitochondrial

5-demethoxyubiquinone hydroxylase, mitochondrial
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COX18
COX6A1
COX6C
COXT7A2L
COX8A
CPD
CRACR2A
CRBN
CRCP
CRIPT
CRTAP
CRYBG3

CRYZL1
CSNK2B-LY6G5B-
562

CSRP1
CSRP3
CSTF2T
CTDNEP1
CTNNA1
CTNNB1
CTTN
CWC15
CWC25
CWF19L2
CYB5B
CYBA
DACH1
DAG1
DAP
DBR1
DCAF11
DCAF16
DCAKD
DCP2
DCTD
DCTNG6
DCUNL1D5
DDB2

DDX11L8

DDX12P
DDX19B
DDX60
DEGS1
DENND3
DENND4B
DERL2

Mitochondrial inner membrane protein COX18
Cytochrome ¢ oxidase subunit 6A1, mitochondrial
Cytochrome c oxidase subunit 6C

Cytochrome ¢ oxidase subunit 7A-related protein, mitochondrial
Cytochrome c oxidase subunit 8A, mitochondrial
Carboxypeptidase D

EF-hand calcium-binding domain-containing protein 4B
Protein cereblon

DNA-directed RNA polymerase 11 subunit RPC9
Cysteine-rich PDZ-binding protein

Cartilage-associated protein

Very large A-kinase anchor protein

Quinone oxidoreductase-like protein 1

Casein kinase 11 subunit beta

Cysteine and glycine-rich protein 1

Cysteine and glycine-rich protein 3

Cleavage stimulation factor subunit 2 tau variant
CTD nuclear envelope phosphatase 1

Catenin alpha-1

Catenin beta-1

Src substrate cortactin

Spliceosome-associated protein CWC15 homolog
Pre-mRNA-splicing factor CWC25 homolog
CWF19-like protein 2

Cytochrome b5 type B

Cytochrome b-245 light chain

Dachshund homolog 1
Dystroglycan;Alpha-dystroglycan;Beta-dystroglycan
Death-associated protein 1

Lariat debranching enzyme

DDB1- and CUL4-associated factor 11

DDB1- and CUL4-associated factor 16
Dephospho-CoA kinase domain-containing protein
m7GpppN-mRNA hydrolase

Deoxycytidylate deaminase

Dynactin subunit 6

DCN1-like protein 5;DCN1-like protein

DNA damage-binding protein 2

Putative ATP-dependent RNA helicase DDX11-like protein 8;Putative ATP-dependent RNA
helicase DDX12

Putative ATP-dependent RNA helicase DDX11-like protein 8;Putative ATP-dependent RNA
helicase DDX12

ATP-dependent RNA helicase DDX19B
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX60
Sphingolipid delta(4)-desaturase DES1

DENN domain-containing protein 3

DENN domain-containing protein 4B

Derlin-2
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DGAT1

DGCRS8

DGKA

DHRS3

DHRS4

DHX32

DHX34

DHX35

DHX36

DIAPH3

DIS3L
DKFZp566H1924
DKFZp586F0420
DKFZp686E14208
DKFZp686H0575
DKFZp779K1237
DKFZp781C0425
DLG1

DLGAP5

DNA2
DNAAF2
DNAJC10
DNAJC12
DNAJC16
DNLZ
DNTTIP1
DOCK5
DOCK9
DOK?2
DOTIL
DPH2
DPYD
DROSHA
DSCR3
DSG2
DST

DTL
DTX2
DUS2
DYM
DYNC2H1
DYNLL2
E2F4
E2F5
EBF1
EBF3

Diacylglycerol O-acyltransferase 1

Microprocessor complex subunit DGCR8

Diacylglycerol kinase;Diacylglycerol kinase alpha
Short-chain dehydrogenase/reductase 3
Dehydrogenase/reductase SDR family member 4
Putative pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX32
Probable ATP-dependent RNA helicase DHX34
Probable ATP-dependent RNA helicase DHX35
ATP-dependent RNA helicase DHX36

Protein diaphanous homolog 3

DIS3-like exonuclease 1

Neuroplastin

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7

MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 1

ETS-related transcription factor EIf-1

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta isoform

BET1 homolog
Disks large homolog 1

Disks large-associated protein 5

DNA replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2;DNA replication nuclease DNA2;DNA

replication ATP-dependent helicase DNA2

Protein kintoun

DnaJ homolog subfamily C member 10

DnaJ homolog subfamily C member 12

DnaJ homolog subfamily C member 16

DNL-type zinc finger protein
Deoxynucleotidyltransferase terminal-interacting protein 1
Dedicator of cytokinesis protein 5

Dedicator of cytokinesis protein 9

Docking protein 2

Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-79 specific
Diphthamide biosynthesis protein 2

Dihydropyrimidine dehydrogenase [NADP(+)]
Ribonuclease 3

Down syndrome critical region protein 3

Desmoglein-2

Dystonin

Denticleless protein homolog

Probable E3 ubiquitin-protein ligase DTX2
tRNA-dihydrouridine(20) synthase [NAD(P)+]-like
Dymeclin

Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1

Dynein light chain 2, cytoplasmic;Dynein light chain 1, cytoplasmic
Transcription factor E2F4

Transcription factor E2F4;Transcription factor E2F5
Transcription factor COE3; Transcription factor COE1
Transcription factor COE3
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EBP
ECD

ECE2
ECI2
ECT2
EDF1
EDRF1
EHBP1
EHD4
EHMT1
EIF1
EIFLIAD
EIF1B
EIF2AK4
EIF2D
EIF3I1
EIF4E2
EIFAENIF1
ELANE
ELF1
ELF2
ELMO1
ELMSAN1
ELOVL1
EMC10
EMC6
EMILIN1
EMSY
ENDOG
ENO2
ENO3
ENSA
ENY2
EPB41L3
EPC2
EPDR1
EPM2AIP1
EPN1
EPN3
EPT1
ERCC5
ERCC6L
ERGIC2
ERGIC3
ERH
ERICH3

3-beta-hydroxysteroid-Delta(8),Delta(7)-isomerase
Protein SGT1

Endothelin-converting enzyme 2;Methyltransferase-like region;Endothelin-converting enzyme 2

region

Enoyl-CoA delta isomerase 2, mitochondrial

Protein ECT2

Endothelial differentiation-related factor 1

Erythroid differentiation-related factor 1

EH domain-binding protein 1

EH domain-containing protein 4

Histone-lysine N-methyltransferase EHMT1

Eukaryotic translation initiation factor 1

Probable RNA-binding protein EIFLAD

Eukaryotic translation initiation factor 1;Eukaryotic translation initiation factor 1b
Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 4
Eukaryotic translation initiation factor 2D

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit |

Eukaryotic translation initiation factor 4E type 2

Eukaryotic translation initiation factor 4E transporter

Neutrophil elastase

ETS-related transcription factor EIf-1

ETS-related transcription factor EIf-2

Engulfment and cell motility protein 1

ELM2 and SANT domain-containing protein 1

Elongation of very long chain fatty acids protein 1

ER membrane protein complex subunit 10

ER membrane protein complex subunit 6

EMILIN-1

Protein EMSY

Endonuclease G, mitochondrial

Gamma-enolase;Enolase

Beta-enolase;Enolase

Alpha-endosulfine

Transcription and mRNA export factor ENY?2

Band 4.1-like protein 3;Band 4.1-like protein 3, N-terminally processed
Enhancer of polycomb homolog;Enhancer of polycomb homolog 2
Mammalian ependymin-related protein 1

EPM2A-interacting protein 1

Epsin-1

Epsin-3;Epsin-1

Ethanolaminephosphotransferase 1

DNA repair protein complementing XP-G cells

DNA excision repair protein ERCC-6-like

Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment protein 2
Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment protein 3
Enhancer of rudimentary homolog

Glutamate-rich protein 3
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ERO1LB
ESF1
ESPL1
ETV3
EVI2B
EVL
EXO1
EXOSC3
F1IR
FADS1
FADS2
FAF2
FAM103A1
FAM126A
FAM133A
FAM133B
FAM134C
FAM172A
FAM188A
FAM195A
FAM195B
FAM204A
FAM20B
FAM21C
FAM32A
FAMA45A
FAM45B
FAMA49A
FAMS83D
FAM96B
FAM98C
FANCI
FAR2

FAS
FASTKD3
FASTKDS
FAU
FBLL1
FBXL19
FBXL6
FBXO3
FBXO6
FCGR2B
FCHO1
FCHSD2
FDX1L

ERO1-like protein beta

ESF1 homolog

Separin

ETS translocation variant 3

Protein EVI2B

Ena/VVASP-like protein

Exonuclease 1

Exosome complex component RRP40
Junctional adhesion molecule A

Fatty acid desaturase 1

Fatty acid desaturase 2

FAS-associated factor 2

RNMT-activating mini protein

Hyccin

Protein FAM133B;Protein FAM133A
Protein FAM133B;Protein FAM133A
Protein FAM134C

Protein FAM172A

Protein FAM188A

Protein FAM195A

Protein FAM195B

Protein FAM204A

Glycosaminoglycan xylosylkinase

WASH complex subunit FAM21C

Protein FAM32A

Protein FAM45A;Protein FAM45B
Protein FAMA45A;Protein FAM45B
Protein FAM49A

Protein FAM83D

Mitotic spindle-associated MMXD complex subunit MIP18
Protein FAM98C

Fanconi anemia group | protein

Fatty acyl-CoA reductase 2

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 6
FAST kinase domain-containing protein 3
FAST kinase domain-containing protein 5
40S ribosomal protein S30

rRNA/tRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin-like protein 1
F-box/LRR-repeat protein 19
F-box/LRR-repeat protein 6

F-box only protein 3

F-box only protein 6

Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor I1-b
F-BAR domain only protein 1

F-BAR and double SH3 domains protein 2

Adrenodoxin-like protein, mitochondrial
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FEM1A
FGD4
FGFR1
FGFR10P
FGFR10P2
FHL3
FKBP14
FLJ00186
FLT3
FLVCR1
FOXK2
FOXP1
FOXP4
FPGS
FRA10AC1
FRY
FUT7
FYB
FYCO1
FYTTD1
FZR1
GALNT7
GALT
GAS6
GAS7
GATC
GCLM

GCOM1

GCOM2
GDPGP1
GET4
GFI1
GFI1B
GGACT
GGPS1
GIGYF1
GINS3
GIPC1
GIPC3
GIT2
GK2
GLA
GLRX
GLT8D1
GLTSCR1L
GM2A

Protein fem-1 homolog A

FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 4

Fibroblast growth factor receptor;Fibroblast growth factor receptor 1
FGFR1 oncogene partner

FGFR1 oncogene partner 2

Four and a half LIM domains protein 3

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP14
Ras association domain-containing protein 5

Receptor-type tyrosine-protein kinase FLT3

Feline leukemia virus subgroup C receptor-related protein 1
Forkhead box protein K2

Forkhead box protein P1

Forkhead box protein P4

Folylpolyglutamate synthase, mitochondrial

Protein FRA10AC1

Protein furry homolog

Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 7

FYN-binding protein

FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1
UAP56-interacting factor

Fizzy-related protein homolog

N-acetylgalactosaminyltransferase 7;Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase
Galactose-1-phosphate uridylyltransferase

Growth arrest-specific protein 6

Growth arrest-specific protein 7

Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit C, mitochondrial

Glutamate--cysteine ligase regulatory subunit

DNA-directed RNA polymerase 11 subunit GRINL1A;Putative GRINL1B complex locus protein
2

DNA-directed RNA polymerase |l subunit GRINL1A;Putative GRINL1B complex locus protein
2

GDP-D-glucose phosphorylase 1

Golgi to ER traffic protein 4 homolog

Zinc finger protein Gfi-1

Zinc finger protein Gfi-1b
Gamma-glutamylaminecyclotransferase
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase

PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 1
DNA replication complex GINS protein PSF3
PDZ domain-containing protein GIPC1

PDZ domain-containing protein GIPC3

ARF GTPase-activating protein GIT2

Glycerol kinase 2

Alpha-galactosidase A

Glutaredoxin-1

Glycosyltransferase 8 domain-containing protein 1
GLTSCR1-like protein

Ganglioside GM2 activator;Ganglioside GM2 activator isoform short
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GMEB?2
GMFB
GMNN
GMPR
GNA15
GNB4

GNE
GNL2
GNL3L
GOLGA4

GOLGASN
GOLGA80O
GOLGAS8Q

GOLGAS8R
GOLM1
GOLPH3L
GORAB
GPANK1
GPATCH11
GPATCH4
GPBP1
GPR107
GPR180
GPR89A
GPR89B
GPR89C
GPRC5C
GPS2
GPSM1
GPT2
GPX7
GRAMD4
GRAP2

GRN
GSE1

GSPT2

GTF2Al
GTF2B
GTF3C1
GTF3C2
GTF3C3
GTSE1
GYG1
H2AFV

Glucocorticoid modulatory element-binding protein 2
Glia maturation factor beta

Geminin

GMP reductase 1

Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-15

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4
Bifunctional UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase;UDP-N-
acetylglucosamine 2-epimerase (hydrolyzing);N-acetylmannosamine kinase

Nucleolar GTP-binding protein 2
Guanine nucleotide-binding protein-like 3-like protein

Golgin subfamily A member 4

Golgin subfamily A member 8R;Golgin subfamily A member 8N;Golgin subfamily A member
?Boolgin subfamily A member 8R;Golgin subfamily A member 8N;Golgin subfamily A member
goolgin subfamily A member 8R;Golgin subfamily A member 8N;Golgin subfamily A member
g%glgin subfamily A member 8R;Golgin subfamily A member 8N;Golgin subfamily A member

Golgi membrane protein 1

Golgi phosphoprotein 3-like

RAB6-interacting golgin

G patch domain and ankyrin repeat-containing protein 1

G patch domain-containing protein 11

G patch domain-containing protein 4

Vasculin

Protein GPR107

Integral membrane protein GPR180

Putative Golgi pH regulator C;Golgi pH regulator A;Golgi pH regulator B
Putative Golgi pH regulator C;Golgi pH regulator A;Golgi pH regulator B
Putative Golgi pH regulator C;Golgi pH regulator A;Golgi pH regulator B
G-protein coupled receptor family C group 5 member C

G protein pathway suppressor 2

G-protein-signaling modulator 1

Alanine aminotransferase 2

Glutathione peroxidase 7

GRAM domain-containing protein 4

GRB2-related adapter protein 2
Granulins;Acrogranin;Paragranulin;Granulin-1;Granulin-2;Granulin-3;Granulin-4;Granulin-
5;Granulin-6;Granulin-7

Genetic suppressor element 1

Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit ERF3A;Eukaryotic peptide chain
release factor GTP-binding subunit ERF3B

Transcription initiation factor 1A subunit 1;Transcription initiation factor 11A alpha
chain;Transcription initiation factor I1A beta chain

Transcription initiation factor 11B

General transcription factor 3C polypeptide 1
General transcription factor 3C polypeptide 2
General transcription factor 3C polypeptide 3
G2 and S phase-expressed protein 1
Glycogenin-1

Histone H2A.V;Histone H2A.Z;Histone H2A
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H2AFZ
HAUS5
HAUS7
HAX1
HBE1
HBG1

HCFC1
hCG_1984214
hCG_1985580
hCG_27868
HDAC4
HDAC7
HDDC3
HEATR6
HEBP1

HELZ

HELZ2
HERC1
HERC2

HERPUD1
HIAT1
HIP1
HIP1R

HLCS
HLTF
HMGB3
HMGN?2
HMGN3
HMX2

HNRNPH1
HNRNPH2
HOXA11
HPDL
HPS1
HPS5
HPS6
HSCB
HSD17B7
HSDL1
HSF1
HSP90AB3P
HSPA7
HSPB11

Histone H2A.V;Histone H2A.Z;Histone H2A
HAUS augmin-like complex subunit 5
HAUS augmin-like complex subunit 7
HCLS1-associated protein X-1

Hemoglobin subunit epsilon

Hemoglobin subunit gamma-1

Host cell factor 1;HCF N-terminal chain 1;HCF N-terminal chain 2;HCF N-terminal chain 3;HCF
N-terminal chain 4;HCF N-terminal chain 5;HCF N-terminal chain 6;HCF C-terminal chain
1;HCF C-terminal chain 2;HCF C-terminal chain 3;HCF C-terminal chain 4;HCF C-terminal
chain 5;HCF C-terminal chain 6

28S ribosomal protein S17, mitochondrial
Programmed cell death protein 6

E3 ubiquitin-protein ligase RNF220

Histone deacetylase 4

Histone deacetylase 7;Histone deacetylase
Guanosine-3,5-bis(diphosphate) 3-pyrophosphohydrolase MESH1
HEAT repeat-containing protein 6
Heme-binding protein 1

Probable helicase with zinc finger domain
Helicase with zinc finger domain 2

Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC1

E3 ubiquitin-protein ligase HERC2
Homocysteine-responsive endoplasmic reticulum-resident ubiquitin-like domain member 1
protein

Hippocampus abundant transcript 1 protein
Huntingtin-interacting protein 1

Huntingtin-interacting protein 1-related protein

Biotin--protein ligase;Biotin--[methylmalonyl-CoA-carboxytransferase] ligase;Biotin--[propionyl-
CoA-carboxylase [ATP-hydrolyzing]] ligase;Biotin--[methylcrotonoyl-CoA-carboxylase]
ligase;Biotin--[acetyl-CoA-carboxylase] ligase

Helicase-like transcription factor

High mobility group protein B3

Non-histone chromosomal protein HMG-17

High mobility group nucleosome-binding domain-containing protein 3

Homeobox protein HMX2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H;Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H, N-
terminally processed

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2

Homeobox protein Hox-A11

4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like protein
Hermansky-Pudlak syndrome 1 protein

Hermansky-Pudlak syndrome 5 protein

Hermansky-Pudlak syndrome 6 protein

Iron-sulfur cluster co-chaperone protein HscB, mitochondrial
3-keto-steroid reductase

Inactive hydroxysteroid dehydrogenase-like protein 1

Heat shock factor protein 1

Putative heat shock protein HSP 90-beta-3

Heat shock 70 kDa protein 6;Putative heat shock 70 kDa protein 7

Intraflagellar transport protein 25 homolog
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IAH1
IBTK
ICE1
ICOSLG
IFIT1

IFITM1

IFITM2

IFITM3
IFT122
IGBP1
IGHMBP2
IL18
IL18R1
ILIRN
IL3RA
IL411
ILK
INCENP
INIP
INO8OE
INPP4A
INPPSA
IRAK1
IRAK3
IRAK4
IRF2BP2
IRF8
IRS2
ITIH1
ITIH2
ITPA
ITPK1
ITPKC
ITPR1
ITPR3
IXL
JAG1
JAK2
JARID2
MY
JUNB
JUND
KATNB1
KCNN4
KCTD5
KDELC1

Isoamyl acetate-hydrolyzing esterase 1 homolog
Inhibitor of Bruton tyrosine kinase

Little elongation complex subunit 1

ICOS ligand

Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1

Interferon-induced transmembrane protein 1;Interferon-induced transmembrane protein
2;Interferon-induced transmembrane protein 3

Interferon-induced transmembrane protein 1;Interferon-induced transmembrane protein
2;Interferon-induced transmembrane protein 3

Interferon-induced transmembrane protein 1;Interferon-induced transmembrane protein
2;Interferon-induced transmembrane protein 3

Intraflagellar transport protein 122 homolog
Immunoglobulin-binding protein 1

DNA-binding protein SMUBP-2

Interleukin-18

Interleukin-18 receptor 1

Interleukin-1 receptor antagonist protein
Interleukin-3 receptor subunit alpha
L-amino-acid oxidase

Integrin-linked protein kinase

Inner centromere protein

SOSS complex subunit C

INO80 complex subunit E

Type | inositol 3,4-bisphosphate 4-phosphatase
Type | inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
Interleukin-1 receptor-associated kinase 3
Interleukin-1 receptor-associated kinase 4
Interferon regulatory factor 2-hinding protein 2;Interferon regulatory factor 2-binding protein 2
Interferon regulatory factor 8

Insulin receptor substrate 2

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2
Inosine triphosphate pyrophosphatase
Inositol-tetrakisphosphate 1-kinase
Inositol-trisphosphate 3-kinase C

Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 29
Protein jagged-1

Tyrosine-protein kinase JAK2

Protein Jumonyji

Junction-mediating and -regulatory protein
Transcription factor jun-B

Transcription factor jun-D

Katanin p80 WD40 repeat-containing subunit B1
Intermediate conductance calcium-activated potassium channel protein 4
BTB/POZ domain-containing protein KCTD5
KDEL motif-containing protein 1
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KDM1B
KDM3A
KDM4A
KDM4B
KDM5A
KDM5B
KDM5C
KDM6A
KIAA0100
KIAAQ0101
KIAA1143
KIF16B
KIF1B
KIF1Bbeta
KIF20A
KIF20B
KIF21A
KIF21B
KIF22
KIF23
KIF3B
KLF13
KLHDC3
KLHDC4
KLHL11
KLHL7
KLK9

KMT2A
KMT2B
KMT2C
KMT2D
KNSTRN
KRT18
KRT6B
KRTCAP2
KSR1
L3HYPDH
L3MBTL3
LAIR1
LARP4
LASP1
LATS1
LCMT1
LENG8
LENG9
LETMD1

Lysine-specific histone demethylase 1B

Lysine-specific demethylase 3A

Lysine-specific demethylase 4A

Lysine-specific demethylase 4B

Lysine-specific demethylase 5A

Lysine-specific demethylase 5B

Lysine-specific demethylase 5C

Lysine-specific demethylase 6A;Histone demethylase UTY
Protein KIAA0100

PCNA-associated factor

Uncharacterized protein KIAA1143

Kinesin-like protein KIF16B

Kinesin-like protein;Kinesin-like protein KIF1B
Kinesin-like protein;Kinesin-like protein KIF1B
Kinesin-like protein KIF20A

Kinesin-like protein KIF20B

Kinesin-like protein KIF21A;Kinesin-like protein KIF21B
Kinesin-like protein KIF21A;Kinesin-like protein KIF21B
Kinesin-like protein KIF22;Kinesin-like protein
Kinesin-like protein KIF23;Kinesin-like protein
Kinesin-like protein KIF3B;Kinesin-like protein KIF3B, N-terminally processed
Krueppel-like factor 13

Kelch domain-containing protein 3

Kelch domain-containing protein 4

Kelch-like protein 11

Kelch-like protein 7

Tubulin alpha-1C chain

Histone-lysine N-methyltransferase 2A;MLL cleavage product N320;MLL cleavage product

C180

Histone-lysine N-methyltransferase 2B
Histone-lysine N-methyltransferase 2C
Histone-lysine N-methyltransferase 2D

Small kinetochore-associated protein

Keratin, type I cytoskeletal 18

Keratin, type Il cytoskeletal 6B
Keratinocyte-associated protein 2

Kinase suppressor of Ras 1
Trans-3-hydroxy-L-proline dehydratase
Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 3
Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor 1
La-related protein 4

LIM and SH3 domain protein 1
Serine/threonine-protein kinase LATS1
Leucine carboxyl methyltransferase 1
Leukocyte receptor cluster member 8
Leukocyte receptor cluster member 9

LETM1 domain-containing protein 1
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LGALS8
LGALS9
LIAS
LIMAL
LIMD1
LIMS1

LIMS2
LIN37
LIN7C
LINS
LINCO00493
LIPA
LLPH
LMBR1
LMBRD2
LNP
LOC728763
LPCAT4
LRRC14
LRRC8D
LRRCC1
LRSAM1
LSM5
LSM7
LUZP1
LY75
LYRM4
LYSMD2
LZTR1
MAD2L1BP
MAD2L2
MAK16
MAML1
MAN1A2
MAN1B1
MANF
MAP1A

MAP1LC3A
MAP1S
MAP2K4
MAP3K1
MAP3K?7

MAP4K5
MAP7D1
MAP7D3
MAPK1IP1L

Galectin-8;Galectin

Galectin-9

Lipoyl synthase, mitochondrial

LIM domain and actin-binding protein 1
LIM domain-containing protein 1

LIM and senescent cell antigen-like-containing domain protein 1
LIM and senescent cell antigen-like-containing domain protein 1;LIM and senescent cell antigen-
like-containing domain protein 2

Protein lin-37 homolog
Protein lin-7 homolog C

Protein lin-9 homolog

Lysosomal acid lipase/cholesteryl ester hydrolase

Protein LLP homolog

Limb region 1 protein homolog

LMBR1 domain-containing protein 2

Protein lunapark

Putative ciliary rootlet coiled-coil protein-like 3 protein
Lysophospholipid acyltransferase LPCAT4

Leucine-rich repeat-containing protein 14

Volume-regulated anion channel subunit LRRC8D
Leucine-rich repeat and coiled-coil domain-containing protein 1
E3 ubiquitin-protein ligase LRSAM1

U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm5

U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm7

Leucine zipper protein 1

Lymphocyte antigen 75

LYR motif-containing protein 4

LysM and putative peptidoglycan-binding domain-containing protein 2
Leucine-zipper-like transcriptional regulator 1
MAD2L1-binding protein

Muitotic spindle assembly checkpoint protein MAD2B

Protein MAK16 homolog

Mastermind-like protein 1

Mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase 1B
Endoplasmic reticulum mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase;alpha-1,2-Mannosidase
Mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor

Microtubule-associated protein 1A;MAP1A heavy chain;MAPL1 light chain LC2
Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B;Microtubule-associated proteins 1A/1B
light chain 3 beta 2;Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A

Microtubule-associated protein 1S;MAP1S heavy chain;MAP1S light chain
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase;Mitogen-activated protein kinase kinase
kinase kinase 5

MAP7 domain-containing protein 1
MAP7 domain-containing protein 3

MAPK-interacting and spindle-stabilizing protein-like
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MAPK9
MAPKAPK3
MARK3
MAST3
MASTL
MATK
MAZ
MBD2
MBLL
MBNL2
MBP
MCEMP1
MCFD2
MCRS1
MCU
MCUR1
MDC1
ME1
MECP2
MECR
MED18
MED25
MED28
MED29
MED7
MED9
MEF2D
MEFV
METTL10
METTL14
METTL2B
METTLS
METTL7B
MFF
MFNG
MFSD1
MGA
MIB1
MICAL1
MICAL3
MICU2
MID1IP1
MIEF1
MIEN1
MINA
MINOS1

Mitogen-activated protein kinase 9

MAP kinase-activated protein kinase 3
MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3
Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 3

Serine/threonine-protein kinase greatwall

Non-specific protein-tyrosine kinase;Megakaryocyte-associated tyrosine-protein kinase

Myec-associated zinc finger protein

Methyl-CpG-binding domain protein 2
Muscleblind-like protein 1;Muscleblind-like protein 2
Muscleblind-like protein 1;Muscleblind-like protein 2
Myelin basic protein

Mast cell-expressed membrane protein 1

Multiple coagulation factor deficiency protein 2
Microspherule protein 1

Calcium uniporter protein, mitochondrial

Mitochondrial calcium uniporter regulator 1

Mediator of DNA damage checkpoint protein 1
NADP-dependent malic enzyme

Methyl-CpG-binding protein 2

Trans-2-enoyl-CoA reductase, mitochondrial

Mediator of RNA polymerase I transcription subunit 18
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 25
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 28
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 29
Mediator of RNA polymerase 1 transcription subunit 7
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 9
Myocyte-specific enhancer factor 2D

Pyrin

Protein-lysine N-methyltransferase METTL10
N6-adenosine-methyltransferase subunit METTL14
Methyltransferase-like protein 2B
Methyltransferase-like protein 5

Methyltransferase-like protein 7B

Mitochondrial fission factor
Beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase manic fringe
Major facilitator superfamily domain-containing protein 1
MAX gene-associated protein

E3 ubiquitin-protein ligase MIB1

Protein-methionine sulfoxide oxidase MICAL1
Protein-methionine sulfoxide oxidase MICAL3

Calcium uptake protein 2, mitochondrial
Mid1l-interacting protein 1

Mitochondrial dynamics protein MID51

Migration and invasion enhancer 1

Bifunctional lysine-specific demethylase and histidyl-hydroxylase MINA
MICOS complex subunit MIC10
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MINOS1-NBL1
MIOS
MIS18BP1
MKL1
MLF2
MLH1
MLKL
MLLT1
MLLT10
MLLT6
MLST8
MLXIP
MMGT1
MMP20
MOB3A
MORF4L1
MOSPD2
MPC1
MPHOSPH8
MPP6
MRGBP
MRM1
MROH1
MRPL1
MRPL14
MRPL15
MRPL16
MRPL20
MRPL33
MRPL38
MRPL41
MRPL42
MRPL51
MRPL54
MRPL57
MRPS12
MRPS14
MRPS16
MRPS17
MRPS18A
MRPS26
MRPS34
MRS2
MSH3
MSL1
MSMO1

MICOS complex subunit MIC10

WD repeat-containing protein mio
Mis18-binding protein 1
MKL/myocardin-like protein 1

Myeloid leukemia factor 2

DNA mismatch repair protein Mihl
Mixed lineage kinase domain-like protein
Protein ENL

Protein AF-10

Protein AF-17

Target of rapamycin complex subunit LST8
MLX-interacting protein

Membrane magnesium transporter 1
Matrix metalloproteinase-20

MOB kinase activator 3A

Mortality factor 4-like protein 1

Motile sperm domain-containing protein 2
Mitochondrial pyruvate carrier 1
M-phase phosphoprotein 8

MAGUK p55 subfamily member 6
MRG/MORF4L-binding protein

rRNA methyltransferase 1, mitochondrial

Maestro heat-like repeat-containing protein family member 1

39S ribosomal protein L1, mitochondrial
39S ribosomal protein L14, mitochondrial
39S ribosomal protein L15, mitochondrial
39S ribosomal protein L16, mitochondrial
39S ribosomal protein L20, mitochondrial
39S ribosomal protein L33, mitochondrial
39S ribosomal protein L38, mitochondrial
39S ribosomal protein L41, mitochondrial
39S ribosomal protein L42, mitochondrial
39S ribosomal protein L51, mitochondrial
39S ribosomal protein L54, mitochondrial
Ribosomal protein 63, mitochondrial

28S ribosomal protein S12, mitochondrial
28S ribosomal protein S14, mitochondrial
28S ribosomal protein S16, mitochondrial
28S ribosomal protein S17, mitochondrial
28S ribosomal protein S18a, mitochondrial
28S ribosomal protein S26, mitochondrial

28S ribosomal protein S34, mitochondrial

Magnesium transporter MRS2 homolog, mitochondrial

DNA mismatch repair protein Msh3
Male-specific lethal 1 homolog

Methylsterol monooxygenase 1
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MTIE

MT1G

MT1IM

MT1X

MT2A
MTA3
MTCH1
MTERF3
MTERF4
MTFR1L
MTFR2
MTG1

MTHFD2
MTIF2
MTIF3
MTMR12
MTMR9
MT-ND3
MTR
MTRF1L
MTRR
MUC1
MVD
MYADM
MYB
MYH10
MYL3
MYL4

MYLK
MYO19
MYOL1E
MYPOP
N4BP2
N4BP2L2
NABP2
NAF1
NAGA
NAGPA
NANP
NAP1L1
NARFL
NAT1
NAT14

NCF1

Metallothionein-1M;Metallothionein-1X;Metallothionein-1G;Metallothionein-
1E;Metallothionein-2
Metallothionein-1M;Metallothionein-1X;Metallothionein-1G;Metallothionein-
1E;Metallothionein-2
Metallothionein-1M;Metallothionein-1X;Metallothionein-1G;Metallothionein-
1E;Metallothionein-2
Metallothionein-1M;Metallothionein-1X;Metallothionein-1G;Metallothionein-
1E;Metallothionein-2
Metallothionein-1M;Metallothionein-1X;Metallothionein-1G;Metallothionein-
1E;Metallothionein-2

Metastasis-associated protein MTA3

Mitochondrial carrier homolog 1

Transcription termination factor 3, mitochondrial

Transcription termination factor 4, mitochondrial;mTERF domain-containing protein 2 processed
Mitochondrial fission regulator 1-like

Mitochondrial fission regulator 2

Mitochondrial GTPase 1;Mitochondrial ribosome-associated GTPase 1
Bifunctional methylenetetrahydrofolate dehydrogenase/cyclohydrolase, mitochondrial;NAD-
dependent methylenetetrahydrofolate dehydrogenase;Methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase

Translation initiation factor IF-2, mitochondrial
Translation initiation factor IF-3, mitochondrial
Myotubularin-related protein 12
Myotubularin-related protein 9
NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3
Methionine synthase

Peptide chain release factor 1-like, mitochondrial
Methionine synthase reductase
Mucin-1;Mucin-1 subunit alpha;Mucin-1 subunit beta
Diphosphomevalonate decarboxylase
Myeloid-associated differentiation marker
Transcriptional activator Myb

Myosin-10

Myosin light chain 3

Myosin light chain 4
Myosin light chain kinase, smooth muscle;Myosin light chain kinase, smooth muscle,
deglutamylated form

Unconventional myosin-XI1X

Unconventional myosin-le

Myb-related transcription factor, partner of profilin

NEDD4-binding protein 2

NEDDA4-binding protein 2-like 2

SOSS complex subunit B1

H/ACA ribonucleoprotein complex non-core subunit NAF1
Alpha-N-acetylgalactosaminidase
N-acetylglucosamine-1-phosphodiester alpha-N-acetylglucosaminidase
N-acylneuraminate-9-phosphatase

Nucleosome assembly protein 1-like 1;Nucleosome assembly protein 1-like 1
Cytosolic Fe-S cluster assembly factor NARFL

Arylamine N-acetyltransferase 1

N-acetyltransferase 14
Neutrophil cytosol factor 1;Putative neutrophil cytosol factor 1B;Putative neutrophil cytosol
factor 1C
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NCF1B

NCF1C
NCF2
NCK2
NCOAL
NCOA6
NCOA7
NCOR2
NCR3LG1
NDFIP2
NDUFB1
NDUFB11
NDUFB4
NDUFS7
NDUFV3
NEDD1
NET1
NEU1
NFATC2IP
NFIC
NFIX
NHSL2
NIF3L1BP1
NIN

NIP7
NIPA2
NIPSNAP1
NLRP2
NOL7
NOP10
NOP14
NPRL3
NPTN
NQO1
NRD1
NRDE2
NRGN
NRP1
NSA2
NSMCE2
NSUNG
NT5C3A
NTHL1
NUDCD2
NUDCD3
NUDT12

Neutrophil cytosol factor 1;Putative neutrophil cytosol factor 1B;Putative neutrophil cytosol

factor 1C

Neutrophil cytosol factor 1;Putative neutrophil cytosol factor 1B;Putative neutrophil cytosol

factor 1C

Neutrophil cytosol factor 2

Cytoplasmic protein NCK2

Nuclear receptor coactivator 1

Nuclear receptor coactivator 6

Nuclear receptor coactivator 7

Nuclear receptor corepressor 2

Natural cytotoxicity triggering receptor 3 ligand 1
NEDD4 family-interacting protein 2

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 1

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 11, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 4

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 3, mitochondrial

Protein NEDD1

Neuroepithelial cell-transforming gene 1 protein
Sialidase-1

NFATC2-interacting protein

Nuclear factor 1 C-type

Nuclear factor 1 X-type;Nuclear factor 1
NHS-like protein 2

THO complex subunit 7 homolog

Ninein

60S ribosome subunit biogenesis protein NIP7 homolog
Magnesium transporter NIPA2

Protein NipSnap homolog 1

NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 2
Nucleolar protein 7

H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 3
Nucleolar protein 14

Nitrogen permease regulator 3-like protein
Neuroplastin

NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1
Nardilysin

Protein NRDE2 homolog
Neurogranin;NEUG(55-78)

Neuropilin-1

Ribosome biogenesis protein NSA2 homolog
E3 SUMO-protein ligase NSE2

Putative methyltransferase NSUN6
5-nucleotidase;Cytosolic 5-nucleotidase 3A
Endonuclease IlI-like protein 1

NudC domain-containing protein 2

NudC domain-containing protein 3

Peroxisomal NADH pyrophosphatase NUDT12
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NUDT16
NUFIP1
NUFIP2
NUMB
NUPL2
NXF3
NXN
NXT2
OAS2

OAT
OGFOD3
OIP5
OMA1
ORC1
OSBPL3
OTUDS
OXNAD1
P2RX4
PABPC1
PACS1
PACSIN3
PAF1
PAFAH1B1
PAGR1
PAK1
PAK4
PAN3
PANK2
PANX1
PAPD5
PAPOLG
PARP12
PARVB
PASK
PAXS5
PBX1
PBX3
PCBD1
PCGF2
PCGF6
PCIF1
PCYOXI1L
PCYT1B
PDCD2
PDCD7
PDGFRB

U8 snoRNA-decapping enzyme

Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 1
Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2
Protein numb homolog

Nucleoporin-like protein 2

Nuclear RNA export factor 3

Nucleoredoxin

NTF2-related export protein 2

2-5-oligoadenylate synthase 2

Ornithine aminotransferase, mitochondrial;Ornithine aminotransferase, hepatic form;Ornithine

aminotransferase, renal form

2-oxoglutarate and iron-dependent oxygenase domain-containing protein 3
Protein Mis18-beta;Protein yippee-like

Metalloendopeptidase OMAL, mitochondrial

Origin recognition complex subunit 1

Oxysterol-binding protein-related protein 3

OTU domain-containing protein 5

Oxidoreductase NAD-binding domain-containing protein 1

P2X purinoceptor;P2X purinoceptor 4

Polyadenylate-binding protein 1;Polyadenylate-binding protein
Phosphofurin acidic cluster sorting protein 1

Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 3

RNA polymerase Il-associated factor 1 homolog

Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit alpha
PAXIP1-associated glutamate-rich protein 1

Serine/threonine-protein kinase PAK 1;Non-specific serine/threonine protein kinase
Serine/threonine-protein kinase PAK 4

PAB-dependent poly(A)-specific ribonuclease subunit PAN3

Pantothenate kinase 2, mitochondrial

Pannexin-1

Non-canonical poly(A) RNA polymerase PAPD5

Poly(A) polymerase gamma

Poly [ADP-ribose] polymerase 12

Beta-parvin

PAS domain-containing serine/threonine-protein kinase

Paired box protein Pax-5

Pre-B-cell leukemia transcription factor 2;Pre-B-cell leukemia transcription factor 1
Pre-B-cell leukemia transcription factor 3

Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase

Polycomb complex protein BMI-1;Polycomb group RING finger protein 2
Polycomb group RING finger protein 6

Phosphorylated CTD-interacting factor 1

Prenylcysteine oxidase-like

Choline-phosphate cytidylyltransferase A;Choline-phosphate cytidylyltransferase B
Programmed cell death protein 2

Programmed cell death protein 7

Platelet-derived growth factor receptor beta
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PDPK1

PDPK2

PDPK2P
PDRG1
PDZD8
PEBP1
PECAM1
PEO1
PER2
PEX1
PEX12
PEX14
PEX5
PFKM
PFN2
PGRMC1
PGS1
PHACTR2
PHF21A
PHF23
PHF8
PHKA1
PHKA2
PHRF1
PIAS1
PIAS4
PICALM
PIEZO1
PIGG
PIGN
PIGO
PIK3C2A
PIK3CA
PIK3CB
PIK3R2
PIKFYVE
PIPSK1A
PIP5K1C
PIPSL
PIR

PISD
PITPNM2
PKD1L1
PKLR
PKN3

3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1;Putative 3-phosphoinositide-dependent protein
kinase 2
Putative 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 2;3-phosphoinositide-dependent protein
kinase 1
3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1;Putative 3-phosphoinositide-dependent protein
kinase 2

p53 and DNA damage-regulated protein 1

PDZ domain-containing protein 8

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1;Hippocampal cholinergic neurostimulating peptide
Platelet endothelial cell adhesion molecule

Twinkle protein, mitochondrial

Period circadian protein homolog 2

Peroxisome biogenesis factor 1

Peroxisome assembly protein 12

Peroxisomal membrane protein PEX14

Peroxisomal targeting signal 1 receptor

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type

Profilin;Profilin-2

Membrane-associated progesterone receptor component 1
CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-phosphatidyltransferase, mitochondrial
Phosphatase and actin regulator;Phosphatase and actin regulator 2

PHD finger protein 21A

PHD finger protein 23

Histone lysine demethylase PHF8

Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, skeletal muscle isoform
Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, liver isoform

PHD and RING finger domain-containing protein 1

E3 SUMO-protein ligase PIAS1

E3 SUMO-protein ligase PIAS4

Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein

Piezo-type mechanosensitive ion channel component 1

GPI ethanolamine phosphate transferase 2

GPI ethanolamine phosphate transferase 1

GPI ethanolamine phosphate transferase 3

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit alpha
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta isoform
Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta

1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase

Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 alpha

Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase type-1 gamma

Putative PIPSK1A and PSMD4-like protein

Pirin

Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme;Phosphatidylserine decarboxylase alpha
chain;Phosphatidylserine decarboxylase beta chain

Membrane-associated phosphatidylinositol transfer protein 2

Polycystic kidney disease protein 1-like 1

Pyruvate kinase PKLR

Serine/threonine-protein kinase N3

- 191 -



PKP3

PLAU
PLAUR

PLBD2
PLEKHAS
PLEKHD1
PLEKHF2
PLEKHO2
PLS1
PLSCR1
PLXDC2
PLXNA1
PLXNB2
PMAIP1
PNPLA2
PNPLAG
PODXL
PODXL2
POGK
POGLUT1
POLG
POLR2I
POLR3E
POLR3H
POLR3K
POM121
POMP
POT1

POTEE

POTEI

POTEJ

POTEKP
POU2F2
POU2F3
PPCDC

PPFIBP2
PPHLN1

PPIAL4A

PPIAL4C

PPIAL4D

PPIAL4E

Plakophilin-3

Urokinase-type plasminogen activator;Urokinase-type plasminogen activator long chain
A;Urokinase-type plasminogen activator short chain A;Urokinase-type plasminogen activator
chain B

Urokinase plasminogen activator surface receptor
Putative phospholipase B-like 2;Putative phospholipase B-like 2 32 kDa form;Putative
phospholipase B-like 2 45 kDa form

Pleckstrin homology domain-containing family A member 5
Pleckstrin homology domain-containing family D member 1
Pleckstrin homology domain-containing family F member 2
Pleckstrin homology domain-containing family O member 2
Plastin-1

Phospholipid scramblase 1

Plexin domain-containing protein 2

Plexin-Al

Plexin-B2

Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
Patatin-like phospholipase domain-containing protein 2
Neuropathy target esterase

Podocalyxin

Podocalyxin-like protein 2

Pogo transposable element with KRAB domain

Protein O-glucosyltransferase 1

DNA polymerase subunit gamma-1

DNA-directed RNA polymerase |l subunit RPB9
DNA-directed RNA polymerase 11 subunit RPC5
DNA-directed RNA polymerase 111 subunit RPC8
DNA-directed RNA polymerase 111 subunit RPC10

Nuclear envelope pore membrane protein POM 121
Proteasome maturation protein

Protection of telomeres protein 1

POTE ankyrin domain family member E;POTE ankyrin domain family member I;Putative beta-
actin-like protein 3;Putative beta-actin-like protein 3, N-terminally processed;POTE ankyrin
domain family member J

POTE ankyrin domain family member E;POTE ankyrin domain family member I;Putative beta-
actin-like protein 3;Putative beta-actin-like protein 3, N-terminally processed;POTE ankyrin
domain family member J

POTE ankyrin domain family member E;POTE ankyrin domain family member I;Putative beta-
actin-like protein 3;Putative beta-actin-like protein 3, N-terminally processed;POTE ankyrin
domain family member J

POTE ankyrin domain family member E;POTE ankyrin domain family member I;Putative beta-
actin-like protein 3;Putative beta-actin-like protein 3, N-terminally processed;POTE ankyrin
domain family member J

POU domain, class 2, transcription factor 2;POU domain, class 2, transcription factor 3
POU domain, class 2, transcription factor 2;POU domain, class 2, transcription factor 3
Phosphopantothenoylcysteine decarboxylase

Liprin-beta-2

Periphilin-1;Periphilin-1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A/B/C;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase A-like 4D;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4G
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A/B/C;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase A-like 4D;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4G
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A/B/C;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase A-like 4D;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4G
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A/B/C;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase A-like 4D;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4G
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PPIAL4AG
PPM1E
PPP1R11
PPP1R12C
PPP1R13L
PPP1R14B
PPP1R27
PPP1R35
PPP2CA
PPP2R5C

PPP3CC
PQBP1
PRC1
PRKAR2B
PRKCA
PRKCI
PRKD3
PRKRIR
PROSER?
PRPF39
PRR12
PRR3
PRSS3
PSD4
PSEN1
PSMG4
PSTPIP2
PTARL

PTEN
PTGR2
PTPN13
PTPN18
PTPN23
PTPRC
PTPRJ
PTRH1
PUS3
PUS7L
PWP2
PWWP2A
PXN
QSER1
QTRTD1
R3HCC1
R3HCCIL
R3HDM1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A/B/C;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase;Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase A-like 4D;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4G

Protein phosphatase 1E

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 11

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12C

RelA-associated inhibitor

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14B

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 27

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 35

Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory subunit gamma isoform
Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit gamma isoform;Serine/threonine-
protein phosphatase

Polyglutamine-binding protein 1

Protein regulator of cytokinesis 1

cAMP-dependent protein kinase type 1l-beta regulatory subunit
Protein kinase C alpha type

Protein kinase C iota type

Serine/threonine-protein kinase D3

52 kDa repressor of the inhibitor of the protein kinase

Proline and serine-rich protein 2

Pre-mRNA-processing factor 39

Proline-rich protein 12

Proline-rich protein 3

Trypsin-3

PH and SEC7 domain-containing protein 4
Presenilin;Presenilin-1;Presenilin-1 NTF subunit;Presenilin-1 CTF subunit;Presenilin-1 CTF12
Proteasome assembly chaperone 4

Proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2

Protein prenyltransferase alpha subunit repeat-containing protein 1
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual-specificity protein phosphatase
PTEN

Prostaglandin reductase 2

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 13

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 18

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 23
Protein-tyrosine-phosphatase;Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C
Protein-tyrosine-phosphatase;Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta
Probable peptidyl-tRNA hydrolase

tRNA pseudouridine(38/39) synthase;tRNA pseudouridine synthase
Pseudouridylate synthase 7 homolog-like protein

Periodic tryptophan protein 2 homolog

PWWP domain-containing protein 2A

Paxillin

Glutamine and serine-rich protein 1

Queuine tRNA-ribosyltransferase subunit QTRTD1

R3H and coiled-coil domain-containing protein 1

Coiled-coil domain-containing protein R3HCC1L

R3H domain-containing protein 1
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RAB11FIP3
RAB13
RAB20
RAB31
RAB32
RAB3A
RABEPK
RABGEF1
RABIF
RAD51
RAD51AP1
RAD51C
RAD9A
RAF1
RALA
RALGAPA2
RALGAPB
RANBP6
RANGRF
RAPGEF1
RASA2
RASA3
RASSF5
RBM19
RBM24
RBM38

RBMS3
RCE1
RCOR2
RDH10
RECQL4
REEP6
REPIN1

RET
REXO2
REXO4
RFK
RFX3
RGS10
RGS14
RHBDD1
RHOXF2
RHOXF2B
RILP
RILPL2
RIN1

Rab11 family-interacting protein 3

Ras-related protein Rab-13

Ras-related protein Rab-20

Ras-related protein Rab-31

Ras-related protein Rab-32

Ras-related protein Rab-3A

Rah9 effector protein with kelch motifs

Rab5 GDP/GTP exchange factor

Guanine nucleotide exchange factor MSS4

DNA repair protein RAD51 homolog 1
RADS51-associated protein 1

DNA repair protein RAD51 homolog 3

Cell cycle checkpoint control protein RAD9A
RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase
Ras-related protein Ral-A

Ral GTPase-activating protein subunit alpha-2
Ral GTPase-activating protein subunit beta
Ran-binding protein 6

Ran guanine nucleotide release factor

Rap guanine nucleotide exchange factor 1

Ras GTPase-activating protein 2

Ras GTPase-activating protein 3

Ras association domain-containing protein 5
Probable RNA-binding protein 19

RNA-binding protein 38;RNA-binding protein 24
RNA-binding protein 38;RNA-binding protein 24

RNA-binding motif, single-stranded-interacting protein 1;RNA-binding motif, single-stranded-

interacting protein 3

CAAX prenyl protease 2

REST corepressor 2

Retinol dehydrogenase 10
ATP-dependent DNA helicase Q4
Receptor expression-enhancing protein 6

Replication initiator 1

Proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor Ret;Soluble RET kinase fragment;Extracellular

cell-membrane anchored RET cadherin 120 kDa fragment
Oligoribonuclease, mitochondrial;Oligoribonuclease, mitochondrial
RNA exonuclease 4

Riboflavin kinase

Transcription factor RFX3

Regulator of G-protein signaling 10

Regulator of G-protein signaling 14;Regulator of G-protein signaling 14
Rhomboid-related protein 4

Rhox homeobox family member 2;Rhox homeobox family member 2B
Rhox homeobox family member 2;Rhox homeobox family member 2B
Rab-interacting lysosomal protein

RILP-like protein 2

Ras and Rab interactor 1
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RIOK1
RIOK3
RIPK2
RLN3
RMI1
RNASE?2
RNASE7
RNASEH1
RNASET2
RNF113A
RNF13
RNF168
RNF181
RNF20
RNF219
RNF220
RNF31
RNF34
RNF6
RNPC3
RPE
RPL22L1
RPL27
RPL36A
RPL36A-HNRNPH2
RPL37A
RPL4
RPL7L1
RPP21
RPP25
RPS14
RPS29
RPS6KB2
RPUSD4
RRAGA
RRAGC
RRAGD
RRM2
RSBN1
RSBN1L
RSF1
RSL24D1
RSRC2
RTFDC1
RTN2
RTTN

Serine/threonine-protein kinase RIO1
Serine/threonine-protein kinase RIO3
Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2
Endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment protein 2
RecQ-mediated genome instability protein 1
Non-secretory ribonuclease

Ribonuclease 7

Ribonuclease H1

Ribonuclease T2

RING finger protein 113A

E3 ubiquitin-protein ligase RNF13

E3 ubiquitin-protein ligase RNF168

E3 ubiquitin-protein ligase RNF181

E3 ubiquitin-protein ligase BRE1A

RING finger protein 219

E3 ubiquitin-protein ligase RNF220

E3 ubiquitin-protein ligase RNF31

E3 ubiquitin-protein ligase RNF34

E3 ubiquitin-protein ligase RNF6

RNA-binding protein 40

Ribulose-phosphate 3-epimerase

60S ribosomal protein L22-like 1

60S ribosomal protein L27

60S ribosomal protein L36a

60S ribosomal protein L36a

60S ribosomal protein L37a

60S ribosomal protein L4

60S ribosomal protein L7-like 1

Ribonuclease P protein subunit p21

Ribonuclease P protein subunit p25

40S ribosomal protein S14

40S ribosomal protein S29

Ribosomal protein S6 kinase beta-2

RNA pseudouridylate synthase domain-containing protein 4
Ras-related GTP-binding protein A

Ras-related GTP-binding protein C;Ras-related GTP-binding protein D
Ras-related GTP-binding protein C;Ras-related GTP-binding protein D
Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2
Round spermatid basic protein 1

Round spermatid basic protein 1-like protein
Remodeling and spacing factor 1

Probable ribosome biogenesis protein RLP24
Arginine/serine-rich coiled-coil protein 2

Protein RTF2 homolog

Reticulon;Reticulon-2

Rotatin
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RUNX1
RUNX2
RWDD1
RWDD2B
RXRB
S100A10
S100A8
S100A9
S100P
SACS
SAMSN1
SAP30
SASH1
SASS6
SATB2
SBDS
SBF1
SCAI
SCAMP1
SCARB1
SCD
SCLY
SCML2
SCO1
SDC2
SDCCAGS8
SDF2
SDF4
SDHAF2
SDHC
SDSL
SEC31B
SEMA4D
SENP6
SERGEF
SERPINA1
SERPINA3
SETD7
SETX
SFMBT2
SFT2D2
SFXN2
SEXN5
SGMS1
SGOL2
SHARPIN

Runt-related transcription factor 1

Runt-related transcription factor 2

RWD domain-containing protein 1

RWD domain-containing protein 2B

Retinoic acid receptor RXR-beta

Protein S100-A10

Protein S100-A8;Protein S100-A8, N-terminally processed
Protein S100-A9

Protein S100-P

Sacsin

SAM domain-containing protein SAMSN-1
Histone deacetylase complex subunit SAP30
SAM and SH3 domain-containing protein 1
Spindle assembly abnormal protein 6 homolog
DNA-binding protein SATB2;DNA-binding protein SATB
Ribosome maturation protein SBDS
Myotubularin-related protein 5

Protein SCAI

Secretory carrier-associated membrane protein 1
Scavenger receptor class B member 1
Acyl-CoA desaturase

Selenocysteine lyase

Sex comb on midleg-like protein 2

Protein SCO1 homolog, mitochondrial
Syndecan;Syndecan-2

Serologically defined colon cancer antigen 8
Stromal cell-derived factor 2

45 kDa calcium-binding protein

Succinate dehydrogenase assembly factor 2, mitochondrial

Succinate dehydrogenase cytochrome b560 subunit, mitochondrial

Serine dehydratase-like

Protein transport protein Sec31B

Semaphorin-4D

Sentrin-specific protease 6

Secretion-regulating guanine nucleotide exchange factor

Alpha-1-antitrypsin;Short peptide from AAT

Alpha-1-antichymotrypsin;Alpha-1-antichymotrypsin His-Pro-less

Histone-lysine N-methyltransferase SETD7

Probable helicase senataxin

Scm-like with four MBT domains protein 2

Vesicle transport protein SFT2B

Sideroflexin-2

Sideroflexin-5

Phosphatidylcholine:ceramide cholinephosphotransferase 1
Shugoshin-like 2

Sharpin

- 196 -



SHQ1
SIK3
SIKEL
SIL1
siMC1
SIN3B

SIRPB1
SKA2
SKAP2
SKI

SKP2
SLAIN2
SLBP
SLC12A2
SLC12A6
SLC12A9
SLC19A1
SLC20A2
SLC25A17
SLC25A20
SLC25A46
SLC29A2
SLC31A1
SLC33A1
SLC35A1
SLC35A2
SLC35B3
SLC35B4
SLC35F2
SLC37A4
SLC38A1
SLC38A2
SLC38A5
SLC39A10
SLC39A14
SLC39A9
SLC43A1
SLC43A3
SLC4A1
SLC4A2
SLC7A1
SLC7A11
SLC7A2
SLCY9A3R2
SLC9B2
SLITRK5

Protein SHQ1 homolog
Serine/threonine-protein kinase SIK3
Suppressor of IKBKE 1

Nucleotide exchange factor SIL1
SUMO-interacting motif-containing protein 1

Paired amphipathic helix protein Sin3b

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1;Signal-regulatory protein beta-1

isoform 3

Spindle and kinetochore-associated protein 2

Src kinase-associated phosphoprotein 2

Ski oncogene

S-phase kinase-associated protein 2

SLAIN motif-containing protein 2

Histone RNA hairpin-binding protein

Solute carrier family 12 member 2

Solute carrier family 12 member 6

Solute carrier family 12 member 9

Folate transporter 1

Sodium-dependent phosphate transporter 2
Peroxisomal membrane protein PMP34
Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein
Solute carrier family 25 member 46

Equilibrative nucleoside transporter 2

High affinity copper uptake protein 1
Acetyl-coenzyme A transporter 1

CMP-sialic acid transporter

UDP-galactose translocator

Adenosine 3-phospho 5-phosphosulfate transporter 2
UDP-xylose and UDP-N-acetylglucosamine transporter
Solute carrier family 35 member F2
Glucose-6-phosphate translocase

Sodium-coupled neutral amino acid transporter 1
Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2
Sodium-coupled neutral amino acid transporter 5
Zinc transporter ZIP10

Zinc transporter ZIP14

Zinc transporter ZIP9

Large neutral amino acids transporter small subunit 3
Solute carrier family 43 member 3

Band 3 anion transport protein

Anion exchange protein 2;Anion exchange protein
High affinity cationic amino acid transporter 1
Cystine/glutamate transporter

Cationic amino acid transporter 2

Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-RF2
3-hydroxybutyrate dehydrogenase type 2

SLIT and NTRK-like protein 5;SLIT and NTRK-like protein 6

- 197 -

-100
-100
-100
-100
-100



SLITRK6
SLMAP
SLMO2
SMAD4
SMARCA2

SMARCBL1

SMARCD1
SMC6
SMDT1
SMEK2
SMG7
SMG9
SMIM8
SNAPC1
SNAPIN
SNCA
SNIP1
SNRPB2
SNRPC
SNRPD1
SNX12
SNX15
SNX18
SNX4
SON
SOs1
SOX4
sP1
SP110
SPAG5
SPATS2
SPC24
SPCS1
SPECCIL
SPECC1L-ADORA2A
SPIDR
SPN
SPRYD3
SQLE
SRC
SRGN
SS18L2
SSBP3
SSR3
ST3GAL4
STARD3

SLIT and NTRK-like protein 5;SLIT and NTRK-like protein 6

Sarcolemmal membrane-associated protein

Protein slowmo homolog 2

Mothers against decapentaplegic homolog;Mothers against decapentaplegic homolog 4

Probable global transcription activator SNF2L2

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily B member
1

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily D member
1

Structural maintenance of chromosomes protein 6
Essential MCU regulator, mitochondrial
Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 3B
Protein SMG7

Protein SMG9

Small integral membrane protein 8
snRNA-activating protein complex subunit 1
SNARE-associated protein Snapin
Alpha-synuclein

Smad nuclear-interacting protein 1

U2 small nuclear ribonucleoprotein B

U1 small nuclear ribonucleoprotein C

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1

Sorting nexin-12

Sorting nexin-15

Sorting nexin-18

Sorting nexin-4

Protein SON

Son of sevenless homolog 1

Transcription factor SOX-4

Transcription factor Spl

Sp110 nuclear body protein

Sperm-associated antigen 5
Spermatogenesis-associated serine-rich protein 2
Kinetochore protein Spc24

Signal peptidase complex subunit 1

Cytospin-A

Cytospin-A

DNA repair-scaffolding protein

Leukosialin

SPRY domain-containing protein 3

Squalene monooxygenase

Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
Serglycin

SS18-like protein 2

Single-stranded DNA-binding protein 3
Translocon-associated protein subunit gamma
CMP-N-acetylneuraminate-beta-galactosamide-alpha-2,3-sialyltransferase 4

StAR-related lipid transfer protein 3
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STAT1
STK11

STK3
STRA13
STRIP1
STRN4
STX17
STX8
SUDS3
SUMO2
SUPT3H
SYF2
SYNE3
SYNPO2
SYNRG
SZT2
TACC2
TACC3
TADA1
TADA2A
TADA2B
TADA2L
TADA3
TAF1
TAF1L
TAF2
TAF7
TAF8
TAF9B
TANC1
TANGO6
TANK
TAPBPL
TAPT1
TARBP2
TARSL2
TAX1BP1
TAX1BP3
TBC1D20
TBC1D22A
TBC1D24

TBL1X

TBL1Y
TBP
TBPL1

Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta;Signal transducer and activator of
transcription

Serine/threonine-protein kinase STK11
Serine/threonine-protein kinase 3;Serine/threonine-protein kinase 3 36kDa
subunit;Serine/threonine-protein kinase 3 20kDa subunit

Centromere protein X

Striatin-interacting protein 1

Striatin-4

Syntaxin-17

Syntaxin-8

Sin3 histone deacetylase corepressor complex component SDS3
Small ubiquitin-related modifier 2

Transcription initiation protein SPT3 homolog
Pre-mRNA-splicing factor SYF2

Nesprin-3

Synaptopodin-2

Synergin gamma

Protein SZT2

Transforming acidic coiled-coil-containing protein 2
Transforming acidic coiled-coil-containing protein 3
Transcriptional adapter 1

Transcriptional adapter 2-alpha

Transcriptional adapter 2-beta

Transcriptional adapter 2-alpha

Transcriptional adapter 3

Transcription initiation factor TFIID subunit 1;Transcription initiation factor TFIID subunit 1-like
Transcription initiation factor TFIID subunit 1;Transcription initiation factor TFIID subunit 1-like
Transcription initiation factor TFIID subunit 2

Transcription initiation factor TFIID subunit 7

Transcription initiation factor TFIID subunit 8

Transcription initiation factor TFIID subunit 9B

Protein TANC1

Transport and Golgi organization protein 6 homolog

TRAF family member-associated NF-kappa-B activator
Tapasin-related protein

Transmembrane anterior posterior transformation protein 1 homolog
RISC-loading complex subunit TARBP2

Probable threonine--tRNA ligase 2, cytoplasmic

Tax1-binding protein 1

Tax1-binding protein 3

TBC1 domain family member 20

TBC1 domain family member 22A

TBC1 domain family member 24

F-box-like/WD repeat-containing protein TBL1X;F-box-like/WD repeat-containing protein
TBL1Y

F-box-like/WD repeat-containing protein TBL1X;F-box-like/WD repeat-containing protein
TBL1Y

TATA-box-binding protein; TATA box-binding protein-like protein 2
TATA box-binding protein-like protein 1
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TBPL2
TCEAL1L
TCEB1
TCF12
TCF20
TCF25
TCF3
TCHH
TDP1
TEFM
TEP1
TERF1
TESC
TEX30
TFAM
TFAP4
TFB2M
TFEB
TGFB1
TGFBR1
TGFBRAP1
TGM2
THEMIS2
THGI1L
THOC7
THTPA
TIMM10
TIMM21

TIMM23

TIMM23B
TIMMS8B
TIPIN
TJAP1

TK2

TLE1

TLE4
TMBIM6
TMED1
TMED10
TMEM102
TMEM106B
TMEM128
TMEM165
TMEM167A
TMEML175
TMEM179B

TATA-box-binding protein; TATA box-binding protein-like protein 2
Transcription elongation factor A protein-like 1

Transcription elongation factor B polypeptide 1

Transcription factor 12

Transcription factor 20

Transcription factor 25

Transcription factor E2-alpha

Trichohyalin

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1

Transcription elongation factor, mitochondrial

Telomerase protein component 1

Telomeric repeat-binding factor 1

Calcineurin B homologous protein 3

Testis-expressed sequence 30 protein

Transcription factor A, mitochondrial

Transcription factor AP-4

Dimethyladenosine transferase 2, mitochondrial

Transcription factor EB

Transforming growth factor beta-1;Latency-associated peptide
Receptor protein serine/threonine kinase; TGF-beta receptor type-1
Transforming growth factor-beta receptor-associated protein 1
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2

Protein THEMIS2

Probable tRNA(His) guanylyltransferase

THO complex subunit 7 homolog

Thiamine-triphosphatase

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim10

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim21

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim23;Putative mitochondrial import

inner membrane translocase subunit Tim23B

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim23;Putative mitochondrial import

inner membrane translocase subunit Tim23B

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim8 B
TIMELESS-interacting protein

Tight junction-associated protein 1

Thymidine kinase 2, mitochondrial

Transducin-like enhancer protein 4;Transducin-like enhancer protein 1
Transducin-like enhancer protein 4;Transducin-like enhancer protein 1
Bax inhibitor 1

Transmembrane emp24 domain-containing protein 1

Transmembrane emp24 domain-containing protein 10
Transmembrane protein 102

Transmembrane protein 106B

Transmembrane protein 128

Transmembrane protein 165

Protein kish-A

Transmembrane protein 175

Transmembrane protein 179B
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TMEM192
TMEM194A
TMEM201
TMEM205
TMEM222
TMEM223
TMEM23
TMEM261
TMEM263
TMEMB30A
TMEM38B
TMEM41A
TMEM49
TMEM55B
TMEM68
TMEM91
TMF1
TMSB4X
TMUBL1
TNFRSF10A
TNKS1BP1
TNRC6A
TNRC6C
TOMM6
TOPORS
TOR1B
TOR4A

TOX

TOX3
TP53I11
TPM1
TPM2
TPM4
TPST2
TPT1

TPX2
TRA2B
TRAF3IP1
TRAFD1
TRAPPC11
TRAPPC2
TRAPPC2B
TRAPPC2L
TRDMT1
TRERF1
TRIAP1

Transmembrane protein 192

Transmembrane protein 194A

Transmembrane protein 201

Transmembrane protein 205

Transmembrane protein 222

Transmembrane protein 223

Phosphatidylcholine:ceramide cholinephosphotransferase 1
Transmembrane protein 261

Transmembrane protein 263

Cell cycle control protein 50A

Trimeric intracellular cation channel type B
Transmembrane protein 41A

Vacuole membrane protein 1

Type 1 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 4-phosphatase
Transmembrane protein 68

Mitochondrial Rho GTPase;Mitochondrial Rho GTPase 1
TATA element modulatory factor

Thymosin beta-4;Hematopoietic system regulatory peptide
Transmembrane and ubiquitin-like domain-containing protein 1
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10A
182 kDa tankyrase-1-binding protein

Trinucleotide repeat-containing gene 6A protein
Trinucleotide repeat-containing gene 6C protein
Mitochondrial import receptor subunit TOM6 homolog

E3 ubiquitin-protein ligase Topors

Torsin-1B

Torsin-4A

TOX high mobility group box family member 4;Thymocyte selection-associated high mobility
group box protein TOX;TOX high mobility group box family member 3

TOX high mobility group box family member 4; Thymocyte selection-associated high mobility
group box protein TOX;TOX high mobility group box family member 3

Tumor protein p53-inducible protein 11

Tropomyosin alpha-1 chain

Tropomyosin beta chain

Tropomyosin alpha-4 chain

Protein-tyrosine sulfotransferase 2

Translationally-controlled tumor protein

Targeting protein for XkIp2

Transformer-2 protein homolog beta

TRAFR3-interacting protein 1

TRAF-type zinc finger domain-containing protein 1

Trafficking protein particle complex subunit 11

Trafficking protein particle complex subunit 2B; Trafficking protein particle complex subunit 2
Trafficking protein particle complex subunit 2B; Trafficking protein particle complex subunit 2
Trafficking protein particle complex subunit 2-like protein

tRNA (cytosine(38)-C(5))-methyltransferase

Transcriptional-regulating factor 1

TP53-regulated inhibitor of apoptosis 1
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TRIM13
TRIM26
TRIM39-RPP21
TRIMS
TRIP4
TRIP6
TRIT1
TRMT10C
TRNAU1AP
TRPM2
TRUB2
TSC1
TSEN15
TSEN2
TSFM
TSKS
TSPAN31
TTC13
TTC17
TTC28
TTC39C
TTC4
TTK
TTYH3
TUBA3C
TUBA4A
TUBB1
TUBB3
TUBGCP4
TUBGCP6
TUT1

TVP23B

TVP23C

TVP23C-CDRT4
TWISTNB
TXLNG
TXNRD2
TYK2
TYMS
TYROBP
TYW1
U2AF2
UACA
UBAC1
UBAC2
UBAP1

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM13

Tripartite motif-containing protein 26
Ribonuclease P protein subunit p21

Tripartite motif-containing protein 5

Activating signal cointegrator 1

Thyroid receptor-interacting protein 6

tRNA dimethylallyltransferase, mitochondrial
Mitochondrial ribonuclease P protein 1

tRNA selenocysteine 1-associated protein 1
Transient receptor potential cation channel subfamily M member 2
Probable tRNA pseudouridine synthase 2
Hamartin

tRNA-splicing endonuclease subunit Sen15
tRNA-splicing endonuclease subunit Sen2
Elongation factor Ts, mitochondrial;Elongation factor Ts
Testis-specific serine kinase substrate
Tetraspanin-31

Tetratricopeptide repeat protein 13
Tetratricopeptide repeat protein 17
Tetratricopeptide repeat protein 28
Tetratricopeptide repeat protein 39C
Tetratricopeptide repeat protein 4

Dual specificity protein kinase TTK

Protein tweety homolog 3;Protein tweety homolog
Tubulin alpha-3C/D chain

Tubulin alpha-4A chain

Tubulin beta-1 chain

Tubulin beta-3 chain

Gamma-tubulin complex component 4
Gamma-tubulin complex component 6

Speckle targeted PIP5SK1A-regulated poly(A) polymerase

Golgi apparatus membrane protein TVP23 homolog;Golgi apparatus membrane protein TVP23

homolog C;Golgi apparatus membrane protein TVP23 homolog B

Golgi apparatus membrane protein TVP23 homolog;Golgi apparatus membrane protein TVP23

homolog C;Golgi apparatus membrane protein TVP23 homolog B

Golgi apparatus membrane protein TVP23 homolog;Golgi apparatus membrane protein TVP23

homolog C;Golgi apparatus membrane protein TVP23 homolog B
DNA-directed RNA polymerase | subunit RPA43

Gamma-taxilin

Thioredoxin reductase 2, mitochondrial

Tyrosine-protein kinase;Non-receptor tyrosine-protein kinase TYK2
Thymidylate synthase

TYRO protein tyrosine kinase-binding protein
S-adenosyl-L-methionine-dependent tRNA 4-demethylwyosine synthase
Splicing factor U2AF 65 kDa subunit

Uveal autoantigen with coiled-coil domains and ankyrin repeats
Ubiquitin-associated domain-containing protein 1
Ubiquitin-associated domain-containing protein 2

Ubiquitin-associated protein 1
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UBE2A
UBE2C
UBE2D3
UBE2G2
UBE2J1
UBE2J2
UBE2Q1
UBE2Q2
UBE2S
UBE2T
UBE3B
UBL5
UBL7
UBN2
UBR2
UBR3
UBXNS
UCK2
UCKL1
UEVLD
UFC1
UGDH
UHRF1BP1
UHRF1BP1L
uIMC1
ULK3
UNC93B1
uQccl
UQCR11
UQCRH
URM1
USMG5
USP1
usP22
USP25
USP27X
USP28
USP3
USP32
USP34
USP4
uTP23
uTyY
VAMP3

VAPA
VCPIP1

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 A

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 C

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 G2

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 J1

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 J2

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 Q1

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 Q2

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 S

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 T

Ubiquitin-protein ligase E3B

Ubiquitin-like protein 5

Ubiquitin-like protein 7

Ubinuclein-2

E3 ubiquitin-protein ligase UBR2

E3 ubiquitin-protein ligase UBR3

UBX domain-containing protein 8

Uridine-cytidine kinase 2

Uridine-cytidine kinase-like 1

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 3

Ubiquitin-fold modifier-conjugating enzyme 1

UDP-glucose 6-dehydrogenase

UHRF1-binding protein 1

UHRF1-binding protein 1-like

BRCAL-A complex subunit RAP80

Serine/threonine-protein kinase ULK3

Protein unc-93 homolog B1

Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 1

Cytochrome b-c1 complex subunit 10

Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial

Ubiquitin-related modifier 1

Up-regulated during skeletal muscle growth protein 5

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 22;Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 27
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 22;Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 27
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 28;Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase;Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 3
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 32;Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 34

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 4;Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
rRNA-processing protein UTP23 homolog

Lysine-specific demethylase 6A;Histone demethylase UTY

Vesicle-associated membrane protein 3

Vesicle-associated membrane protein-associated protein A;Vesicle-associated membrane protein-

associated protein A

Deubiquitinating protein VCIP135
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VCPKMT Protein-lysine methyltransferase METTL21D -100

VHL Von Hippel-Lindau disease tumor suppressor -100
VIM Vimentin -31
VLDLR Very low-density lipoprotein receptor -100
VMP1 Vacuole membrane protein 1 -64
VPS13A Vacuolar protein sorting-associated protein 13A;Vacuolar protein sorting-associated protein 13A -65
VPS13D Vacuolar protein sorting-associated protein 13D -100
VPS37A Vacuolar protein sorting-associated protein 37A -39
VPS37B Vacuolar protein sorting-associated protein 37B -37
VPS41 Vacuolar protein sorting-associated protein 41 homolog -100
VPS52 Vacuolar protein sorting-associated protein 52 homolog -31
VRK3 Inactive serine/threonine-protein kinase VRK3 -53
WARS?2 Tryptophan--tRNA ligase, mitochondrial -84
WBP4 WW domain-binding protein 4 -100
WDR13 WD repeat-containing protein 13 -100
WDR24 WD repeat-containing protein 24 -100
WDRA41 WD repeat-containing protein 41 -39
WDR62 WD repeat-containing protein 62 -100
WDR73 WD repeat-containing protein 73 -100
WDR83 WD repeat domain-containing protein 83 -100
WDSUB1 WD repeat, SAM and U-box domain-containing protein 1 -43
WEEL1 Weel-like protein kinase -100
WIPI2 WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 2 -30
WNK4 Serine/threonine-protein kinase WNK4 -100
WWP2 NEDDA4-like E3 ubiquitin-protein ligase WWP2 -31
XAGE1A X antigen family member 1 -100
XIAP E3 ubiquitin-protein ligase XIAP -100
XPR1 Xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1 -100
XYLB Xylulose kinase -100
YTHDF1 YTH domain-containing family protein 1 -80
YTHDF3 YTH domain-containing family protein 3 -34
YY1AP1 YY1-associated protein 1 -100
ZBTB2 Zinc finger and BTB domain-containing protein 2 =77
ZBTB40 Zinc finger and BTB domain-containing protein 40 -100
ZBTB7A Zinc finger and BTB domain-containing protein 7A -65
ZC2HC1B Protein LTV1 homolog -52
ZC3H7B Zinc finger CCCH domain-containing protein 7B -69
ZC3H8 Zinc finger CCCH domain-containing protein 8 -93
ZCCHC11 Terminal uridylyltransferase 4 -100
ZCCHC6 Terminal uridylyltransferase 7 -67
ZCCHC7 Zinc finger CCHC domain-containing protein 7 -63
ZDHHC5 Palmitoyltransferase ZDHHC5 -68
ZEB2 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 -30
ZFANDG6 AN1-type zinc finger protein 6 -100
Zinc finger protein 30;Zinc finger protein 461;Zinc finger protein 30 homolog;Zinc finger protein
ZFP14 82 homolog;Zinc finger protein 14 homolog -100
ZFP3 Zinc finger protein 3 homolog -100
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ZFP30
ZFP36L2

ZFP82
ZFPL1
ZHX1
ZHX2
ZHX3
ZMYM6NB
ZMYND11
ZNF121
ZNF146
ZNF217
ZNF22
ZNF24
ZNF28
ZNF280C
ZNF281

ZNF30
ZNF330
ZNF35
ZNF384
ZNF407
ZNF428

ZNF461
ZNF468
ZNF521
ZNF524
ZNF556
ZNF600
ZNF609
ZNF629
ZNF638
ZNF687
ZNF787
ZNF800
ZNF888
ZNFX1
ZNHIT3
ZNHIT6
ZNRF2
ZWINT
ZYG11B
ZZEF1

Zinc finger protein 30;Zinc finger protein 461;Zinc finger protein 30 homolog;Zinc finger protein
82 homolog;Zinc finger protein 14 homolog

Zinc finger protein 36, C3H1 type-like 2
Zinc finger protein 30;Zinc finger protein 461;Zinc finger protein 30 homolog;Zinc finger protein
82 homolog;Zinc finger protein 14 homolog

Zinc finger protein-like 1

Zinc fingers and homeoboxes protein 1

Zinc fingers and homeoboxes protein 2

Zinc fingers and homeoboxes protein 3
Uncharacterized protein ZMYM6NB

Zinc finger MYND domain-containing protein 11
Zinc finger protein 121

Zinc finger protein OZF

Zinc finger protein 217

Zinc finger protein 22

Zinc finger protein 24

Zinc finger protein 28;Zinc finger protein 468;Zinc finger protein 888
Zinc finger protein 280C

Zinc finger protein 281
Zinc finger protein 30;Zinc finger protein 461;Zinc finger protein 30 homolog;Zinc finger protein
82 homolog;Zinc finger protein 14 homolog

Zinc finger protein 330
Zinc finger protein 35

Zinc finger protein 384
Zinc finger protein 407

Zinc finger protein 428
Zinc finger protein 30;Zinc finger protein 461;Zinc finger protein 30 homolog;Zinc finger protein
82 homolog;Zinc finger protein 14 homolog

Zinc finger protein 28;Zinc finger protein 468;Zinc finger protein 888
Zinc finger protein 521
Zinc finger protein 524
Zinc finger protein 556
Zinc finger protein 28;Zinc finger protein 468;Zinc finger protein 888
Zinc finger protein 609
Zinc finger protein 629
Zinc finger protein 638
Zinc finger protein 687

Zinc finger protein 800

Zinc finger protein 28;Zinc finger protein 468;Zinc finger protein 888
NFX1-type zinc finger-containing protein 1

Zinc finger HIT domain-containing protein 3

Box C/D snoRNA protein 1

E3 ubiquitin-protein ligase ZNRF2

ZW10 interactor

Protein zyg-11 homolog B

Zinc finger ZZ-type and EF-hand domain-containing protein 1
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Geénes

AARS2
ABCB7
ABCD1
ABHD11
ABRACL
ACAD9
ACADM
ACADS
ACBD6
ACO1
ACOT1
ACOT2
ACSS1
ACSS2
ACTBL2
ADA
ADAM17
ADD3
ADRM1
AGAP3
AGGF1
AGPAT1
AGPAT6
AlF1
ALAD
ALCAM
ALDHI1A3
ALDH1L2
ALG11
ALG5
ALG8
ALKBH5
ANK1
ANKRD13A
ANXAS5
AP1G1
AP2A2
AP2M1
AP2S1
AP4E1
APOC3
APOOL

2. Liste de protéines augmentées avec le siFLT3 (>30%)

Protéines

Alanine--tRNA ligase, mitochondrial

ATP-binding cassette sub-family B member 7, mitochondrial
ATP-binding cassette sub-family D member 1

Alpha/beta hydrolase domain-containing protein 11

Costars family protein ABRACL

Acyl-CoA dehydrogenase family member 9, mitochondrial
Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Acyl-CoA-binding domain-containing protein 6

Cytoplasmic aconitate hydratase

Acyl-coenzyme A thioesterase 1;Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mitochondrial

Acyl-coenzyme A thioesterase 1;Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mitochondrial

Acetyl-coenzyme A synthetase 2-like, mitochondrial
Acetyl-coenzyme A synthetase, cytoplasmic

Beta-actin-like protein 2

Adenosine deaminase

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 17
Gamma-adducin

Proteasomal ubiquitin receptor ADRM1

Arf-GAP with GTPase, ANK repeat and PH domain-containing protein 3
Angiogenic factor with G patch and FHA domains 1
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase alpha
Glycerol-3-phosphate acyltransferase 4

Allograft inflammatory factor 1

Delta-aminolevulinic acid dehydratase

CD166 antigen

Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3

Mitochondrial 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase
GDP-Man:Man(3)GIcNAc(2)-PP-Dol alpha-1,2-mannosyltransferase

Dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase

Probable dolichyl pyrophosphate Glc1Man9GIcNAc? alpha-1,3-glucosyltransferase

RNA demethylase ALKBH5
Ankyrin-1

Ankyrin repeat domain-containing protein 13A
Annexin A5;Annexin

AP-1 complex subunit gamma-1
AP-2 complex subunit alpha-2
AP-2 complex subunit mu

AP-2 complex subunit sigma
AP-4 complex subunit epsilon-1
Apolipoprotein C-111

MICOS complex subunit MIC27
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37
51
115
67
53
45
37
96
97
39
84
84
82
49
1669
82
76
48
55
106
1062
55
34
30
41
93
63
53
201
52
277
52
191
41
42
31
34
43
59
139
77
80



ARF4
ARFGAP3
ARG1
ARGLU1
ARHGAP1
ARHGAP18
ARHGAP27
ARHGAP9
ARID1B
ARID3A
ARID4B
ARL8B
ARMT1
ASL

ASUN
ATG13

ATG4B
ATP5J2-
PTCD1

ATP6AP2
ATP6VOAL
ATP6VOA2
ATP6VOC
ATP6V1A
AUP1
AZGP1
BAG3
BAG4

BBX
BCKDHB
BCL2L13
BCS1L
BMP2K
BPTF
BRD1
BRI3BP
BSDC1
CALCOCO1
CALCOCO2
CAMK2D
CAMSAP1
CARDG6

CASP14
CAT
CBR4
CBX1
CBX3

ADP-ribosylation factor 4

ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 3
Arginase-1

Arginine and glutamate-rich protein 1

Rho GTPase-activating protein 1

Rho GTPase-activating protein 18

Rho GTPase-activating protein 27

Rho GTPase-activating protein 9

AT-rich interactive domain-containing protein 1B
AT-rich interactive domain-containing protein 3A
AT-rich interactive domain-containing protein 4B
ADP-ribosylation factor-like protein 8B
Protein-glutamate O-methyltransferase
Argininosuccinate lyase

Protein asunder homolog

Autophagy-related protein 13

Cysteine protease ATG4B

Pentatricopeptide repeat-containing protein 1, mitochondrial
Renin receptor

V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1;V-type proton ATPase subunit a
V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 2;V-type proton ATPase subunit a
V-type proton ATPase 16 kDa proteolipid subunit

V-type proton ATPase catalytic subunit A

Ancient ubiquitous protein 1

Zinc-alpha-2-glycoprotein

BAG family molecular chaperone regulator 3

BAG family molecular chaperone regulator 4

HMG box transcription factor BBX

2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta, mitochondrial
Bcl-2-like protein 13

Mitochondrial chaperone BCS1

BMP-2-inducible protein kinase

Nucleosome-remodeling factor subunit BPTF
Bromodomain-containing protein 1

BRI3-binding protein

BSD domain-containing protein 1

Calcium-binding and coiled-coil domain-containing protein 1
Calcium-binding and coiled-coil domain-containing protein 2
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit delta
Calmodulin-regulated spectrin-associated protein 1

Caspase recruitment domain-containing protein 6

Caspase-14;Caspase-14 subunit p17, mature form;Caspase-14 subunit p10, mature form;Caspase-14

subunit p20, intermediate form;Caspase-14 subunit p8, intermediate form
Catalase

Carbonyl reductase family member 4

Chromobox protein homolog 1

Chromobox protein homolog 3
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64
176
56
37
67
65
40
34
50
108
148
69
118
69
48
62

64
50
524
50
89
37
94
298
40
34
544
52
32
37
358
35
54
86
34
49
9
195
99
146

145
32
35
57
45



CBX8
CCDC134
CCDC55
CCDC88B
CCNL2
CCNYL1
CD2AP
CD36
CD99
CD99L2
CDcC27
CDC42BPA
CDCA5
CDIPT
CDKN2C
CDS2
CDYL
CENPB
CENPC
CEP41
CEPT1
CHAF1B
CHCHD4
CHID1
CHMP2A
CHMP2B
CLK2
CLP1
CMBL
CMC1
CMSS1
CNDP2
CNNM3
COASY
COG2
COG8
COMMD10
COMMD2
COMMD6
COMT
COPG1
COX20
COX7C
CPNE4
CPNE5
CPNE6

Chromobox protein homolog 8

Coiled-coil domain-containing protein 134
Nuclear speckle splicing regulatory protein 1
Coiled-coil domain-containing protein 88B
Cyclin-L2

Cyclin-Y-like protein 1

CD2-associated protein

Platelet glycoprotein 4

CD99 antigen

CD99 antigen-like protein 2

Cell division cycle protein 27 homolog

Non-specific serine/threonine protein kinase;Serine/threonine-protein kinase MRCK alpha

Sororin

CDP-diacylglycerol--inositol 3-phosphatidyltransferase
Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor C
Phosphatidate cytidylyltransferase 2
Chromodomain Y-like protein

Major centromere autoantigen B

Centromere protein C

Centrosomal protein of 41 kDa
Choline/ethanolaminephosphotransferase 1
Chromatin assembly factor 1 subunit B
Mitochondrial intermembrane space import and assembly protein 40
Chitinase domain-containing protein 1
Charged multivesicular body protein 2a
Charged multivesicular body protein 2b

Dual specificity protein kinase CLK2
Polyribonucleotide 5-hydroxyl-kinase Clpl
Carboxymethylenebutenolidase homolog
COX assembly mitochondrial protein homolog
Protein CMSS1

Cytosolic non-specific dipeptidase

Metal transporter CNNM3

Bifunctional coenzyme A synthase;Phosphopantetheine adenylyltransferase; Dephospho-CoA kinase

Conserved oligomeric Golgi complex subunit 2

Conserved oligomeric Golgi complex subunit 8

COMM domain-containing protein 10

COMM domain-containing protein 2

COMM domain-containing protein 6

Catechol O-methyltransferase

Coatomer subunit gamma-1

Cytochrome ¢ oxidase protein 20 homolog

Cytochrome ¢ oxidase subunit 7C, mitochondrial
Copine-2;Copine-8;Copine-5;Copine-3;Copine-9;Copine-4;Copine-6;Copine-7
Copine-2;Copine-8;Copine-5;Copine-3;Copine-9;Copine-4;Copine-6;Copine-7
Copine-2;Copine-8;Copine-5;Copine-3;Copine-9;Copine-4;Copine-6;Copine-7
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33
41
55
52
168
35
191
101
36
94
39
114
51
36
36
39
76
59
179
651
44
37
39
51
132
607
67
95
34
55
54
2072
42
70
37
78
46
35
52
41
30
257
52
52
52



CPNE7
CPNES
CPNE9
CPQ
CPSF1
CPSF3L
CRADD
CREG1
CRIP1
CROCC
CRYZ
CSTA

CTAGE1

CTAGE15

CTAGE3P

CTAGE4

CTAGEG6

CTAGES

CTAGE9
CTPS2

CTSH
Cux1
CXCR4
CYFIP2
CYP51A1

DAK
DAZAP1

DBT
DCAF5
DCD
DCP1B
DCTN2
DCTN3
DDAH2
DECR2
DENND4C
DERL1
DHCR7
DHDDS
DHRS1

Copine-2;Copine-8;Copine-5;Copine-3;Copine-9;Copine-4;Copine-6;Copine-7
Copine-8
Copine-2;Copine-8;Copine-5;Copine-3;Copine-9;Copine-4;Copine-6;Copine-7
Carboxypeptidase Q

Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 1

Integrator complex subunit 11

Death domain-containing protein CRADD

Protein CREG1

Cysteine-rich protein 1

Rootletin

Quinone oxidoreductase

Cystatin-A;Cystatin-A, N-terminally processed

CTAGE family member 5;cTAGE family member 6;cTAGE family member 15;Putative cTAGE
family member 3;cTAGE family member 2;cTAGE family member 4;cTAGE family member
8;,cTAGE family member 9

CTAGE family member 5;cTAGE family member 6;cTAGE family member 15;Putative cTAGE
family member 3;cTAGE family member 2;cTAGE family member 4;cTAGE family member
8;cTAGE family member 9

CTAGE family member 5;cTAGE family member 6;cTAGE family member 15;Putative cTAGE
family member 3;cTAGE family member 2;cTAGE family member 4;cTAGE family member
8;,cTAGE family member 9

CTAGE family member 5;cTAGE family member 6;cTAGE family member 15;Putative cTAGE
family member 3;cTAGE family member 2;cTAGE family member 4;cTAGE family member
8;,cTAGE family member 9

CTAGE family member 5;cTAGE family member 6;cTAGE family member 15;Putative cTAGE
family member 3;cTAGE family member 2;cTAGE family member 4;cTAGE family member
8;,cTAGE family member 9

CTAGE family member 5;cTAGE family member 6;cTAGE family member 15;Putative cTAGE
family member 3;cTAGE family member 2;cTAGE family member 4;cTAGE family member
8;,cTAGE family member 9

CTAGE family member 5;cTAGE family member 6;cTAGE family member 15;Putative cTAGE
family member 3;cTAGE family member 2;cTAGE family member 4;cTAGE family member
8;,cTAGE family member 9

CTP synthase 2
Pro-cathepsin H;Cathepsin H mini chain;Cathepsin H;Cathepsin H heavy chain;Cathepsin H light
chain

Homeobox protein cut-like 1
C-X-C chemokine receptor type 4
Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2

Lanosterol 14-alpha demethylase

Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone kinase/FAD-AMP lyase (cyclizing); ATP-dependent

dihydroxyacetone kinase;FAD-AMP lyase (cyclizing)

DAZ-associated protein 1
Lipoamide acyltransferase component of branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase complex,
mitochondrial

Nucleobindin-2;Nesfatin-1
Dermcidin;Survival-promoting peptide;DCD-1
mRNA-decapping enzyme 1B

Dynactin subunit 2

Dynactin subunit 3

N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2
Peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase

DENN domain-containing protein 4C

Derlin-1

7-dehydrocholesterol reductase

Dehydrodolichyl diphosphate syntase complex subunit DHDDS

Dehydrogenase/reductase SDR family member 1
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52
156
52
60
38
36
30
154
75
34
46
102

48

48

48

48

48

48

48
32

165
90
60
42
36

44
52

64
30
81
36
42
37
49
35

116
36
31

981
35



DHRS7B Dehydrogenase/reductase SDR family member 7B 48

DHTKD1 Probable 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component DHKTD1, mitochondrial 31
DHX57 Putative ATP-dependent RNA helicase DHX57 33
DIS3L2 DIS3-like exonuclease 2 78
DLGAP4 Disks large-associated protein 4 112
DNAAF5 Dynein assembly factor 5, axonemal 35
DNAJB14 DnaJ homolog subfamily B member 14 144
DNM1 Dynamin-1 36
DOCK11 Dedicator of cytokinesis protein 11 42
DOCK7 Dedicator of cytokinesis protein 7 32
DOK1 Docking protein 1 46
DPH5 Diphthine synthase 143
DPY30 Protein dpy-30 homolog 84
DR1 Protein Drl 131
DSC1 Desmocollin-1 365
DSP Desmoplakin 299
DTD1 D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase 1 33
DYNLT1 Dynein light chain Tctex-type 1 32
ECM1 Extracellular matrix protein 1 54
EIF1IAX Eukaryotic translation initiation factor 1A, X-chromosomal 102
EIF4EBP2 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 2 143
ELMOD2 ELMO domain-containing protein 2 81
ELP4 Elongator complex protein 4 34
ELP6 Elongator complex protein 6 30
ELSPBP1 PML-RARA-regulated adapter molecule 1 38
EMC3 ER membrane protein complex subunit 3 31
EP300 Histone acetyltransferase p300 36
EPHX1 Epoxide hydrolase 1 47
ERAL1 GTPase Era, mitochondrial 73
ERAP1 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 31
ERAP2 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 2 40
ERCC1 DNA excision repair protein ERCC-1 51
ERF ETS domain-containing transcription factor ERF 56
EXOC4 Exocyst complex component 4 33
EXOC8 Exocyst complex component 8 48
EXOSC1 Exosome complex component CSL4 36
EYA3 Eyes absent homolog 3;Eyes absent homolog 61
FAHD2B Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing protein 2B 159
FAM111A Protein FAM111A 237
FAM120B Constitutive coactivator of peroxisome proliferator-activated receptor gamma 32
FAM160B1 Protein FAM160B1 33
FAM3C Protein FAM3C 42
FBXL15 F-box/LRR-repeat protein 15 43
FBXL18 F-box/LRR-repeat protein 18 30
FBX022 F-box only protein 22 71
FBX030 F-box only protein 30 79
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FBX045
FCF1
FIS1
FMR1
FRG1
FRG1B
FTO
FUK
GABARAPL2
GAN
GAR1
GBAS
GBP2
GCA
GCAT
GCC1
GFM2
GGA2
GGCT
GGH

GGT1

GGT2

GGT3P
GIMAP1
GIMAP2
GLIPR2
GLTP
GMPPB

GNAI1
GNBI1L
GNB2
GOLGA7
GOLT1B
GPD2
GPN3
GPX1
GRPEL1
GSN
GTF2H2
GTSF1
GUF1
H2AR]

F-box/SPRY domain-containing protein 1
rRNA-processing protein FCF1 homolog

Mitochondrial fission 1 protein

Fragile X mental retardation protein 1

Protein FRG1;Protein FRG1B

Protein FRG1;Protein FRG1B
Alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase FTO
L-fucose kinase

Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 2
Gigaxonin

H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 1

Protein NipSnap homolog 2

Interferon-induced guanylate-binding protein 2
Grancalcin

2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase, mitochondrial
GRIP and coiled-coil domain-containing protein 1
Ribosome-releasing factor 2, mitochondrial
ADP-ribosylation factor-binding protein GGA2
Gamma-glutamylcyclotransferase

Gamma-glutamyl hydrolase

Inactive gamma-glutamyltranspeptidase 2;Gamma-glutamyltranspeptidase 1;Gamma-
glutamyltranspeptidase 1 heavy chain;Gamma-glutamyltranspeptidase 1 light chain;Putative
gamma-glutamyltranspeptidase 3;Putative gamma-glutamyltranspeptidase 3 heavy chain;Putative
gamma-glutamyltranspeptidase 3 light chain

Inactive gamma-glutamyltranspeptidase 2;Gamma-glutamyltranspeptidase 1;Gamma-
glutamyltranspeptidase 1 heavy chain;Gamma-glutamyltranspeptidase 1 light chain;Putative
gamma-glutamyltranspeptidase 3;Putative gamma-glutamyltranspeptidase 3 heavy chain;Putative
gamma-glutamyltranspeptidase 3 light chain

Inactive gamma-glutamyltranspeptidase 2;Gamma-glutamyltranspeptidase 1;Gamma-
glutamyltranspeptidase 1 heavy chain;Gamma-glutamyltranspeptidase 1 light chain;Putative
gamma-glutamyltranspeptidase 3;Putative gamma-glutamyltranspeptidase 3 heavy chain;Putative
gamma-glutamyltranspeptidase 3 light chain

GTPase IMAP family member 1

GTPase IMAP family member 2

Golgi-associated plant pathogenesis-related protein 1
Glycolipid transfer protein

Mannose-1-phosphate guanyltransferase beta
Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha;Guanine nucleotide-binding protein G(i)
subunit alpha-1

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-like protein 1
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2
Golgin subfamily A member 7

Vesicle transport protein GOT1B

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial

GPN-loop GTPase 3

Glutathione peroxidase;Glutathione peroxidase 1

GrpE protein homolog 1, mitochondrial

Gelsolin

General transcription factor I1H subunit 2

Gametocyte-specific factor 1

Translation factor GUF1, mitochondrial

Histone H2A type 1-J;Histone H2A type 1-H;Histone H2A.J;Histone H2A type 1-D;Histone H2A
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33
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34
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32
68
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H2AFX

H2BFS
H6PD
HACL1
HAGH

HAL

HAUS1
HAUS2
HAUS6
HAUS8
HBA1

HBA2
HBEBP2BPA
HBZ
hCG_1789329
HDAC6
HDHD1
HDHD?2
HEATR2
HGS

HIBCH
HIST1IH2AA
HIST1H2AB
HIST1H2AC

HIST1H2AD
HIST1H2AG
HIST1H2AH

HIST1H2AJ

HIST1H2BC

HIST1H2BD

HIST1H2BH

HIST1H2BK

HIST1H2BM

HIST1H2BN
HIST1H4A
HIST2H2AA3
HIST2H2AC

HIST2H2BF

type 1;Histone H2A

Histone H2AX;Histone H2A type 1-A

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;Histone H2B type F-S;Histone H2B type 1-K;Histone H2B;Histone
H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F;Histone H2B
type 1-D

GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein;Glucose 1-dehydrogenase;6-phosphogluconolactonase
2-hydroxyacyl-CoA lyase 1

Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial

Histidine ammonia-lyase

HAUS augmin-like complex subunit 1

HAUS augmin-like complex subunit 2

HAUS augmin-like complex subunit 6

HAUS augmin-like complex subunit 8

Hemoglobin subunit alpha

Hemoglobin subunit alpha

Mannose-P-dolichol utilization defect 1 protein

Hemoglobin subunit zeta

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3

Histone deacetylase 6

Pseudouridine-5-phosphatase

Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 2
HEAT repeat-containing protein 2

Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate
3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial

Histone H2AX;Histone H2A type 1-A

Histone H2A type 1-C;Histone H2A type 3;Histone H2A type 1-B/E

Histone H2A type 1-C;Histone H2A type 3;Histone H2A type 1-B/E

Histone H2A type 1-J;Histone H2A type 1-H;Histone H2A.J;Histone H2A type 1-D;Histone H2A
type 1;Histone H2A

Histone H2A type 1-J;Histone H2A type 1-H;Histone H2A.J;Histone H2A type 1-D;Histone H2A
type 1;Histone H2A

Histone H2A type 1-J;Histone H2A type 1-H;Histone H2A.J;Histone H2A type 1-D;Histone H2A
type 1;Histone H2A

Histone H2A type 1-J;Histone H2A type 1-H;Histone H2A.J;Histone H2A type 1-D;Histone H2A
type 1;Histone H2A

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;Histone H2B type F-S;Histone H2B type 1-K;Histone H2B;Histone
H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F;Histone H2B
type 1-D

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;Histone H2B type F-S;Histone H2B type 1-K;Histone H2B;Histone
H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F;Histone H2B
type 1-D

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;Histone H2B type F-S;Histone H2B type 1-K;Histone H2B;Histone
H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F;Histone H2B
type 1-D

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;Histone H2B type F-S;Histone H2B type 1-K;Histone H2B;Histone
H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F;Histone H2B
type 1-D

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;Histone H2B type F-S;Histone H2B type 1-K;Histone H2B;Histone
H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F;Histone H2B
type 1-D

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;Histone H2B type F-S;Histone H2B type 1-K;Histone H2B;Histone
H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F;Histone H2B
type 1-D

Histone H4
Histone H2A type 2-C;Histone H2A type 2-A

Histone H2A type 2-C;Histone H2A type 2-A

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I;Histone H2B type F-S;Histone H2B type 1-K;Histone H2B;Histone
H2B type 1-M;Histone H2B type 1-N;Histone H2B type 1-H;Histone H2B type 2-F;Histone H2B
type 1-D
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117
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HIST3H2A Histone H2A type 1-C;Histone H2A type 3;Histone H2A type 1-B/E 68

HMGA1 High mobility group protein HMG-I/HMG-Y;High mobility group protein HMG-I/HMG-Y 58
HPCA Hippocalcin-like protein 1;Neuron-specific calcium-binding protein hippocalcin;Neurocalcin-delta 56
HPCAL1 Hippocalcin-like protein 1 91
HRSP12 Ribonuclease UK114 73
HS2ST1 Heparan sulfate 2-O-sulfotransferase 1 2111
HSP90AB2P Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 34
HSP90AB4P Putative heat shock protein HSP 90-beta 4 231
HSPA13 Heat shock 70 kDa protein 13 33
HTATSF1 HIV Tat-specific factor 1 35
HTRA2 Serine protease HTRA2, mitochondrial 50
HUS1 Checkpoint protein HUS1 1007
HYPK Huntingtin-interacting protein K 60
IDH1 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 33
IFIH1 Interferon-induced helicase C domain-containing protein 1 30
IGF2BP2 Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2 110
IKBKB Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta 31
IL16 Pro-interleukin-16;Interleukin-16 34
ILIRAP Interleukin-1 receptor accessory protein 37
ILKAP Integrin-linked kinase-associated serine/threonine phosphatase 2C 45
ILKAP3 Integrin-linked kinase-associated serine/threonine phosphatase 2C 45
ING1 Inhibitor of growth protein 1 995
INPP5D Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 49
INPPL1 Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 2 41
INTS10 Integrator complex subunit 10 60
INTS4 Integrator complex subunit 4 30
INTS5 Integrator complex subunit 5 52
IPO11 Importin-11 34
IPO13 Importin-13 74
IQGAP3 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP3 160
IQSEC1 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 1 65
IREB2 Iron-responsive element-binding protein 2 85
IRF5 Interferon regulatory factor 5 108
ITFG3 Protein ITFG3 31
ITGAM Integrin alpha-M 34
ITPRIP Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-interacting protein 362
JUP Junction plakoglobin 73
KATNAL2 Katanin p60 ATPase-containing subunit A-like 2 119
KBTBD8 Kelch repeat and BTB domain-containing protein 8 32
KCTD15 BTB/POZ domain-containing protein KCTD15 43
ER lumen protein-retaining receptor 1;ER lumen protein-retaining receptor;ER lumen protein-
KDELR1 retaining receptor 2 74
ER lumen protein-retaining receptor 1;ER lumen protein-retaining receptor;ER lumen protein-
KDELR2 retaining receptor 2 74
KDM2B Lysine-specific demethylase 2B 146
KDMS5D Lysine-specific demethylase 5D 774
KIAA0415 812
KIAA2013 Uncharacterized protein KIAA2013 62
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KIF3A
KIN27
KNOP1
KYNU
LACE1
LAMP1
LAMP2
LAMTOR2
LAMTOR3
LANCL2
LIG4
LIX1L
LMO7
LONP2
LPCAT1
LPCAT2
LPCAT3
LPGAT1
LRCH4
LRMP
LRRC40
LRWD1
LSM2
LSM8
LSS
LUC7L
M6PR
MADD
MAFF
MAFG
MAFK
MAGED?2
MAN2A1
MAN2C1
MAP1B
MAP2K1
MAPRE2
MARCKSL1
MAT2B
MBOAT7
MCTS1
MED1
MED16
MED20
MED22
MED30

Kinesin-like protein;Kinesin-like protein KIF3A
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha
Lysine-rich nucleolar protein 1

Kynureninase

Lactation elevated protein 1

Lysosome-associated membrane glycoprotein 1
Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
Ragulator complex protein LAMTOR?2

Ragulator complex protein LAMTOR3

LanC-like protein 2

DNA ligase 4

LIX1-like protein

LIM domain only protein 7

Lon protease homolog 2, peroxisomal
Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1
Lysophosphatidylcholine acyltransferase 2
Lysophospholipid acyltransferase 5
Acyl-CoA:lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1
Leucine-rich repeat and calponin homology domain-containing protein 4
Lymphoid-restricted membrane protein;Processed lymphoid-restricted membrane protein
Leucine-rich repeat-containing protein 40

Leucine-rich repeat and WD repeat-containing protein 1
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2

U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm8

Lanosterol synthase

Putative RNA-binding protein Luc7-like 1
Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor

MAP kinase-activating death domain protein
Transcription factor MafG; Transcription factor MafK
Transcription factor MafG

Transcription factor MafG; Transcription factor MafK
Melanoma-associated antigen D2

Alpha-mannosidase 2

Alpha-mannosidase 2C1

Microtubule-associated protein 1B;MAP1B heavy chain;MAP1 light chain LC1
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1
Microtubule-associated protein RP/EB family member 2
MARCKS-related protein

Methionine adenosyltransferase 2 subunit beta;Methionine adenosyltransferase 2 subunit beta
Lysophospholipid acyltransferase 7

Malignant T-cell-amplified sequence 1

Mediator of RNA polymerase 1 transcription subunit 1
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 16
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 20
Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 22

Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 30
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47
45
32
32

163
45
74
66

2009
34
46
54
39
88
69
35
37
47
36
40
Vil
53
34
38
Vil
49
47

206
959
40
959
37
64
87
142
67
43
63
37
60
45
32
42
31
78
34



MESDC2
MGST2
MICU1
MIS12
MLLT4
MMAA
MNAT1
MNDA
MON1B
MP68
MPC2
MPDU1
MPHOSPH6
MPV17
MRPL21
MRPL30
MRPL47
MRPL52
MRPS24
MRPS31
MST4
MT-CYB
MTHFR
MTHFS
MTMR1
MTX2
MYH14
MYO1C
MYOF
MZT2A
MZT2B
N4BP1
NACAD
NARS?2
NBEAL2
NCALD
NCAM2
NCAPG2
NCKIPSD
NDUFA11
NDUFAG
NDUFAF1
NDUFAF3
NDUFS8
NEB
NEDD8-MDP1

LDLR chaperone MESD

Microsomal glutathione S-transferase 2

Calcium uptake protein 1, mitochondrial

Protein MIS12 homolog

Afadin

Methylmalonic aciduria type A protein, mitochondrial
CDK-activating kinase assembly factor MAT1
Myeloid cell nuclear differentiation antigen
Vacuolar fusion protein MON1 homolog B

6.8 kDa mitochondrial proteolipid

Mitochondrial pyruvate carrier 2
Mannose-P-dolichol utilization defect 1 protein
M-phase phosphoprotein 6

Protein Mpv17

39S ribosomal protein L21, mitochondrial

39S ribosomal protein L30, mitochondrial

39S ribosomal protein L47, mitochondrial

39S ribosomal protein L52, mitochondrial

28S ribosomal protein S24, mitochondrial

28S ribosomal protein S31, mitochondrial
Serine/threonine-protein kinase MST4
Cytochrome b

Methylenetetrahydrofolate reductase
5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase
Myotubularin-related protein 1

Metaxin-2

Myosin-14

Unconventional myosin-Ic

Myoferlin

Mitotic-spindle organizing protein 2A;Mitotic-spindle organizing protein 2B
Muitotic-spindle organizing protein 2A;Mitotic-spindle organizing protein 2B
NEDD4-binding protein 1

NAC-alpha domain-containing protein 1
Probable asparagine--tRNA ligase, mitochondrial

Neurobeachin-like protein 2

Hippocalcin-like protein 1;Neuron-specific calcium-binding protein hippocalcin;Neurocalcin-delta

Neural cell adhesion molecule 2

Condensin-2 complex subunit G2

NCK-interacting protein with SH3 domain

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 11
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 6
Complex | intermediate-associated protein 30, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex assembly factor 3
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mitochondrial
Nebulin

NEDD8

- 215 -

30
32
176
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38
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42
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47
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252
197
304
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78
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163
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NFKBIE
NFRKB
NGLY1
NME2P1
NOA1
NOC2L
NOL12
NPC1
NSRP1
NSUN4
NT5C
NT5C2
NT5DC3
NUCKS1
NUDT18
NUP62
NUPL1
NVL
OFD1

OSBPL10
OSBPL9
OSTC
OTULIN
OXR1
OXSM
PAFAH1B2
PARG
PARP9
PBXIP1
PC
PCCA
PCID2
PDK3
PDP1
PDSS1
PELO
PELP1
PEX13
PEX16
PEX3

PFKFB3
PGP
PHC3
PHF14
PHF5A
PIAK2A

NF-kappa-B inhibitor epsilon

Nuclear factor related to kappa-B-binding protein
Peptide-N(4)-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagine amidase
Putative nucleoside diphosphate kinase

Nitric oxide-associated protein 1

Nucleolar complex protein 2 homolog

Nucleolar protein 12

Niemann-Pick C1 protein

Nuclear speckle splicing regulatory protein 1

5-methylcytosine rRNA methyltransferase NSUN4
5(3)-deoxyribonucleotidase, cytosolic type

Cytosolic purine 5-nucleotidase

5-nucleotidase domain-containing protein 3

Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinase substrate 1
8-0x0-dGDP phosphatase NUDT18

Nuclear pore glycoprotein p62

Nucleoporin p58/p45

Nuclear valosin-containing protein-like

Oral-facial-digital syndrome 1 protein
Oxysterol-binding protein-related protein 11;0xysterol-binding protein;Oxysterol-binding protein-
related protein 10

Oxysterol-binding protein-related protein 9

Oligosaccharyltransferase complex subunit OSTC

Ubiquitin thioesterase otulin

Oxidation resistance protein 1

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, mitochondrial

Platelet-activating factor acetylhydrolase 1B subunit beta

Poly(ADP-ribose) glycohydrolase

Poly [ADP-ribose] polymerase 9

Pre-B-cell leukemia transcription factor-interacting protein 1

Pyruvate carboxylase, mitochondrial

Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial

PCI domain-containing protein 2

[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)] kinase isozyme 3, mitochondrial
[Pyruvate dehydrogenase [acetyl-transferring]]-phosphatase 1, mitochondrial
Decaprenyl-diphosphate synthase subunit 1

Protein pelota homolog

Proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1

Peroxisomal membrane protein PEX13

Peroxisomal membrane protein PEX16

Peroxisomal biogenesis factor 3
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 3;6-phosphofructo-2-kinase;Fructose-2,6-
bisphosphatase

Phosphoglycolate phosphatase
Polyhomeotic-like protein 3

PHD finger protein 14

PHD finger-like domain-containing protein 5A

Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha
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133
31
94
44
97
35

108
107
41

1388
65
37
71
71
99
39
42
37

126

81
96
277
47
47
38
71
46
33
72
38
42
32
115
89
84
50
41
47
107
34

57
40
112
46
30
68



PIBF1
PIGK

PIP
PIP4K2B
PKP1
PLA2G4A
PLCB2
PLEK

PLEKHM1

PLEKHM1P
PLGRKT
PML
PNISR

PNKP
POLDIP3
PON2
POU2F1
PPIE
PPOX

PPP1CB
PPP2R2D
PPP2R5A
PPP6R2
PRCP
PREPL
PRKACA
PRKACB
PRMT3
PRPSAP2
PRSS57
PSMB3
PSMB6
PSMB9
PSMG1
PSMG3
PTCD1
PTDSS1
PTMS
PTP4A2
PTPN12
PTPN7
PTPRCAP
PUS10
PXMP2
PYCRL

Progesterone-induced-blocking factor 1

GPl-anchor transamidase

Prolactin-inducible protein

Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2 beta
Plakophilin-1

Cytosolic phospholipase A2;Phospholipase A2;Lysophospholipase
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-2

Pleckstrin

Pleckstrin homology domain-containing family M member 1;Putative pleckstrin homology domain-

containing family M member 1P

Pleckstrin homology domain-containing family M member 1;Putative pleckstrin homology domain-

containing family M member 1P
Plasminogen receptor (KT)
Protein PML

Arginine/serine-rich protein PNISR

Bifunctional polynucleotide phosphatase/kinase;Polynucleotide 3-phosphatase;Polynucleotide 5-

hydroxyl-kinase
Polymerase delta-interacting protein 3
Serum paraoxonase/arylesterase 2

POU domain, class 2, transcription factor 1;POU domain protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase E;Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Protoporphyrinogen oxidase

Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit;Serine/threonine-protein

phosphatase

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B delta isoform

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory subunit alpha isoform

Serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory subunit 2
Lysosomal Pro-X carboxypeptidase

Prolyl endopeptidase-like

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit beta
Protein arginine N-methyltransferase 3

Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2
Serine protease 57

Proteasome subunit beta type-3

Proteasome subunit beta type-6;Proteasome subunit beta type
Proteasome subunit beta type-9;Proteasome subunit beta type
Proteasome assembly chaperone 1

Proteasome assembly chaperone 3

Pentatricopeptide repeat-containing protein 1, mitochondrial
Phosphatidylserine synthase 1

Parathymosin

Protein tyrosine phosphatase type IVA 2

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 12
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 7

Protein tyrosine phosphatase receptor type C-associated protein
Putative tRNA pseudouridine synthase Pus10

Peroxisomal membrane protein 2

Pyrroline-5-carboxylate reductase 3;Pyrroline-5-carboxylate reductase
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33
59
653
37
59
45
150
30

518

518
121

31
134

51
33
35
35
53
92

147
75
44
81
85

269
45

169
37
31

163
52
36
99
42
77
64
54
31
39

103
46
96

133

166
83



QDPR
QIL1
QKI
QPRT
QSOX1
RAB11B
RAB35
RAB4A
RAB5A
RAB5B
RABGAP1
RAC1
RAC3
RANBP10
RAP1B
RAP2B
RAP2C
RASAL3
RBM42
RBM4B
RBMS1
RCN2
RFC1
RFC5
RIN3
RIPK1
RMDN1
RMNDS5A
RNASEH2A
RNMT
ROCK1
ROMO1
RPA2
RPL35A
RPRDIA
RPRD1B
RPS19
RPS27L
RPS6KA4
RPUSD3
RRP8
RUNX3
S100A6
S100A7
SAMD1
SAMD9

Dihydropteridine reductase
Protein QIL1

Protein quaking
Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating]
Sulfhydryl oxidase 1

Ras-related protein Rab-11B
Ras-related protein Rab-35
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-5A
Ras-related protein Rab-5B

Rab GTPase-activating protein 1

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1;Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3

Ran-binding protein 10

Ras-related protein Rap-1b;Ras-related protein Rap-1b-like protein
Ras-related protein Rap-2b

Ras-related protein Rap-2¢

RAS protein activator like-3

RNA-binding protein 42

RNA-binding protein 4B

RNA-binding motif, single-stranded-interacting protein 1
Reticulocalbin-2

Replication factor C subunit 1

Replication factor C subunit 5

Ras and Rab interactor 3

Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1
Regulator of microtubule dynamics protein 1

Protein RMD5 homolog A

Ribonuclease H2 subunit A

mRNA cap guanine-N7 methyltransferase

Rho-associated protein kinase 1

Reactive oxygen species modulator 1

Replication protein A 32 kDa subunit

60S ribosomal protein L35a

Regulation of nuclear pre-mRNA domain-containing protein 1A
Regulation of nuclear pre-mRNA domain-containing protein 1B
40S ribosomal protein S19

40S ribosomal protein S27;40S ribosomal protein S27-like
Ribosomal protein S6 kinase;Ribosomal protein S6 kinase alpha-4
RNA pseudouridylate synthase domain-containing protein 3
Ribosomal RNA-processing protein 8

Runt-related transcription factor 3

Protein S100-A6;Protein S100

Protein S100-A7

Atherin

Sterile alpha motif domain-containing protein 9
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37
239
31
32
36
33
52
87
36
44
51
37
92
45
31
31
48
57
40
41
178
34
57
41
10872
92
52
35
43
50
57
109
32
30
30
53
34
61
78
46
39
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44
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30
57



SBSN
SCD5
SCFD2
SCO2
SCRN3
SDCBP
SEC22B
SEC61B
SEC61G
SELO
SEPHS2
SERINC1
SERPINB1
SERPINB3
SERPINB6
SERPINB9
SGPL1
SH3BGRL3
SH3BP5L
SH3GLB1
SH3GLB2
SHKBP1
SIAE
SIN3A
SIRT5
SKIV2L
SLC25A24
SLC25A4
SLC25A40
SLC27A3

SLC2A14
SLC30A9
SLC35F6
SLC38A9
SLC39A11
SLC39A7
SLC41A3
SLCAAT7
SLU7

SMARCAL1
SMG6
SMG8
SMYD2
SMYD3
SNRPF
SNRPG

Suprabasin

Stearoyl-CoA desaturase 5

Secl family domain-containing protein 2

Protein SCO2 homolog, mitochondrial

Secernin-3

Syntenin-1

Vesicle-trafficking protein SEC22b

Protein transport protein Sec61 subunit beta

Protein transport protein Sec61 subunit gamma
Selenoprotein O

Selenide, water dikinase 2

Serine incorporator 1

Leukocyte elastase inhibitor

Serpin B3

Serpin B6

Serpin B9

Sphingosine-1-phosphate lyase 1

SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3
SH3 domain-hinding protein 5-like

Endophilin-B1

Endophilin-B2

SH3KBP1-binding protein 1

Sialate O-acetylesterase

Paired amphipathic helix protein Sin3a
NAD-dependent protein deacylase sirtuin-5, mitochondrial
Helicase SKI2W

Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-1
ADP/ATP translocase 1

Solute carrier family 25 member 40

Long-chain fatty acid transport protein 3
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 14;Solute carrier family 2, facilitated
glucose transporter member 3

Zinc transporter 9

Solute carrier family 35 member F6
Sodium-coupled neutral amino acid transporter 9
Zinc transporter ZIP11

Zinc transporter SLC39A7

Solute carrier family 41 member 3

Sodium bicarbonate cotransporter 3

Pre-mRNA-splicing factor SLU7
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A-like protein
1

Telomerase-binding protein EST1A

Protein SMG8

N-lysine methyltransferase SMYD2
Histone-lysine N-methyltransferase SMYD3
Small nuclear ribonucleoprotein F

Small nuclear ribonucleoprotein G;Putative small nuclear ribonucleoprotein G-like protein 15
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181
107
45
31
60
56
43
40
35
47
86
524
51
42
49
339
48
31
312
41
39
30
82
33
99
67
49
31
104
120

77
299
55
159
30
34
58
111
57

82
787
121

38

99

35

52



SNRPGP15 Small nuclear ribonucleoprotein G;Putative small nuclear ribonucleoprotein G-like protein 15 52

SOAT1 Sterol O-acyltransferase 1 54
SOCS2 Suppressor of cytokine signaling 2 45
SOD2 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial 38
SP3 Transcription factor Sp3 49
SPAST Spastin 56
SPATS2L SPATS2-like protein 88
SPECC1 Cytospin-B 88
SPG7 Paraplegin 32
SPRYD4 SPRY domain-containing protein 4 3585
SPTA1 Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 96
SRBD1 S1 RNA-binding domain-containing protein 1 39
SRP14 Signal recognition particle 14 kDa protein 42
SRP68 Signal recognition particle subunit SRP68 33
SRPK2 SRSF protein kinase 2;SRSF protein kinase 2 N-terminal;SRSF protein kinase 2 C-terminal 43
SRSF10 Serine/arginine-rich splicing factor 10 38
SRSF5 Serine/arginine-rich splicing factor 5 39
SRSF6 Serine/arginine-rich splicing factor 6 32
SRXN1 Sulfiredoxin-1 135
SSSCA1 Sjoegren syndrome/scleroderma autoantigen 1 90
STBD1 Starch-binding domain-containing protein 1 32
STK26 Serine/threonine-protein kinase 26 33
STK39 STE20/SPS1-related proline-alanine-rich protein kinase 284
STX18 Syntaxin-18 150
STX3 Syntaxin-3 3217
STX4 Syntaxin-4 40
STX5 Syntaxin-5 71
STX6 Syntaxin-6 43
STXBP3 Syntaxin-binding protein 3 82
SUCLA2 Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mitochondrial 42
SUCLG2 Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta, mitochondrial 36
SUMO4 Small ubiquitin-related modifier 2;Small ubiquitin-related modifier 4 32
SYNGR1 Synaptogyrin-1 53
SYNGR2 Synaptogyrin-2 34
SYPL1 Synaptophysin-like protein 1 32
SYTL1 Synaptotagmin-like protein 1 191
SZRD1 SUZ domain-containing protein 1 117
TAF10 Transcription initiation factor TFIID subunit 10 89
TAF1C TATA box-binding protein-associated factor RNA polymerase | subunit C 30
TAGLN3 Transgelin-3 332
TARBP1 Probable methyltransferase TARBP1 106
TATDN1 Putative deoxyribonuclease TATDN1 34
TBC1D13 TBC1 domain family member 13 30
TBC1D17 TBC1 domain family member 17 117
TBC1D23 TBC1 domain family member 23 59
TBC1D8 TBC1 domain family member 8 177
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TBCC
TCEB2
TEX2
TGM1

TGM3
THEM4
THOCG6
THYN1
TICAM2
TIFA
TIMM10B
TIMMSA
TIP1

TKFC
TLDC1

TMED7
TMED7-
TICAM2

TMEDS8
TMEM120A
TMEM126A
TMEM126B
TMEM14C
TMEM160
TMEM199
TMEM245
TMEMS57
TMEM9
TMPIT
TMPPE
TMX2
TNFAIP2
TNFAIP8L2
TNPO2
TOMMS
TOPBP1
TOR1A
TOR1AIP2
TOR2A
TPD52
TPRKB
TRAF3IP3
TRAPPC13
TRAPPC3
TRAPPC5
TRIM59
TRIOBP

Tubulin-specific chaperone C
Transcription elongation factor B polypeptide 2
Testis-expressed sequence 2 protein

Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E;Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E
50 kDa catalytic chain;Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E 27 kDa non-catalytic chain

Acyl-coenzyme A thioesterase THEM4

THO complex subunit 6 homolog

Thymocyte nuclear protein 1

Transmembrane emp24 domain-containing protein 7; TIR domain-containing adapter molecule 2
TRAF-interacting protein with FHA domain-containing protein A

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim10 B

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim8 A

Tight junction protein ZO-1
Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone kinase/FAD-AMP lyase (cyclizing);ATP-dependent
dihydroxyacetone kinase;FAD-AMP lyase (cyclizing)

TLD domain-containing protein 1

Transmembrane emp24 domain-containing protein 7; TIR domain-containing adapter molecule 2

Transmembrane emp24 domain-containing protein 7; TIR domain-containing adapter molecule 2
Protein TMED8

Transmembrane protein 120A

Transmembrane protein 126A

Complex | assembly factor TMEM126B, mitochondrial
Transmembrane protein 14C

Transmembrane protein 160

Transmembrane protein 199

Transmembrane protein 245

Macoilin

Transmembrane protein 9

Transmembrane protein 120A

Transmembrane protein with metallophosphoesterase domain
Thioredoxin-related transmembrane protein 2

Tumor necrosis factor alpha-induced protein 2

Tumor necrosis factor alpha-induced protein 8-like protein 2
Transportin-2

Mitochondrial import receptor subunit TOM5 homolog
DNA topoisomerase 2-binding protein 1

Torsin-1A

Torsin-1A-interacting protein 2

Torsin-2A

Tumor protein D52

EKC/KEOPS complex subunit TPRKB

TRAF3-interacting JNK-activating modulator

Trafficking protein particle complex subunit 13

Trafficking protein particle complex subunit 3

Trafficking protein particle complex subunit 5

Tripartite motif-containing protein 59

TRIO and F-actin-binding protein
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70
51
33
183

44
39
35
40

101
43
65
43
42

44
137
62

61
2736
143
Vil
278
83
54
36
311
95
266
143
141
42
52
32
34
55
84
40
56
170
52
32
84
85
67
34
119
33



TRMT112
TROVE?
TRUBL
TSC22D4
TSSC4
TTCS5
TTF2
TTN
TUBB4A
TYWS3
UFSP2
UNC45A
UQCR10
UQCRB
VAC14
VAMP7
VAPB
VARS2
VATIL
VMA21
VPS33B
VWA9
WBSCR22
WDR11
WDR37
WDR48
WDR7
XPNPEP3
YPEL5
YWHAQ
ZADH2
ZBTB14
ZCCHC17
ZFP91
ZFP91-CNTF
ZNF511
ZNF574
ZNF740
ZNF8

Multifunctional methyltransferase subunit TRM112-like protein
60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein

Probable tRNA pseudouridine synthase 1

TSC22 domain family protein 4

Protein TSSC4

Tetratricopeptide repeat protein 5

Transcription termination factor 2

Titin

Tubulin beta-4A chain

tRNA wybutosine-synthesizing protein 3 homolog
Ufm1-specific protease 2

Protein unc-45 homolog A

Cytochrome b-c1 complex subunit 9

Cytochrome b-c1 complex subunit 7

Protein VAC14 homolog

Vesicle-associated membrane protein 7

Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C
Valine--tRNA ligase, mitochondrial

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like
Vacuolar ATPase assembly integral membrane protein VMA21
Vacuolar protein sorting-associated protein 33B

von Willebrand factor A domain-containing protein 9
Probable 18S rRNA (guanine-N(7))-methyltransferase

WD repeat-containing protein 11

WD repeat-containing protein 37

WD repeat-containing protein 48

WD repeat-containing protein 7

Probable Xaa-Pro aminopeptidase 3

Protein yippee-like 5

14-3-3 protein theta

Zinc-binding alcohol dehydrogenase domain-containing protein 2
Zinc finger and BTB domain-containing protein 14
Nucleolar protein of 40 kDa

E3 ubiquitin-protein ligase ZFP91

E3 ubiquitin-protein ligase ZFP91

Zinc finger protein 511

Zinc finger protein 574

Zinc finger protein 740

Ran-binding protein 3
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39
35
32
71
42
68
33

278
100034
1194
31
33
46
57
100
85
32
54
190
47
43
35
42
71
156
48
87
37
31
44
63
1363
158
84
80
69
81
2273
41



Geénes

AMPD3
AURKA
BCAR2
BUB1B
CCNA2
CCNB2
CDC20
CDCA3
CDCA7
CHST13
CKS1B
CSRP3
ELOVL1
ENO2
ENO3
FAS
FBXL6
FPGS
Hmgb2
IFIT1
KIF20A
KIF22
MAD2L1BP
ME1
MID1IP1
MVD
NAGPA
NFATC2IP
OIP5
PKLR
PSTPIP2
RADYA
RRM2
SERPINA3
SKP2
SPC24
SQLE
TACC3
TRUB2
TTC39C
TYMS

3. Liste de protéines en aval d’elF6 diminuées avec le siFLT3

Protéines Pource'ntage
de diminution

AMP deaminase 3 =77
Aurora kinase A -55
Transcriptional-regulating factor 1 -100
Mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1 beta -58
Cyclin-A2 -65
G2/mitotic-specific cyclin-B2 -64
Cell division cycle protein 20 homolog -42
Cell division cycle-associated protein 3 -100
Cell division cycle-associated protein 7 -100
Carbohydrate sulfotransferase 13 -100
Cyclin-dependent kinases regulatory subunit 1;Cyclin-dependent kinases regulatory subunit -30
Cysteine and glycine-rich protein 3 -100
Elongation of very long chain fatty acids protein 1 -100
Gamma-enolase;Enolase -52
Beta-enolase;Enolase -100
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 -57
F-box/LRR-repeat protein 6 -100
Folylpolyglutamate synthase, mitochondrial -100
High mobility group protein B3 -34
Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 -100
Kinesin-like protein KIF20A -36
Kinesin-like protein KIF22;Kinesin-like protein -39
MAD2L1-binding protein -84
NADP-dependent malic enzyme -32
Mid1-interacting protein 1 -100
Diphosphomevalonate decarboxylase -62
N-acetylglucosamine-1-phosphodiester alpha-N-acetylglucosaminidase -88
NFATC2-interacting protein -41
Protein Mis18-beta;Protein yippee-like -100
Pyruvate kinase PKLR -89
Proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 2 -33
Cell cycle checkpoint control protein RAD9A -100
Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit M2 -40
Alpha-1-antichymotrypsin;Alpha-1-antichymotrypsin His-Pro-less -100
S-phase kinase-associated protein 2 -100
Kinetochore protein Spc24 -55
Squalene monooxygenase -100
Transforming acidic coiled-coil-containing protein 3 -34
Probable tRNA pseudouridine synthase 2 -100
Tetratricopeptide repeat protein 39C -67
Thymidylate synthase -37
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UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2 C -36

UBE2S Ubiquitin-conjugating enzyme E2 S -44
UBE2S Ubiquitin-conjugating enzyme E2 S -44
ZFPL1 Zinc finger protein-like 1 -69
ZNFX1 NFX1-type zinc finger-containing protein 1 -90
4, Liste de protéines en aval d’eIF6 augmentées avec le siFLT3
Geénes Protéines :? angrtinrl:tr??aetion
DHCR7 7-dehydrocholesterol reductase 31,1
QPRT Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating] 31,7
RPA2 Replication protein A 32 kDa subunit 32,5
GMPPB Mannose-1-phosphate guanyltransferase beta 37,6
NCAPG2 Condensin-2 complex subunit G2 38,5
PGP Phosphoglycolate phosphatase 39,8
LSS Lanosterol synthase 41,1
Bifunctional ATP-dependent dihydroxyacetone kinase/FAD-AMP lyase (cyclizing);ATP-dependent
DAK dihydroxyacetone kinase;FAD-AMP lyase (cyclizing) 44,3
RPUSD3 RNA pseudouridylate synthase domain-containing protein 3 46,5
ACSS2 Acetyl-coenzyme A synthetase, cytoplasmic 49,0
TNFAIP2 Tumor necrosis factor alpha-induced protein 2 51,8
HIST1IH2AB Histone H2A type 1-C;Histone H2A type 3;Histone H2A type 1-B/E 67,7
IPO13 Importin-13 739
ADA Adenosine deaminase 81,8
PYCRL Pyrroline-5-carboxylate reductase 3;Pyrroline-5-carboxylate reductase 82,7
IRF5 Interferon regulatory factor 5 108,1
TGM1 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K 182,8
H2AFX Histone H2AX;Histone H2A type 1-A 1502,7
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Résumé en francais :

Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des hémopathies malignes caracterisées par une
accumulation dans la moelle et le sang de progéniteurs hématopoiétiques bloqués dans un stade
différenciation. La mutation FLT3-ITD, qui entraine une activation constitutive du récepteur a
activité tyrosine kinase FLT3, est retrouvée dans 20-25% des LAM et est associée a un mauvais
pronostique. De nombreux inhibiteurs de FLT3 ont été développés et certains sont testés en
clinique mais des études mettent en évidence 1’apparition de résistance. Une meilleure
compréhension des mécanismes oncogéniques de FLT3-ITD est donc nécessaire afin d’améliorer
le traitement des LAM. Mes travaux de thése ont été centrés sur I’analyse du processus
autophagique qui correspond a 1’un des mécanismes de resistance décrits dans les cellules
cancéreuses en réponse aux traitements. Au cours de cette étude, nous avons constaté que
I’expression de FLT3-ITD augmente 1’autophagie basale des cellules de LAM, et que 1’inhibition
du récepteur réduit cette autophagie dans des échantillons primaires de LAM et dans des lignées
cellulaires. Nous avons pu montrer que 1’autophagie est requise pour la prolifération et la survie
in vitro et in vivo des cellules de LAM et que sont ciblage permet de surmonté la résistance aux
inhibiteurs de FLT3. De plus, nous avons identifié la protéine ATF4 comme un acteur essentiel
au processus d’autophagie en aval de FLT3-ITD. Ces résultats suggerent que le ciblage de
I’autophagie ou d’ATF4 chez les patients exprimant les mutations de FLT3 peut représenter une
stratégie thérapeutique prometteuse et innovatrice dans les LAM.

Résumé en anglais :

Acute myeloid leukemias (AMLs) are a family of hematological malignancies characterized by
an accumulation in the marrow and blood of hematopoietic progenitors blocked in their
differentiation process. The FLT3-1TD mutation is found in 20-25% of AMLs and is associated
with a poor prognosis. Different FLT3 inhibitors have been developed and some of them are
clinically tested but resistance to treatment has been observed in many patients. A better
understanding of AML biology is necessary in order to improve the treatment of AMLs. My
thesis project focused on the analysis of the autophagic process, which is one of the mechanisms
described in the resistance of cancer cells. In this study, we found that the FLT3-ITD expression
increases basal autophagy in AML cells, and that the receptor inhibition reduced this autophagy
in primary patient samples and cell lines. We show that autophagy is required for proliferation
and survival in vitro and in vivo of leukemic cells lines and inhibition of autophagy overcomes
resistance to FLT3 inhibitors. In addition, we identified the ATF4 protein as a key actor of the
autophagy process induced by the FLT3-ITD mutation. These results suggest that targeting
autophagy or ATF4 may represent a promising and innovative therapeutic strategy for FLT3
mutated AMLs.
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