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Ac : Anticorps

ADC : Antibody Drug Conjugate

ADCC : Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity
ADCP : Antibody Dependent Cellular Phagocytosis
ADN / ARN : Acide DésoxyriboNucléique / Acide Ribonucléique
AG : Appareil de Golgi

Ag : Antigéne

AML : Acute My¢loid Leukemia

AP : Adaptor / Assembly Protein
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CMH I/II : Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe I ou II
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EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique

EE : Early Endosome

EEA1 : Early Endocytic Antigen 1

EGF / EGFR : Epithelial Growth Factor / EGF Receptor
EMV : Endosome Multi-Vésiculé

EPO : Erythropoiétine

ERC : Endosomal Recycling Compartment

ERFE : Erythroferrone

ESCRT : Endosomal Sorting Complex Required for Transport
Fab : Antigen Binding Fragment

F-BAR : F pour domaine FCH i.e Fes et CIP4 Homology / BAR pour Bin Amphiphysin Rsv
FBP17 : Formin Binding Protein 17

FBS: Fetal Bovine Serum

Fc : Fraction cristallisable

Fcho : Fer/Cip4 homology domain-only proteins

FDA : Food and Drug Administration

FPNI1 : Ferroportine de type 1

GDF15 : Growth Differentiation Factor 15

GFP : Green Fluorescent Protein

GVH : Graft Versus Host disease

GPI : GlycosylPhosphatidylInositol

GRAF1 : Focal Adhesion Kinase-1

GTP / GDP : Guanine TriPhosphate / Guanine DiPhosphate
HAT : Hypoxanthine Aminoptérine Thymidine

HCP1 : Haem Carrier Protein 1

Her2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
HGPRT : Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transférase
HIF : Hypoxia Inducible Factor

Hsc70 : Heat shock cognate 70

H,0, : Peroxyde d’hydrogene

ICs¢ : Concentration inhibitrice médiane

IF : ImmunoFluorescence

Ig : Immunoglobuline

ILV : Intra Luminal Vesicle

IL2 /IL2R : InterLeukine 2 IL2 Receptor

IRE / IRP : Iron Responsive Element / Iron Regulatory System
Ka : Constante d’association
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LA : Leucémie Aigué

LAM : Leucémie Aigué Myéloide

LAMPI : Lysosomal associated membrane protein 1

LBPA : LysoBisPhosphatidic Acid

LDL : Low Density Lipoprotein

LE : Late Endosome
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LIP : Labile Iron Pool

LLC : Leucémie Lymphoide Chronique

mADb : Monoclonal Antibody

MARCHS : Membrane Associated RING-CH 8

MCL : Mantle Cell Lymphoma

miR ou miRNA : micro RNA

NDP / dNDP : Nucléotide DiPhosphate / deoxyNucléotide DiPhosphate
NDRG1: N-myc Downstream Regulated Gene 1

NGAL : Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin

NTBI : Non-Transferrin Bound Iron

PBS : Phosphate-Buffered Saline

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell

PDI : Programmed cell Death 1

PHA : PhytoHémAgglutinine

PIH : Pyridoxal Isonicotinoyl Hydrazone

PI3P : Phosphatidyllnositol-3-Phosphate

PSF : Point Spread Function

p53 : Protéine suppresseur de tumeur 53

Rab : Ras-related protein

Racl : Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

RC : Rémission Complete

RES : Reticulo Endothelial System pour systéme réticuloendothélial
Rho : Ras homolog gene family

Rififyline : Ring finger and FY VE-like domain containing protein
ROCK : Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase
ROS : Reactive Oxygen Species

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

SAMDO: Sterile Alpha Motif Domain 9

SCT : Stem cell Transplantation

siRNA : small interfering RiboNucleic Acid

STATS : Signal Transducer and Activator of Transcription 5
SNARESs : Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor
Steap : Six Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate
TDE : 2,2'-ThioDiEthanol

Tf : Transferrine

TfR1 ou TfR2 : Récepteur a la Transferrine de type 1 ou 2
TNF : Tumor Necrosis Factor

TrAb : Trispecific Antibody

TriKEs : Trispecific Killer Engagers

TRPC6 : Transient Recpetor Potential Canonical 6

TWSGI : Twisted Gastrulation 1

UTR : Untranslated Transcribed Region

WASP : Wiskott—Aldrich Syndrome Protein
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Chapitre 1 : Le Fer et son récepteur

I-Le métabolisme du fer

A-Physiologie

Le fer est un oligo-¢lément essentiel chez les mammiferes puisqu’il est indispensable a
la réalisation de nombreuses fonctions vitales de I’organisme. En effet, le fer joue le role de
cofacteur enzymatique intervenant dans de nombreux processus comme le métabolisme
énergétique, la régulation de I’expression des genes, la respiration cellulaire ou encore le
transport de I’oxygeéne a travers 1’organisme par les globules rouges. Tous ces exemples
démontrent son role crucial dans la prolifération (Furukawa et al. 1992) et la différenciation
cellulaire (Zhang et al. 2019).

La place centrale du fer peut notamment s’expliquer par sa capacité a perdre ou a gagner
des électrons, lui permettant ainsi de passer rapidement d’une forme a une autre. Effectivement,
le fer peut passer d’une forme réduite ferreuse (Fe*"), a une forme oxydée ferrique (Fe’") et
inversement, par une réaction d’oxydo-réduction. Cependant, cette propriété le rend toxique
pour I’organisme. En effet, la forme Fe*" réagit avec le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) par la
réaction de Fenton et aboutit a la production des espéces réactives oxygénées (ROS) OH" et
OH° (Valko et al. 2016) (Figure 1). Ces ROS apparaissent é¢galement lors d’une diminution de
’activité anti-oxydante de certaines molécules comme le glutathion ou la superoxyde dismutase
(Schafer et Buettner 2001). Les ROS sont tres toxiques pour 1’organisme et peuvent activer la
mort cellulaire par apoptose ou ferroptose (Dypbukt et al. 1994; Chu et al. 2020). Le fer circule
majoritairement li¢ a des protéines ce qui limite sa toxixité. Le plus souvent, il est retrouvé dans

le plasma sous la forme Fe** et 1ié & la protéine de transport du fer, la transferrine (Tf).
p p Y

Fe2* + H,0, = Fe3*+ OH + OH°

Figure 1 : Réaction de Fenton. (D’aprées Valko et al. 2016)

B-Origine et répartition du fer dans I’organisme

Le fer est essentiel dans toutes les cellules de 1’organisme mais son réle est accru dans
certains tissus. En effet, sa répartition est trés inégale entre les différents compartiments du
corps humain puisqu’on en trouve :

- 2/3 1i¢ a I’hémoglobine dans les érythrocytes ;
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- 10 a 20% dans le foie (principalement stocké par la ferritine) ;

- 3 2 4% dans la myoglobine des muscles ;

- 0,1% lié a la transferrine dans le plasma ;

- le reste est réparti dans tous les autres tissus (Hentze, Muckenthaler, et Andrews 2004).

(Figure 2)

1 Autres cellules
"2 Moelle et tissus
osseuse 400mg
300mg
20-25 (Fe3*), - Tf
Globules me/jr By 1-2mg/jr
rouges
1800mg o Pertes
O & 1-2mg/jr de fer
Macrophages
réticuloendothéliaux Duodenum 12
600mg

Figure 2 : Homéostasie systémique du fer. Les principales voies de circulation du fer entre les
cellules et les tissus sont décrites. Les valeurs normales humaines (moyennes) de la teneur en fer des
différents organes et tissus sont indiquées, ainsi que les flux quotidiens approximatifs de fer. Les pertes
en fer résultent de la desquamation de la peau et des muqueuses ainsi que des pertes de sang. (D'apres
Hentze, Muckenthaler, et Andrews 2004)

L’entrée du fer dans 1’organisme provient exclusivement de I’alimentation et permet de
compenser les pertes quotidiennes (par desquamation de la muqueuse intestinale et de
I’endomeétre utérin) soit 1 a 2mg qui sont absorbés au niveau du duodénum (intestin). Le fer
alimentaire existe sous deux formes principales :

o Le fer héminique que I’on trouve dans les aliments d’origine animale et qui est
facilement absorbé par I’intestin (biodisponibilité entre 20 et 30%). Il est constitué d’un
atome de fer complexé a une molécule de porphyrine. Cet héme est localisé dans les
cytochromes, de nombreuses enzymes, la myoglobine ou encore 1’hémoglobine.

o Le fer non héminique qui est présent dans les aliments d’origine végétale ainsi que dans
les produits laitiers et les ceufs. Son absorption par I’intestin est beaucoup plus faible
que celle du fer héminique (biodisponibilité entre 2 et 5%). Il est retrouvé dans de
nombreuses protéines comme diverses enzymes, [I’hémosidérine, la ferritine ou encore
la transferrine (Tf) (Vaulont 2017).

Cependant, I’apport de fer par 1’alimentation ne suffit pas a répondre aux besoins

journaliers de la moelle osseuse pour la biosynthése de I’héme par les érythrocytes.
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Effectivement, entre 20 et 25mg sont nécessaires pour permettre la production quotidienne de
I’hémoglobine des 200 milliards de nouveaux globules rouges. La plus grande quantité de fer
utilisée par I’organisme est issue du recyclage du fer contenu dans I’hémoglobine des vieux
globules rouges qui sont éliminés par le systéme réticuloendothélial (RES). Ce dernier contient
une grande quantité¢ de macrophages tissu-résidents qui phagocytent les érythrocytes sénescents
ce qui permet la réutilisation du fer contenu dans les globules rouges et le stockage de I’exces

de fer de I’organisme (Knutson et Wessling-Resnick 2003).

C-Homéostasie du fer

1-Homéostasie systémique

Présent en exces, le fer peut rapidement devenir toxique pour I’organisme. En quantité
trop faible, un individu peut également développer une pathologie comme par exemple
I’anémie. Selon I’OMS, il s’agit du trouble nutritionnel le plus répandu puisqu’il concerne 2
milliards de personnes, soit 30% de la population mondiale, sans épargner les pays dits
industrialisés. I1 est donc important que les niveaux de fer soient finement régulés. La quantité
de fer excrétée par I’organisme ne pouvant étre controlée, I’organisme compense les pertes au
niveau de son absorption. En effet, le fer est principalement absorbé par les entérocytes matures
des villosités moyennes supérieures situées dans le duodénum ainsi que dans la premiére partie
du jéjunum de l'intestin gréle.

Actuellement, 1’absorption du fer héminique est mal connue. Cependant, plusieurs
¢tudes menées dans des lignées hématopoictiques, des entérocytes ou des hépatocytes ont
démontré ’existence d’un mécanisme d’entrée de 1’héme dans la cellule dépendant d’un
transporteur (Galbraith, Sassa, et Kappas 1985; Worthington et al. 2001). De plus, un
transporteur potentiel de I’héme intestinal a été identifié, il s’agit de la protéine HCP1 (Haem
Carrier Protein 1) (Latunde-Dada et al. 2006). Apres étre entré dans les entérocytes, I’héme est
dégradé par I’héme oxygénase 1 ce qui induit la production de Fe” et de biliverdine (Raffin et
al. 1974).

Le fer non héminique libre Fe’*, présent dans la lumiére intestinale, est réduit en Fe**
par la ferriréductase DCYTB (Duodenal CYTochrome B) (McKie et al. 2001) ce qui lui permet
de traverser la membrane apicale des entérocytes a 1’aide du transporteur DMT1 (Divalent
Metal Transporter 1) (Trinder et al. 2000). Si I’organisme n’a pas de besoin particulier en fer,
ce dernier est alors séquestré dans les entérocytes par la ferritine, protéine de stockage du fer.

Le fer sera ¢éliminé quelques jours plus tard avec la desquamation des entérocytes. Cependant,
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si du fer est requis par 1’organisme, il est rapidement exporté en traversant la membrane
basolatérale de I’entérocyte a I’aide de la ferroportine 1 (FPN1) (Donovan et al. 2000). Une fois
hors de la cellule, le fer Fe*" est & nouveau oxydé sous sa forme Fe’* par une ferrioxydase
dépendante du cuivre, I’héphaestine (Vulpe et al. 1999). Dés I’instant ou le Fe'" atteint la
circulation sanguine, deux molécules se fixent a la Tf plasmatique et il est ainsi distribué a tous

les tissus de I’organisme. (Figure 3)

Lumiére intestinale
\

DMT1

Ferriréductase g

\ Ferritine

-

Ferroportine * 'Héphaestine

Entérocyte

Circulation sanguine
Hepcidine

Transferrine

Figure 3: Absorption intestinale du fer. Le fer ferrique (Fe’") présent dans la lumiére intestinale
est réduit en fer ferreux (Fe*"), et est alors importé par DMT]1 sur la surface apicale de I'entérocyte. Le
fer intracellulaire est stocké dans la ferritine ou transporté hors de la cellule via la ferroportine. Apres
sa libération par la cellule, le fer est oxydé par I'héphaestine et li¢ a la transferrine puis transporté a
travers ’organisme. (D'apres Heath et al. 2013)

L’hepcidine est une hormone peptidique majoritairement sécrétée par le foie. Elle se lie
a la FPNI sur la membrane des entérocytes et des macrophages ce qui induit son internalisation
et sa dégradation. Par conséquent, I’hepcidine joue un rdle clef dans ’homéostasie systémique
du fer car, lorsqu’elle est sécrétée en grande quantité, elle bloque 1’absorption du fer par les
entérocytes et sa libération par les macrophages. Mais en faible quantité, le fer peut étre absorbé
en grande quantité et recyclé par les macrophages. En retour, les taux d’hepcidine sécrétés par
le foie sont régulés par les taux de fer sérique de l’organisme ainsi que par l’activité
érythropoiétique (Nemeth et Ganz 2009). En effet, les précurseurs érythroides sont capables de
produire du GDF15 (Growth Differentiation Factor 15), dont le réle d’inhibition de 1’expression
de I’hepcidine a été démontré dans un modele d’érythropoicse pathologique, la 3-thalassémie
(Tanno et al. 2007). De la méme fagon, la protéine TWSG1 (Twisted Gastrulation 1) synthétisée
par les érythroblastes lors des phases précoces de la maturation érythroblastique semble inhiber

I’expression de I’hepcidine, de facon indirecte, en se liant aux BMPs (Bone Morphogenic
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Proteins) (Tanno et al. 2009). Récemment, une autre hormone, 1’érythroférrone (ERFE) a été
identifiée. Lors de I’érythropoiese, les besoins en fer sont accrus, et I’érythropoiétine (EPO),
majoritairement sécrétée par le rein (ainsi que le foie, le cerveau et 1’utérus), induit la production
d’ERFE par les érythroblastes ce qui induit, en retour, une suppression de 1’expression de

I’hepcidine (Kautz et al. 2014).

2-Homéostasie cellulaire

La voie majoritairement empruntée par le fer dans toutes les cellules de I’organisme est
la suivante : la Tf chargée en Fe’" se lie sur le récepteur a la Tf de type 1 ou TfR1 (ou CD71)
et ce complexe est endocyté par la cellule. Les réductases Steap (Six Transmembrane Epithelial
Antigen of the Prostate) convertissent le Fe’" en Fe*" qui est ensuite transporté hors des
endosomes par le transporteur DMT]1. Le Fe®" est regroupé dans le cytoplasme au sein d’un
réservoir, le LIP (Labile Iron Pool) qui a la particularité¢ de pouvoir étre immédiatement utilisé
par la cellule. L’exces de fer est, quant a lui, soit stocké dans la ferritine, soit exporté de la
cellule par la ferroportine. Le Fe*" dans le milieu extracellulaire est converti en Fe’* par des
ferrioxydases puis capté par la Tf avant de circuler a travers 1’organisme (Figure 4).

@&@ ~N
RS

Synthése et réparation
Réservoir de fer Iit7 ADN ; cycle cellulaire

Mitochondrie :
> production d’énergie,
synthése de I’héme et
\ des clusters Fe-S
Stockage du fer :

____________ ferritine

Ferroportine

Figure 4 : Métabolisme cellulaire du fer. Le fer Fe’" circule dans I'organisme li¢  la transferrine
(Tf) qui se lie a son récepteur membranaire, le TfR1. Le complexe Tf-[Fe*"],-TfR1 est endocyté. Dans
I'environnement acide de I'endosome, le fer Fe®" est libéré de la Tf et réduit en fer Fe*" par STEAP3. Le
complexe apoTf-TfR1 est recyclé a la membrane, ou I'apoTf participe a d'autres cycles d'absorption du
fer. Pendant ce temps, le fer Fe®" est transporté hors de I'endosome par le transporteur (DMT1), et entre
dans le réservoir de fer labile. Le fer est ensuite acheminé vers de multiples destinations. L'exces de fer
est stocké par la ferritine. Le fer quitte la cellule par la ferroportine, puis est oxydé par I'hephaestin ce
qui permet sa liaison a la Tf. (D'apres Torti et Torti 2013)
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a- Voies d’entrée du fer dans la cellule

La voie majeure d’entrée du fer dans les cellules est celle qui passe par le TfR1 car ce
récepteur est exprimé a la surface de presque toutes les cellules de 1’organisme. La Tf chargée
en Fe'" se fixe sur le TfR1 qui est alors internalisé. L’acidification des compartiments
endocytiques permet au Fe’" de se dissocier de la Tf. Steap, une ferriréductase, réduit le Fe’*
en Fe’ qui est exporté dans le cytoplasme par DMT1. Une fois libéré de son fer, le complexe
Tf-TfR1 est recyclé a la membrane plasmique (Figure 5). De fagon intéressante, il a été
démontré que le TR1 est constitutivement internalisé et qu'il est donc capable de recycler méme

en absence de ligand (Kawabata 2018).

Fe-Tf
. 8 Apo-Tf
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. DMT1
extracellulaire y
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/ Pompe a y+
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Figure S : Endocytose du TfR1 aprés fixation du complexe Fe-Tf. Au pH physiologique, le
TfR1 membranaire fixe le complexe Fe-Tf (1). L’endocytose commence par la formation de puits de
clathrines (2) qui s’invaginent et donnent naissance a des vésicules contenant les complexes ligand-
récepteur (3). Apres acidification des endosomes (pH 5-5.5), le fer est libéré par la Tf (4) et est exporté
dans le cytoplasme via le transporteur DMT1 (5). Le complexe TfR1-Tf est recyclé a la membrane
plasmique et se dissocie au pH physiologique (6). (D'apres Callens et al. 2008)

Cependant, le fer peut utiliser d’autres mécanismes d’entrée dans les cellules. Il existe
notamment un récepteur homologue au TfR1, le TfR2 (Kawabata et al. 1999). Son expression
est restreinte aux hépatocytes, aux cellules de la crypte duodénale ainsi qu’aux cellules
érythroides. Le TfR2 s’associe avec le récepteur a I’EPO présent dans le réticulum
endoplasmique des précurseurs érythroides et permet son transport a la membrane plasmique
ce qui augmente la sensibilité des précurseurs érythroides a I’EPO (Forejtnikova et al. 2010). 11
est intéressant de noter que le TfR2 lie la Tf avec une affinité 30 fois plus faible que le TfR1
(Kawabata et al. 2000).
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Il existe un troisieme mécanisme de capture du fer li¢ a la Tf utilisé par les cellules
¢pithéliales polarisées du rein. Cette voie passe par la cubiline, récepteur endocytique, ainsi que
son corécepteur, la mégaline, et pourrait étre la principale voie d’entrée du fer dans les tubules

proximaux des reins (Kozyraki et al. 2001).

Lorsqu’il n’est pas li¢ a la Tf, le fer peut étre absorbé par les cellules intestinales grace
au transporteur DMT1 (Andrews 1999) (Gunshin et al. 1997). De plus, d’autres ¢tudes semblent
indiquer I’existence d’au moins un autre systéme d’entrée du fer indépendant de la Tf (Sturrock
et al. 1990). Il a notamment ét¢ démontré que dans certaines conditions, le canal calcique
TRPC6 (Transient Recpetor Potential Canonical 6) permet également 1’entrée du fer dans la
cellule (Mwanjewe et Grover 2004).

Enfin, le fer peut aussi former un complexe avec les catécholes et la lipocaline 2,
¢galement connue sous le nom de NGAL (Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin) ou
encore 24p3. Ce complexe se fixe sur le récepteur 24p3R et permet I’internalisation du fer par

endocytose (J. Yang et al. 2002).
b- Le réservoir de fer libre (LIP)

Le LIP est un petit réservoir transitoire de fer, sous forme Fe*" et Fe®*, capable de passer
rapidement de la forme oxydée a la forme réduite et inversement. Etant faiblement lié a diverses
molécules, ce fer peut étre chélaté, il est donc également appelé réservoir de fer chélatable
(Petrat et al. 2002). Sa composition exacte reste obscure, cependant on y trouve une variété de
molécules de faible poids moléculaire pouvant se lier au fer avec une faible affinité. Parmi elles,
on trouve des anions organiques (phosphates et carboxylates), des polypeptides ainsi que des
composants de surface des membranes (comme les groupements hydrophiles des
phospholipides) (Kakhlon et Cabantchik 2002). A I’état basal, le LIP ne représente qu’une
petite fraction (<5%) du fer intracellulaire total (Epsztejn et al. 1999).

L’existence d’un réservoir de fer libre métaboliquement disponible a longtemps été
controversée. En effet, de par sa nature transitoire et par sa sensibilité aux échanges entre
ligands chimiques et aux conversions d'oxydoréduction, sa quantification ainsi que sa
caractérisation chimique sont difficiles a réaliser. De plus, I’idée de I’existence d’un tel
réservoir nécessitant beaucoup d’énergie afin de réaliser ces conversions ainsi qu’une
production de ROS en continu semble contre-intuitive. Cependant, le développement de sondes

fluorescentes sensibles au fer a permis de valider 1’existence du LIP intracellulaire (Kakhlon et
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Cabantchik 2002). Désormais, le LIP est présenté comme un acteur central dans la machinerie
de détection des niveaux de fer cellulaire et comme étant au cceur de I'homéostasie du fer
(Kruszewski 2003).

Les fluctuations de concentration en fer du LIP permettent de maintenir I’homéostasie
intracellulaire du fer en activant le systtme IRE/IRP (Petrat et al. 2002) (ce systéme sera

développé plus loin, paragraphe I1-B).

c- Stockage du fer dans la cellule

Le fer libre étant toxique pour la cellule, des protéines capables de lier et transporter le
fer d’un compartiment cellulaire a un autre ont été recherchées. Les « poly(rC) binding protein »
ont été identifiées comme protéines chaperonnes capables de délivrer le fer a la ferritine ainsi
qu’a d’autres enzymes, les prolyl hydroxylases (Leidgens et al. 2013).

La ferritine est la protéine majoritaire impliquée dans le stockage du fer. Il s’agit d’une
grosse protéine ubiquitaire composée de 24 sous-unités, elles-mémes composées d’une chaine
légere L (pour Light) et d’une chaine lourde H (pour Heavy). La ferritine permet de séquestrer
jusqu’a 4500 atomes de fer dans le cytoplasme des cellules (Harrison et Arosio 1996). Le fer
stocké dans la ferritine est facilement mobilisable par la cellule en cas de besoin mais les
mécanismes impliqués sont mal connus.

Lorsque la concentration en fer intracellulaire augmente, les molécules de ferritine
s’agrégent entre elles et fusionnent avec les lysosomes. La ferritine est alors dégradée et induit
la formation d’hémosidérine (peptides) et de caeurs Fe’* (G. I. Anderson et Frazer 2017).

La ferritine est retrouvée dans d’autres compartiments cellulaires comme le noyau
(Surguladze et al. 2005) ou les mitochondries (Levi et Arosio 2004) et semble les protéger de
la présence de radicaux oxygénés produits par I’existence de fer libre. En effet, la ferritine
posséde une activité ferroxidase qui lui permet de transformer le Fe*" en Fe’* et de le stocker
dans sa cavité centrale.

Il est intéressant de noter que la ferritine est également présente dans le sang. Son dosage
diminuant en cas de carence en fer et augmentant en cas de surcharge en fer et d’inflammation,

il peut étre utilisé comme marqueur diagnostique.
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II- Le TfR1 et son ligand, la transferrine
A-Structure

1-La transferrine (Tf)

Tous les métazoaires et donc les vertébrés possédent une version fonctionnelle de la Tf
qui est une protéine capable de fixer le fer et qui possede également des propriétés
antimicrobiennes chez les reptiles et les oiseaux (L. A. Lambert 2012). La Tf appartient a une
famille de protéines qui inclut :

o la Tf, elle-méme, présente dans le sang et les autres fluides présents chez les
mammiferes (bile, fluide amniotique, liquide céphalorachidien, lymphe, colostrum et
lait) ;

o Dovotransferrine (Jeltsch et Chambon 1982), présente dans les sécrétions d’oviductes
aviaires et reptiliens ainsi que dans le blanc d’ceuf aviaire ;

o lalactoferrine, présente dans le lait, les larmes, la salive, et d’autre sécrétions des voies

respiratoires, digestives et dans le tractus sexuel des vertébrés (Baggiolini et al. 1970).

La Tf humaine est une glycoprotéine de 80kDa divisée en 2 lobes N et C de 40kDa
chacun, en rapport avec leur localisation en Nter ou en Cter de la protéine (Gorinsky et al.
1979). Ces lobes sont séparés par une courte s€quence de liaison et chacun d’eux peut fixer un
atome de fer, Fe’" (Figure 6). La Tf dépourvue de fer s’appelle apotransferrine (apo-Tf).
Lorsque la Tf capte un atome de fer, elle est nommée Tf monoferrique mais lorsqu’elle est
couplée a 2 atomes de fer, on parle d’holotransferrine (holo-Tf) ou de Tf differique. La
constante d’association (Ka) de I’holo-Tf avec le TfR1 est 30 fois supérieure a celle de la Tf
monoferrique et 500 fois supérieure a celle de I’apo-Tf au pH extracellulaire (Young, Bomford,
et Williams 1984).

La synthése de la Tf se déroule principalement dans les hépatocytes méme si elle peut
également avoir lieu en petite quantit¢ dans les cellules de Sertoli (Young, Bomford, et
Williams 1984) ou dans les oligodendrocytes (Bloch et al. 1985). Sa demi-vie est plutdt courte
puisqu’elle est de 8 jours dans le sérum (Kemp, Creech, et Horn 1984).

L’holo-Tf représente entre 10 et 30% de la Tf circulante totale avec une concentration
autour de SuM. Le reste de la Tf peut alors remplir 2 fonctions :

o lier et transporter d’autres métaux que le fer (gallium, aluminium, zinc, cadmium, ...).

Elle peut se lier a des métaux de taille et de charge différentes avec une relative bonne
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affinité méme si elle lie préférentiellement les métaux ayant une triple charge positive
(Messori et Kratz 1994) ;
o servir de systéme tampon afin d’éviter la formation de NTBI (Non-Tf Bound Iron) qui

est toxique puisqu’a I’origine de la production de ROS (Inoue et Kawanishi 1987).

N-lobe

Figure 6 : Schéma de la structure de I’apotransferrine humaine. Domaines N1 (residus 4-94
et 246-328), C1 (340-425 et 582-679), N2 (95-245) et C2 (426-581). Les boucles connectant les 2
lobes sont en noir. Les résidus se liant au fer sont en magenta : une Asparagine, deux Tyrosines et une
Histidine. (D’aprés Mizutani, Toyoda, et Mikami 2012)

2-Le récepteur de la transferrine (TfR1)

Le TfR1 (ou CD71) est un récepteur transmembranaire de type II (dont la partie N
terminale est intracellulaire). Cette glycoprotéine de 180kDa est exprimée a la surface de
presque toutes les cellules de I’organisme. Le TfR1 est composé de trois domaines : une courte
queue intracytoplasmique en Nter (61 acides aminés), un domaine transmembranaire
hydrophobe (28 acides aminés) ainsi qu’un grand domaine extracellulaire en Cter (671 acides
amings). I1 s’agit d'un homodimeére constitu¢ de deux monomeéres (90kDa ou 760 acides aminés)
liés par deux ponts disulfures au niveau des cystéines 89 et 98. Le domaine extracellulaire de
chaque monomere, également appelé ectodomaine et contenant le site de fixation de la Tf, est
constitué¢ de trois sous-domaines : un apical (A), un hélicoidal (H) et un de type protéase (P)
(Figure 7A). Chaque ectodomaine posseéde un site de O-glycosylation sur la thréonine 104 et
trois sites de N-glycosylation sur les arginines 251, 317 et 727 (Figure 7B).

Deux sites de palmitylation sont également présents sur les cystéines 62 et 67 localisées
dans le domaine transmembranaire du récepteur et servent probablement a ancrer le TfR1 dans

la membrane ainsi qu’a faciliter son endocytose (Alvarez, Girongs, et Davis 1990). De plus, les
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glycosylations sur le TfR1 sont importantes pour la bonne fonction du récepteur puisque des
expériences de mutations ciblées empéchant :

o les N-glycosylations : induisent une diminution de la fixation de la Tf, une diminution
de la formation des ponts disulfures entre les monomeres, une réduction de I’expression
de surface ainsi qu’une rétention du récepteur dans le réticulum endoplasmique
suggérant qu’elles sont importantes pour 1’obtention d’un TfR1 correctement replié
(structure quaternaire) et donc fonctionnel (Williams et Enns 1991),

o la O-glycosylation : induit 1’apparition d’une zone du TfR1 sensible aux clivages et
donc I’apparition d’un TfR1 soluble de 78kDa toujours capable de lier la Tf, la forme
intacte du TfR1 muté n’étant pas différente d’un point de vue structurel et fonctionnel

(Rutledge et al. 1994).

A Domaine B 2

N Apical (A)

Domaine
Extracellulaire
(671 a.a)

Thr 104

Cys 89

Y

Tige (37a.a)
’

Domaine
(28 a.a)

Intracellaire Transmembranaire

Domaine
Protéase-like (P)

Membrane plasmique

Domaine
(61 a.a)

- NH,

Figure 7 : Illustrations du TfR1. (A) Structure de I’ectodomaine du TfR1. Organisation de la
chaine polypeptidique du TfR1 en domaines. (B) Représentation schématique du TfR1 (D’apres
Daniels et al. 2006). Le TfR1 est un homodimére dont les 2 parties sont liées par des ponts disulfures
(m). Sa partie extracellulaire est divisée en 3 sous-domaines : apical (A), hélicoidal (H) et de type

protéase (P). (A) Sites de O-glycosylation (e) Sites de N-glycosylation. (D’aprés Lawrence et al. 1999)

Une analyse in silico a également permis de prédire 6 potentiels sites de phosphorylation
présents dans le domaine intracellulaire du TfR1 : la tyrosine 20, les sérines 24, 34, 63 et 65
ainsi que la thréonine 57 (Coulon et al. 2011). En 1990, une étude fonctionnelle utilisant 24
variants du TfR1 mutés dans leur partie intracytoplasmique a mis en évidence la séquence
2y TRF? (avec Y, une tyrosine ; T, une thréonine ; R, une arginine et F, une phénylalanine)
comme étant le motif d’internalisation du récepteur (Collawn et al. 1990). Ce tétrapeptide est
localis¢ a une distance de 7 acides aminés du domaine transmembranaire du TfR1 et reste

fonctionnel méme s’il est déplacé par des expériences de mutation.
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3-TfR1 soluble

Le TfR1 soluble (ou TfR1s) correspond a la forme tronquée du récepteur qui circule
librement dans le sang et a un poids moléculaire de 85kDa (Shih et al. 1990). 1l est issu du
clivage protéolytique du TfR1 membranaire et correspond au domaine extracellulaire du
récepteur. Il a ét¢ démontré que lors de la maturation des réticulocytes en érythrocytes, ces
derniers perdent leur TfR1 par clivage (Pan, Blostein, et Johnstone 1983). Ainsi, la
concentration en TfR1s sérique a été corrélée au taux de prolifération érythroide (Speeckaert,
Speeckaert, et Delanghe 2010). Par conséquent, les patients souffrant d’une forte expansion de
leurs cellules érythroides immatures présentent des concentrations en TfR1s élevées.

En condition normale, le taux de TfR1s est proportionnel au nombre de récepteurs
exprimé a la surface des cellules dans 1’organisme. Par conséquent, il constitue un indice utile
pour détecter les carences en fer puisque 1’expression du TfR1 augmente en cas de
concentration en fer trop faible, ce qui permet d’augmenter ’entrée du fer dans les cellules.
Utilisé en combinaison avec d’autres parametres tels que le taux de ferritine ou d’hémoglobine
contenues dans les réticulocytes, il permet également de distinguer le type d’anémie présent

chez les patients (Harms et Kaiser 2015).

B-Régulation de I’expression du TfR1
1-Le systéme de régulation IRE/IRP

Un des mécanismes majeurs de la régulation de I’expression du TfR1 est le systeme IRE
/ IRP (Iron Responsive Element / [ron Regulatory Protein) (Hentze, Muckenthaler, et Andrews
2004). Les IREs sont des structures trés conservées de 25 a 30 nucléotides en forme d’épingle
a cheveux (Piccinelli et Samuelsson 2007). Ils sont composés d’une tige stabilisée par un
appariement de bases et une boucle contenant la séquence 5'-CAGUGH-3' (H représentant A,
C ou U). La tige est interrompue vers la partie supérieure et la partie inférieure par un résidu C
non appari¢ ou un renflement asymétrique UGC/C. Les ARNm (Acide RiboNucléique
messager) de ferritine H et L contiennent un seul IRE dans leur région 5’ UTR (Untranslated
Transcribed Region) tandis que 'ARNm du TfR1 contient cinq IRE dans sa région 3" UTR
(Wilkinson et Pantopoulos 2014).

En cas de carence en fer, les groupements fer-soufre (4Fe-4S) se dissocient de IRP1 qui
subit alors des changements conformationnels et IRP2 n’est plus dégradée. IRP1 et 2 se lient,

d’une part, aux séquences IRE des ARNm codant pour le TfR1 et DMT1 ce qui les stabilise et
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favorise leur traduction et d’autre part, IRP1 et 2 se lient aux séquences IRE des ARNm codant
pour la ferritine, la ferroportine et HIF2 (Hypoxia Inducible Factor 2) empéchant ainsi leur
traduction. L’ensemble de ces mécanismes permet d’accroitre I’entrée de fer dans la cellule tout
en diminuant son export et son stockage.

En revanche, dans des conditions de surcharge en fer, des groupements fer-soufre (4Fe-
4S) s’associent a IRP1 ce qui empéche sa liaison aux séquences IRE des ARNm codant pour le
TfR1 et DMT1 qui, étant instables, sont dégradés. De son coté, IRP2 est dégradée par le
protéasome apres ubiquitination. IRP1 et 2 sont incapables de se fixer sur les ARNm codant
pour la ferritine, la ferroportine et HIF2 qui sont alors traduits. Dans ce cas, 1’export et le
stockage du fer sont favorisés (Papanikolaou et Pantopoulos 2005; Rouault 2006; Sanchez et

al. 2011). (Figure 8)

A - Carence en fer
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Figure 8 : Régulation de I’activité des protéines IRP1 et IRP2 en fonction des niveaux en
fer cellulaire. (A) Une carence en fer entraine la dissociation des groupements 4Fe-4S de IRP1 et une
absence de dégradation de IRP2. Cela permet a IRP1 et IRP2 de se lier a I'RE dans la région 5’UTR de
I'ARNm de la ferritine empéchant ainsi sa traduction ; mais aussi a I’IRE dans la région 3’UTR de
I'ARNm du TfR1 ce qui le stabilise et favorise sa traduction. (B) Une surcharge en fer permet
l'association des groupements 4Fe-4S dans le site de liaison IRE de IRP1 ainsi que 'ubiquitination et la
dégradation protéasomale de IRP2. Les deux IRP ne peuvent plus fixer les IRE, ce qui favorise la
traduction de la ferritine et la dégradation de ' ARNm du TfR1 par I’action d’une endonucléase. (D’apres
Daniels et al. 2006)

2-Régulation par STATS

Au niveau transcriptionnel, 1’expression du TfR2 est également régulée par la protéine
STATS (Signal Transducer and Activator of Transcription 5). STATS regroupe deux protéines
codées par 2 génes différents STATSA et STATSB qui sont des facteurs de transcription activés
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par de nombreuses cytokines. En se fixant sur un site de liaison localisé dans le premier intron
du gene codant pour le TfR1, STATS accroit I’expression du récepteur dans les progéniteurs
érythroides (Zhu et al. 2008). Il a également ét¢ démontré in vitro, que STATS augmente
I’expression de IRP2, connu pour favoriser I’expression du TfR1 (Kerenyi et al. 2008). De

fagon générale, STATS régule donc positivement I’entrée du fer dans les cellules

3-Régulation par hypoxie

L’hypoxie régule ’expression du TfRI1 par différents mécanismes. Tout d’abord,
I’hypoxie agit via le systéme IRE/IRP en favorisant la liaison de IRP1 aux séquences IRE,
augmentant ainsi la transcription du TfR1 (Toth et al. 1999). De plus, dans la région promotrice
du gene codant pour le TfR1, un élément de réponse fonctionnel a I’hypoxie a été identifié et
contient un site de liaison pour HIF1 (Lok et Ponka 1999). De fagon plus générale, les protéines
HIF jouent un rdle clef dans le métabolisme du fer en régulant I'expression de protéines telles
que DMT1, la ferroportine 1, le cytochrome duodénal b (Dcytb), le TfR1 mais aussi I'hepcidine
ou les protéines IRP (Xu, Wang, et Xie 2017).

4-Régulation par c-Myc

c-Myc est un facteur de transcription appartenant au groupe des oncogenes. Il stimule
la prolifération et la croissance cellulaire en activant des milliers de genes cibles. Dans des
modeles in vitro et in vivo de lymphomes a cellules B, il a été démontré que I’expression du
TfR1 est activée par c-Myc qui se lie directement sur une région conservée du gene TFRC

(O’Donnell et al. 2006).

5-Régulation par les kinases

L’endocytose du TfR1 est un processus qui nécessite I’activation du récepteur a activité

non-tyrosine kinase, Src. La liaison de la Tf sur le TfR1 active Src qui phosphoryle et recrute :

o lacortactine qui, une fois phosphorylée se lie a la Dynamine 2 au niveau de la membrane

plasmique ; la cortactine est connue pour réguler la dynamique de ’actine et faciliter
I’invagination des vésicules ;

o la dynamine 2 : une GTPase qui permet la scission des vésicules endocytiques (Cao et

al. 2010).
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Une autre kinase, c-Abl semble également impliquée dans le routage du TfR1. En effet,
I’inhibition de c-Abl induit une forte diminution du recyclage du TfR1 qui est envoyé vers les
endosomes tardifs/lysosomes ou il est dégradé. Ce routage vers les lysosomes dépend de la
protéine chaperonne Hsc70 qui s’associe au TfR1 en I’absence de c-Abl (Cao et al. 2016). La
protéine Hsc70 agirait en empéchant la liaison de ACAP1 (protéine activatrice de la GTPase
Arf6) au TfR1, interaction connue pour favoriser le recyclage du récepteur depuis 1'endosome

de recyclage (Jackson et al. 2000; Dai et al. 2004).

Une sérine/thréonine kinase, mTORCI1 a également été identifiée comme étant
indispensable dans le maintien des voies de recyclage du TfR1 (Dauner et al. 2017). En effet,
mTORCI1 permettrait de maintenir ’activit¢ de Hrs (hepatocyte growth factor-regulated

tyrosine kinase substrate), indispensable au recyclage du récepteur.

6-Autres mécanismes de régulation

Il a été¢ démontré in vitro que 1’ubiquitine-ligase MARCHS (Membrane-Associated
RING-CH 8) reconnait spécifiquement le domaine transmembranaire du TfR1, ubiquitine le
domaine intracytoplasmique du récepteur et favorise ainsi sa dégradation lysosomale. Le niveau
endogéne de MARCHS régulerait donc le renouvellement du TfR1 en diminuant son niveau

protéique en l'ubiquitinant (Fujita et al. 2013).

Il a également été démontré qu’une surexpression de la rififyline, empéche le recyclage
du TfR1 a partir du compartiment endocytique de recyclage. La rififyline (ring finger and
FYVE-like domain-containing protein) est une protéine qui, lorsqu’elle est surexprimée in
vitro, induit un regroupement du TfR1, de Rab5 et Rab11 dans ’endosome de recyclage sous

forme tubulovésiculaire dans la région périnucléaire de la cellule (Coumailleau et al. 2004).

Plusieurs microRNAs (ou miR) ont ét¢ identifiés dans la régulation de 1’expression du
TfR1. Il s’agit de petits ARNs non codant qui agissent comme des répresseurs de la traduction
(Eliasson et Regazzi 2019). Le miR31 a été identifié chez des patients atteints d’un cancer
colorectal, le miR152 dans la cancérogenese hépatique, le miR148a dans I’hépatocarninome
cellulaire ou le miR107 dans un cancer colorectal (Hamara et al. 2013; Kindrat et al. 2015;

Babu et Muckenthaler 2019; Fu, Lin, et Xia 2019).

30



C-Expression physiologique versus pathologique

Le TfR1 est exprimé de fagon ubiquitaire par presque toutes les cellules a des niveaux
variables. Les niveaux les plus élevés de TfR1 ont été détectés sur les précurseurs des
érythrocytes, les érythroblastes, en raison de leur besoin tres élevé en fer nécessaire a la
réalisation de la synthése d’hémoglobine. Cependant, les cellules souches hématopoiétiques
ainsi que les érythrocytes matures n’expriment pas le TfR1 (Lebman et al. 1982). Une forte
expression du récepteur est présente sur les cellules ayant un taux de prolifération élevé, comme
les cellules de I’épithélium intestinal, de I’épiderme basal ou encore les lymphocytes activés. Il
est également détectable sur certains tissus sains comme la portion endocrine du pancréas, les
hépatocytes, les cellules de Kiipffer, les tubules séminiféres des testicules, la glande pituitaire,
I’endothélium vasculaire des capillaires au niveau de la barriére hémato-encéphalique, les

tubules rénaux, ... (Gatter et al. 1983)

L’absence d’expression du TfR1 est 1étale chez la souris et donc probablement chez tous
les mammiféres en regard de la conservation de ce geéne au cours de 1’évolution. En effet,
I’absence du récepteur est 1étale in utero avec des embryons anormaux qui décedent avant le
jour embryonnaire 12,5 (E12,5). Avant leur déces, les embryons présentent des signes
d'anasarque feetale avec paleur sévére, retard de croissance et épanchements péricardiques. De
plus, une analyse histologique a mis en évidence un cedéme et une nécrose diffuse dans tous les
tissus, correspondant a une anémie et & une hypoxie. A E9,5, les embryons présentent un
plissement de leur tube neural, avec une distorsion de son architecture cellulaire normale ainsi
que des signes histologiques d'apoptose également détectés dans d'autres tissus neuronaux

(Levy et al. 1999).

En plus de devoir étre exprimé, le TfR1 doit également étre fonctionnel et donc étre
internalisé et recyclé a la membrane plasmique afin de permettre I’entrée du fer dans la cellule.
En effet, une mutation affectant la tyrosine 20 formant le motif d’internalisation du TfR1 a été
identifiée chez des patients et caractérisée comme étant responsable d’un déficit immunitaire
combiné. Dans ce cas, I’entrée insuffisante de fer dans les cellules induit un défaut d’activation

des lymphocytes B et T, responsable de la pathologie (Jabara et al. 2016).

La surexpression du TfR1 dans les cellules cancéreuses a été observée depuis

longtemps. Par exemple, le récepteur est indétectable sur du tissu de sein sain alors qu’il est le
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souvent détecté dans les tissus cancéreux (Faulk, Hsi, et Stevens 1980). De plus, un lien a été
établi entre la détection de I’expression du TfR1 et la rechute dans le contexte du cancer de la
vessie. En effet, les patients chez lesquels le récepteur a été détecté ont montré un taux de
récidive deux fois plus important (Smith et al. 1990). De la méme fagon, de nombreuses études
ont pu corréler une forte expression du TfR1 avec le grade de la tumeur ainsi que le pronostique
de différents cancers comme le lymphome non-hodgkinien (Habeshaw et al. 1983) (Das et Shah
1990), les leucémies lymphoides chroniques (Das et Shah 1990), I’adénocarcinome du poumon
(Kondo et al. 1990), le cancer du sein (D. C. Yang et al. 2001), ou les cancers atteignant le

systéme nerveux (Prior, Reifenberger, et Wechsler 1990).

III-Endocytose et trafic vésiculaire

Par définition, toutes les cellules sont délimitées par une membrane plasmique qui
permet de séparer physiquement le contenu cytoplasmique du milieu extérieur. Cette membrane
est une structure dynamique capable de réguler l'entrée et la sortie des molécules. Elle permet
ainsi de maintenir des compositions différentes entre le milieu intracellulaire et extracellulaire
ainsi qu’entre les différents compartiments cellulaires, eux-mémes délimités par une
membrane. Elle est majoritairement composée de phospholipides amphiphiles mais contient
¢galement différents types de protéines ainsi que des sucres liés aux lipides ou aux protéines

(Figure 9).

Protéine
Glycoprotéine transmembranaire
__ Glycolipide
—— Téte polaire
Bicouche — Queue Phospholipide
lipidique || |ﬂ |r :: i; ;; || || hydrophobe

Protéine
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Figure 9 : Représentation schématique d’une membrane plasmique de mammifeére. La
membrane plasmique est organisée en bicouche lipidique principalement composée de phospholipides
amphiphiles. Des protéines s’insérent dans cette structure et sont, soit transmembranaires, soit insérées
dans un des deux feuillets membranaires. Des glycolipides sont ancrés sur des protéines ou des lipides
du coté extracellulaire de la membrane.
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Les petites molécules comme les ions, les acides aminés et les sucres traversent la
membrane plasmique a 1’aide de pompes ou de canaux protéiques, eux-mémes localisés dans
la membrane. Quant aux macromolécules, elles sont transportées dans la cellule par différents
processus d’invagination de la membrane plasmique créant ainsi I’apparition de vésicules.
L’ensemble de ces mécanismes est regroupé sous le nom d’endocytose. A partir de différents
compartiments endocytiques, le matériel internalisé est soit recyclé a la membrane plasmique,

soit dégradé¢ dans les lysosomes (Appelqvist et al. 2013).

De facon générale, I’endocytose est a 1’origine du renouvellement de la membrane
plasmique et permet de contrdler sa composition. Cette régulation permet a la cellule de
communiquer avec son environnement et de pouvoir y répondre de fagon appropriée par
exemple en endocytant un récepteur afin de diminuer la réponse a un stimulus extérieur. Mais
surtout, I’endocytose joue un role crucial dans le maintien de I’homéostasie cellulaire.

L’endocytose est également un acteur clef de la régulation de nombreux processus
cellulaires tels que la mitose (Hinze et Boucrot 2018), la présentation antigénique
(Mahmutefendi¢ et al. 2013), la migration cellulaire (Martinez et Rainero 2019), ... Elle peut
réguler de fagon positive différentes voies de signalisation intracellulaires (Hoeller, Volarevic,
et Dikic 2005). Elle peut aussi étre exploitée par les organismes pathogenes (Aigal, Claudinon,
et Romer 2015) comme des virus (M. Marsh et Helenius 2006), des toxines végétales (Spooner
et Lord 2015) ou bactériennes (Abrami et al. 2003), des lectines ou des bactéries (Veiga et

Cossart 2005) afin de faciliter leur entrée dans la cellule.

A-Les différents mécanismes d’endocytose

Jusqu’a trés récemment, les différents mécanismes d’internalisation étaient divisés en
deux groupes : la phagocytose et la pinocytose. Ce dernier groupe est lui-méme divisé en quatre
sous-groupes : la macropinocytose, 1’endocytose dépendante des clathrines, 1’endocytose
dépendante des cavéolines et I’endocytose indépendante des clathrines et des cavéolines (Figure

10).
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Figure 10 : Les différentes voies d’entrée dans la cellule chez les mammiféres. Les voies
d’endocytose sont divisées en 2 groupes : phagocytose et pinocytose. La derniére voie est elle-méme
divisée en 4 voies : la macropinocytose ou selon leur dépendance ou non a la clathrine et a la cavéoline.
Les voies different selon la taille de la vésicule endocytaire, la nature de la cargaison (ligands, récepteurs
et lipides) et le mécanisme de formation des vésicules. (D'aprés Conner et Schmid 2003)

Cependant ces dix derni¢res années, de nouvelles formes d’endocytose indépendantes

des clathrines et des cavéolines ont pu étre mises en évidence. Certaines d’entre elles coexistent

dans les cellules et leur présence ainsi que leur proportion relative varient en fonction du type

cellulaire observé. Aujourd’hui, plus de dix voies différentes ont été décrites (Figure 11).
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Figure 11 : Caractéristiques moléculaires et morphologiques des principales voies
endocytiques identifiées chez les mammiféres. (D'aprés Doherty et McMahon 2009)
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1-Phagocytose

Chez les mammiferes, la phagocytose est principalement utilisée par des cellules
spécialisées comme les macrophages, les monocytes et les neutrophiles (Allen et Aderem
1996). Elle a pour fonction la clairance des gros pathogenes (bactéries, levures) ou des gros
débris (cellules mortes, dépots de gras artériel, ...). Cette forme d’internalisation aboutit a la

formation de vésicules appelées phagosomes dont la taille peut atteindre 1’ordre du micrométre.

I1 s’agit d’un mécanisme actif impliquant des récepteurs de surface spécifiques (Aderem
et Underhill 1999) ainsi que des cascades de signalisation faisant intervenir des membres de la
famille des Rho-GTPases (Wolpert L. et al. 2000). Il existe trois différents modes de
phagocytose caractérisés par la nature de la particule internalisée ainsi que par la nature des

récepteurs reconnaissant cette particule (Figure 12).

Phagocytose provoquée
Macropinocytose

Phagocytose par
engloutissement
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.

Phagocytose a

fermeture éclair

Récepteurs Fc,
dectine

f
Microfilaments | % 1
d’actine
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Figure 12 : Représentation schématique des trois modeéles de phagocytose. La phagocytose
est un processus d’internalisation spécifique des cibles particulaires (micro-organismes, cellules mortes

/ mourantes, débris environnementaux) par divers mécanismes. La phagocytose est limitée aux cellules
spécialisées et dépend de I’actine. (D'aprés Underhill et Goodridge 2012)

\
|

Le premier type de phagocytose est dit « a fermeture éclair » (ou zipper model) et
implique des récepteurs Fc (Fraction cristallisable des anticorps) ou la dectine. Les récepteurs
Fc reconnaissent les immunoglobulines (Ig) de type G fixées sur ’antigéne (Ag). Cette liaison
induit la formation d’excroissances membranaires, les pseudopodes, qui s’enroulent autour de
leur cible avant de I’internaliser.

Une deuxieme catégorie de phagocytose implique le récepteur au complément CR3 dont
le ligand est le C3bi. Une fois le ligand fixé par son récepteur, I’Ag est internalisé par :

o engloutissement du complexe dans la membrane plasmique,
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o la formation de protrusions membranaires contenant le récepteur CR3 qui se referment

sur I’antigéne (comme pour la macropinocytose).

Une fois formés, les phagosomes commencent un processus de maturation (Flannagan,
Jaumouill¢, et Grinstein 2012). Dans un premier temps, ils ne peuvent fusionner qu’avec les
endosomes précoces pour donner les phagosomes précoces. Ils peuvent alors commencer a
fusionner avec les endosomes tardifs et les lysosomes pour donner les phagosomes tardifs et
les phagolysosomes respectivement. Au cours de ce processus, le phagosome devient tres acide

(pH luminal de 4,5), hautement oxydant et enrichi en enzymes qui dégradent son contenu.

2-Macropinocytose et renflements dorsaux circulaires

Cette forme d’internalisation peut étre détectée de facon transitoire dans la plupart des
cellules. En réponse a la présence de divers stimuli, comme des facteurs de croissance, la cellule
« hérisse » sa membrane plasmique. Les GTPases de la famille des protéines Rho, en agissant
sur la formation des microfilaments d’actine, permettent a la cellule d’orienter ses protrusions
membranaires. Ces derniéres finissent par s’effondrer sur elles-mémes et fusionnent avec la
membrane plasmique en formant de grosses vésicules d’endocytose contenant de gros volumes
de milieu extracellulaire, les macropinosomes. Ces vésicules de grande taille ont un diametre
pouvant atteindre le micrométre. Pour la plupart, les protéines régulant la macropinocytose sont
¢galement impliquées dans la régulation de la polymérisation de I’actine comme les protéines
WASP (Wiskott—Aldrich Syndrome Protein) (Innocenti et al. 2005).

Ce mécanisme endocytique semble avoir différentes fonctions. En effet, les cellules
dendritiques ont recours a la macropinocytose de fagon intensive afin de remplir leur role
d’immuno-surveillance (Ira Mellman et Steinman 2001). Il a également été démontré que la
macropinocytose contribue a la migration des amibes (Martinez et Rainero 2019). Enfin, des
organismes pathogenes peuvent se servir de ce mécanisme afin de pénétrer dans les cellules
eucaryotes. Par exemple, certains organismes injectent des toxines a I’intérieur de la cellule
cible, ce qui active la macropinocytose et donc I’internalisation du pathogéne par la cellule.
(Steele-Mortimer, Knodler, et Finlay 2000).

Plus récemment, un nouveau mécanisme similaire a la macropinocytose a été mis en
¢vidence, les « renflements dorsaux circulaires » (CDR pour Circular Dorsal Ruffles), qui se
forment en réponse a la présence d’EGF (Epithelial Growth Factor) (Orth et al. 2006). Méme

si de nombreux acteurs moléculaires impliqués dans ces deux processus sont identiques, il
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existe des différences. Par exemple, la dynamine qui recrute la cortactine favorisant la
polymérisation de I’actine intervient uniquement dans la génération des CDR (Cao et al. 2010).

Contrairement au phagosome, le macropinosome est immédiatement capable de
fusionner avec les différents compartiments de la voie endocytaire classique mais il peut aussi

étre recyclé (J. P. Lim et Gleeson 2011).

3-Endocytose dépendante des cavéolines

Les cavéoles ont été¢ découvertes en 1953 par G. Palade (Palade 1953), puis leur nom
définitif leur est attribu¢ en 1955 par E. Yamada (Yamada 1955). 1l s’agit d’invaginations de la
membrane plasmique identifiées dans la plupart des types cellulaires. Dans la membrane
plasmique, les cavéoles délimitent des micro-domaines riches en cholestérols, sphingolipides,
molécules de signalisation et transporteurs (R. G. W. Anderson 1998). Leur diamétre est
d’environ 60nm et elles ont une forme ovoide caractéristique qui leur est conférée par la
présence de la cavéoline. Cette protéine forme des dimeres, ce qui lui permet de générer des
boucles hydrophobes qui s’insérent dans le feuillet interne de la membrane plasmique,
préférentiellement dans les zones riches en cholestérol. La cavéoline s’associe a un complexe

formé d’autres protéines, les cavines 1, 2, 3 et 4, le tout formant les cavéoles (Figure 13).

Légende :
Monomere de Oligomere de
cavéoline 1 cavéoline 1

Autres lipides
membranaires

Complexe de
@ prainsiasp: O Cholestérol = o

Légende :

? Phospholipides ? Shingolipides

Figure 13: Représentation schématique de la formation d’une cavéole. Les cavéoles se
forment dans des domaines riches en phospholipides, sphingolipides et cholestérols. Les oligomeres de
cavéoline-1 et le complexe formé par les cavines 1 a 4 jouent un réle crucial dans la formation et le
maintien de ces structures. (D'aprés Bastiani et Parton 2010)

De fagon claire, le recrutement ainsi que la formation des microfilaments d’actine sont
indispensables a la voie des cavéoles (Pelkmans, Plintener, et Helenius 2002). Cependant, le
role de la dynamine est controversé puisque certains affirment sa présence et son implication
dans la scission de la cavéole (Oh, MclIntosh, et Schnitzer 1998). D’autres ont démontré que

des cavéoles, mémes ¢loignées de la membrane plasmique peuvent rester connectées, la
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scission n’ayant pas lieu (Parton et al. 2002). Une fois formées, les cavéoles peuvent fusionner
entre elles ou avec d’autres compartiments cellulaires (Doherty et McMahon 2009).

En ce qui concerne son rdle, cette voie a été observée dans des phénomenes de
transcytose dans les cellules endothéliales (Frank, Pavlides, et Lisanti 2009). De plus, il a été
démontré que les cavéoles sont des structures statiques au niveau de la membrane plasmique
(Thomsen et al. 2002). Cette immobilité peut s’expliquer par le role de senseur mécanique des
cavéoles. En effet, ces structures sont capables de s’aplatir en réponse a une tension exercée sur
la membrane plasmique puis de céder une partie de leur membrane, permettant ainsi de

diminuer la tension exercée (Sinha et al. 2011).

4-Endocytose indépendante des cavéolines et des clathrines

Ce type d’endocytose regroupe plusieurs mécanismes dont les voies CLIC/GEEC,

IL2RB, Arf6 ou flotillines qui sont développées en Annexel.

5-Endocytose dépendante des clathrines (CME)

L’endocytose dépendante des clathrines ou CME (Clathrin Mediated Endocytosis) est
la voie d’internalisation la plus étudiée. Elle est caractérisée par la présence d’un manteau
protéique a ’origine de la formation de la vésicule d’endocytose. Ce manteau recouvre
totalement la vésicule et est composé de clathrines. Ces vésicules ont été décrites pour la
premiére fois en 1975, et leur diamétre est évalué a 600A avec le manteau de clathrine et 350A
sans manteau (Pearse 1975). La clathrine est une chaine polypeptidique de 180kDa composée
de 3 chaines lourdes et 3 chaines légeres assemblées en une structure a 3 branches nommée
triskele (Ungewickell et Branton 1981). Elle comporte un motif CHCR (Clathrin Heavy Chain
Repeat Motif) repete sept fois dans sa chaine lourde (Ybe et al. 1999). (Figure 14)
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Figure 14 : Différentes représentations de la clathrine depuis sa découverte a nos jours.
(a) Observation par microscopie électronique (D'aprés Ungewickell et Branton 1981). (b)
Représentation atomique de la clathrine. CHCR : Clathrin Heavy Chain Repeat motif. (D'apres Fotin et
al. 2004)
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La CME est empruntée par un trés grand nombre de récepteurs membranaires dont les
plus emblématiques dans 1’étude de cette voie sont I’EGFR, récepteur a I’EGF, ainsi que le
TfR1. Il s’agit d’un processus trés bien décrit dans la littérature et que I’on peut séparer en 3
phases : la nucléation ou I’assemblage du manteau de clathrines sur la face intracytoplasmique
de la membrane plasmique, I’invagination de la membrane plasmique induisant la formation de

la vésicule d’endocytose et la scission de la vésicule. (Figure 15)

Figure 15 : Observation par microscopie ¢lectronique a transmission des étapes de la
formation d’une vésicule d’endocytose dans la voie CME. (a) Début d’invagination de la
membrane plasmique recouverte de clathrines sur sa face intracytoplasmique. (b) Invagination plus
profonde de la membrane, début d’apparition d’une vésicule. (c¢) Etape finale de la formation d'une
vésicule avant la fusion de la membrane au col de l'invagination. (d) Vésicule d’endocytose détachée de
la membrane plasmique et toujours entourée de son manteau de clathrines. (D’aprés Perry et Gilbert
1979)

a-Nucléation

Pour commencer, un motif d’internalisation présent sur les protéines cargo est reconnu
par des protéines adaptatrices. Ces interactions induisent une accumulation des protéines cargo
dans la future zone de formation de la vésicule d’endocytose (Tom Kirchhausen, Owen, et
Harrison 2014).

11 existe différentes protéines adaptatrices comme la famille des AP (Adaptor/Assembly
Protein) composée de 5 membres dont un ayant une place centrale dans la CME, la protéine
AP2. En effet, cette protéine permet de recruter les protéines cargo, d’autres protéines
adaptatrices comme la stonine ou la [-arrestine, des protéines d’échafaudage et méme la
clathrine. AP2 est un complexe hétéro-tétramérique d’environ 300kDa qui est composé de :

- 2 grandes sous-unités de 100kDa chacune : I’a et la f2-adaptine ;

- 1 sous-unité de 50kDa, la p2-adaptine ;

- 1 petite sous-unité de 17kDa, la 02-adaptine (Tomas Kirchhausen 1999).

La protéine AP2 se lie de facon simultanée aux clathrines via son domaine 52 et aux protéines

cargos via ses domaines p2 et g2.
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De facon générale, il existe différents signaux d’endocytose présents dans la portion
intracellulaire des protéines internalisées. Ces différents motifs sont reconnus par les protéines
adaptatrices et peuvent étre une séquence en acides aminés (YXX¢ avec Y, une tyrosine et ¢,
un acide aminé¢ hydrophobe de grande taille ; le motif di-leucine [DE]XXXLI[LI] ;
[FY]XNPX[YF]), une phosphorylation, une ubiquitination ou encore un cluster acide (Traub
2009). AP2 ne reconnait que les motifs YXX¢ et di-leucine.

D’autres protéines adaptatrices interagissent avec AP2 et indirectement avec la clathrine
dans la CME. Ces protéines sont souvent spécifiques des cargos internalisés : par exemple, la -
arrestine reconnait les récepteurs couplés aux protéines G (Ferguson et al. 1996), la stonine
reconnait la synaptotagmine (Diril et al. 2006) et Dab2 (disabled homolog 2) reconnait le
récepteur au LDL (Low Density Lipoprotein) (Keyel et al. 2006). En ce qui concerne le TfR1,
la protéine adaptatrice se fixant sur le récepteur est AP2 qui reconnait le motif YTRF (Tyrosine,
Thréonine, Arginine, Phénylalanine).

Ces protéines adaptatrices sont indispensables dés la premicre étape de la CME
puisqu’elles servent au recrutement, ainsi qu’a la polymérisation de la clathrine qui ne peut pas

se fixer directement sur la protéine internalisée (Figure 16).
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Figure 16 : Modéles de formation des vésicules de clathrine. (a) Modéle général en 3 étapes :
nucléation et recrutement de la machinerie d’endocytose, invagination de la membrane plasmique et
formation de la vésicule et scission. (b) Modéle dans lequel les CLASPs (CLathrin Associated Sorting
Proteins), la clathrine et AP2 sont impliquées dans la nucléation du puit. (¢) Mode¢le dans lequel les Fcho
(Fer/Cip4 homology domain-only proteins) et les CLASPs sont impliquées dans la nucléation du puit ;
la clathrine et AP2 sont recrutées plus tardivement. (D’aprés Merrifield 2012)
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b-Invagination de la membrane plasmique

Méme si la protéine AP2 joue un role central dans la formation des vésicules
d’endocytose de la CME, sa faible affinité pour la membrane plasmique ne suffit pas a induire
la formation d’invaginations membranaires. De plus, I’observation fréquente de polyméres de
clathrines en forme de treillis plat a la surface des cellules montre que leur seule présence ne
suffit pas a induire une courbure de la membrane plasmique (Boucrot et McMahon 2011).
Plusieurs protéines capables d’induire une courbure de la membrane plasmique et impliquées
dans la formation des vésicules de clathrine ont été identifiées comme 1’endophiline (Farsad et
al. 2001), I’epsine (Ford et al. 2002), I’amphiphisine (Peter et al. 2004) ou FBP17 (Formin
Binding Protein 17) (Shimada et al. 2007). La plupart d’entre elles ayant un réle tardif dans la
formation de la vésicule, elles ne sont donc pas responsables de 1’invagination initiale de la
membrane plasmique.

Les proté¢ines FCHo ont été identifiées comme associées a I’étape précoce de courbure
de la membrane plasmique et ont été détectées a la membrane plasmique avant le recrutement
des protéines AP2 et de la clathrine. Des expériences d’inhibition de I’expression des FCHo ont
mis en évidence une diminution du nombre de puits de clathrine a la membrane ainsi qu’une
inhibition de I’endocytose de récepteurs comme I’EGFR ou le TfR1 (Henne et al. 2010). De la
méme facon, une augmentation d’expression des FCHo a montré une augmentation du nombre
de puits de clathrine. Ces FCHo sont caractérisées par la présence d’un domaine F-BAR (F pour
domaine FCH i.e Fes et CIP4 Homology / BAR pour Bin Amphiphysin Rsv) dans leur structure
(Henne et al. 2007). Ce domaine F-BAR est essentiel dans leur fonction puisque des
expériences de mutation le ciblant ont montré une inhibition de la capacité des FCHo a induire
une courbure de la membrane plasmique (Reider et al. 2009).

Cependant, une étude plus récente contredit I’intervention précoce des FCHo dans la
formation des vésicules de clathrine et leur attribuerait un role dans la stabilisation du manteau
de clathrine autour des vésicules (Cocucci et al. 2012). Malgré le nombre important d’études

menées sur les mécanismes impliqués dans la CME, il reste encore des étapes a préciser.

Une fois la courbure de la membrane initiée, la taille du puit de clathrine augmente
jusqu’a former une vésicule recouverte de clathrine formant un motif caractéristique en forme

de « nid d’abeilles » (Figure 17).
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Figure 17 : Observation par microscopie électronique du manteau de clathrines qui
entoure les vésicules d’endocytose dans la CME. (D’aprés Heuser 1980)

c-Scission de la vésicule

Une fois la vésicule d’endocytose formée, les feuillets internes de la membrane
plasmique se rapprochent au niveau du cou de la vésicule. Cette proximité permet
I’établissement d’un contact entre les feuillets membranaires qui fusionnent ce qui permet le
détachement de la vésicule de la membrane plasmique.

Dans la CME, la scission de la vésicule d’endocytose est réalisée par la dynamine
(Marks et al. 2001). Cette protéine est une GTPase qui nécessite la présence de GTP qu’elle
hydrolyse pour étre active. Une fois activée, elle se polymérise en forme d’hélices au niveau du
cou de la vésicule, ce qui rapproche les membranes entrainant leur fusion et ainsi le détachement
de la vésicule d’endocytose (Daumke, Roux, et Haucke 2014) (Figure 18). Des expériences
ayant montré que I’inhibition de 1’activit¢é GTPase de la dynamine empéche la fission de la
vésicule d’endocytose, la dynamine est donc indispensable pour cette étape de la CME (Tom
Kirchhausen, Macia, et Pelish 2008). Cependant, la dynamine ne semble pas suffisante a
expliquer la fission. En effet, la génération d’une tension mécanique ainsi que des changements
de composition lipidique de la membrane au niveau du cou de la vésicule sont importants pour
I’étape de fission (Roux et al. 2005). Il a notamment ét¢ démontré que des protéines a domaine
BAR, comme I’endophiline ou I’amphiphysine, sont présentes au niveau du cou de la vésicule
(Taylor, Perrais, et Merrifield 2011). Ces molécules contenant des hélices amphiphiles sont
capables de s’insérer dans la membrane plasmique ce qui favoriserait la scission de la
membrane en augmentant sa tension (Boucrot et al. 2012). La dynamine recrute également
d’autres protéines comme la cortactine, qui permet la polymérisation des microfilaments

d’actine, processus trés important dans la CME (McNiven et al. 2000).
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Figure 18 : Représentation schématique du role de la dynamine dans la fission de la
vésicule d’endocytose dans la CME. La dynamine s’accumule sous forme GTP au niveau du col
des vésicules de clathrine. L'hydrolyse du GTP en GDP de la dynamine entraine un rétrécissement de la
membrane et s’achéve par la fission et donc la formation d’une vésicule d’endocytose indépendante de
la membrane plasmique. (D’aprés Hinshaw 2006)

Une fois la vésicule détachée de la membrane plasmique, I’auxiline recrute rapidement
I’ ATPase Hsc70 (Heat shock cognate 70) qui contribue a désassembler le manteau de clathrines
(Massol et al. 2006). Les molécules de clathrine libérées peuvent alors s’assembler pour former

un nouveau manteau et donc une nouvelle vésicule d’endocytose.

d-Réle du cytosquelette d’actine

Chez la levure, le réle de 1’actine est indispensable dans la CME (Galletta, Mooren, et
Cooper 2010). Cependant chez les mammiferes, 1'actine ne semble indispensable que dans
certaines conditions comme lors de 1’internalisation de gros cargos ou bien lorsque I'endocytose
a lieu dans des zones riches en actine (Mooren, Galletta, et Cooper 2012). Il a également été
démontré que la tension de la membrane plasmique détermine la dépendance ou non a I’actine
et qu’elle peut varier en fonction du type cellulaire et de son environnement (existence de
pressions mécaniques ou osmotiques) (Boulant et al. 2011).

Parmi les cellules de mammifeéres, 1’utilisation d’inhibiteurs de la dé/polymérisation de
I’actine affecte la CME de fagon variable : on peut observer un blocage partiel de I'endocytose
(Fujimoto et al. 2000), ou bien un blocage limité a la surface apicale des cellules épithéliales
(Gottlieb et al. 1993). Différentes études ont démontré que ’actine joue un rdle dans la
formation des vésicules (Mooren, Galletta, et Cooper 2012), dans la formation du cou de la
vésicule (Boulant et al. 2011) ainsi que dans la fission (Taylor, Lampe, et Merrifield 2012).

Méme si son réle n’est pas toujours indispensable chez les mammiferes, 1’actine

intervient dans la plupart des étapes de la CME, facilitant ainsi I’internalisation des cargos.
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B- Le systéme endosomal

Quelle que soit la voie d’endocytose empruntée, la vésicule formée rejoint le systéme
endolysosomal de la cellule. Il s’agit d’un systeme trés dynamique composé de différents
compartiments endocytiques spécialisés qui permet de trier les protéines cargo internalisées et

ainsi de déterminer leur devenir : dégradation ou recyclage. (Figure 19)
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Figure 19 : Représentation schématique du systéeme endolysosomal. Avec en rouge, le trajet
emprunté par les récepteurs dits « de signalisation » destinés a étre dégradés comme le récepteur a I’EGF
et en bleu, les récepteurs dits « nutritifs » et destinés a étre recyclés comme le TfR1.

1- L’endosome précoce (EE)

L’endosome précoce ou Early Endosome (EE) est le compartiment endocytaire de la
cellule qui recoit le matériel endocyté. En ce qui concerne la voie CME, empruntée par le TfR1,
la vésicule nouvellement formée fusionne avec I’EE dans les minutes suivant la perte de son
manteau de clathrines. L’EE se transforme alors en un compartiment spécialisé dans le tri des
molécules internalisées. De fagon simplifiée, ce compartiment permet de trier les protéines
recyclées, celles dégradées et celles envoyées vers 1’appareil de Golgi (Huotari et Helenius
2011). Ce compartiment est caractérisé par un pH légérement acide (pH~6,2) en comparaison
avec le pH du milieu extracellulaire (pH~7,4) (Scott, Vacca, et Gruenberg 2014). Il présente a
sa surface des tubulations membranaires (Geuze et al. 1983) dirigées vers le cytoplasme ainsi

que des vésicules intraluminales (ILV). Malgré la grande quantité d’échanges membranaires
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avec les autres compartiments cellulaires, ’EE garde une taille relativement constante, en

parvenant a maintenir un équilibre entre les arrivées et les départs.

Une des caractéristiques trés importante des EE est la présence en grande quantité de
PI3P (Phosphatidyllnositol-3-Phosphate), également présent dans les ILV (Gillooly et al.
2000). Ce lipide est important puisqu’il intervient a différentes étapes de la machinerie
endocytique comme le trafic endocytaire (Birkeland et Stenmark 2004), le tri des protéines vers
la voie de dégradation (Petiot et al. 2003) ou encore la mobilité des compartiments endocytiques
(Huotari et Helenius 2011). De fagon plus générale, tout un systéme de kinases et phosphatases
permet la régulation de la production des phosphoinositides au niveau des différents

compartiments et contrdle ainsi la voie endolysosomale (Bissig et Gruenberg 2013).

A partir de ’EE, des vésicules peuvent bourgeonner et étre directement recyclées a la
membrane, il s’agit de la voie de recyclage rapide. Il existe également une voie de recyclage
lente qui nécessite la maturation d’une partie de I’EE en endosome de recyclage ou ERC
(Endosomal Recycling Compartment) (Sheff et al. 1999). Les protéines recyclées par cette voie
transitent donc par ’ERC avant de rejoindre la membrane plasmique. Une voie supplémentaire
permet les échanges depuis I’EE vers I’appareil de Golgi, elle est appelée trafic rétrograde en

raison du réle de I’appareil de Golgi dans la synthese protéique. (Figure 20)
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Figure 20 : Représentation schématique des voies de routage empruntées par les protéines
cargo a partir de ’endosome précoce. Les vésicules internalisées transportent les cargos vers I’EE.
Apres la fusion avec I’EE, les cargos sont triés et dirigés vers différents compartiments. La voie de
recyclage comprend 3 voies principales : le trafic rétrograde (de I’EE vers I’appareil de Golgi et le retour
vers la membrane plasmique), le trafic lent (de ’EE vers I'endosome de recyclage puis le retour vers la
membrane plasmique) et le trafic rapide (de ’EE directement vers la membrane plasmique). (D’apres
McDermott et Kim 2015)
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L’EE est également caractérisé par la présence de petites GTPases de la famille des Rab
(Ras-related protein). Ces protéines régulent un grand nombre de fonctions au niveau des
compartiments cellulaires qui réalisent des échanges de molécules par le biais de vésicules
(Figure 21). La protéine Rab5 est connue pour interagir avec la kinase PI3Kf et les PI4- et PI5-
phosphatases et ainsi stimuler leur activité (Shin et al. 2005). De fagon générale, 1’alternance
des phosphatidylinositols (PI) régulée par Rab5 au niveau de la membrane plasmique remplit
de multiples fonctions, notamment la régulation du remodelage de 1'actine, le bourgeonnement
vésiculaire, la macropinocytose (Lanzetti et al. 2004) ou la motilité cellulaire (Palamidessi et
al. 2008). Ainsi en collaboration avec PI3P, Rab5 contribue a la régulation spatio-temporelle et
a la compartimentalisation des fonctions endosomales. En ce qui concerne I’EE, Rab5 joue un
rle primordial puisqu’elle permet d’assurer :

o lafusion entre les vésicules néo-endocytées et les EE préexistants, en interagissant avec
EEA1 (Early Endocytic Antigen 1) ainsi qu’avec les protéines SNAREs (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor) ;

o la formation de vésicules a partir de I’EE ;

o son déplacement en assurant son interaction avec les éléments du cytosquelette

(Wandinger-Ness et Zerial 2014).
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Figure 21 : Représentation de ’implication des protéines de la famille des Rab GTPases
le long de la voie endocytaire. Les Rab interviennent dans l'internalisation, le transport, la
dégradation, le recyclage a la membrane plasmique ainsi que I’adressage a ’appareil de Golgi des
molécules internalisées. (D’aprés Wandinger-Ness et Zerial 2014)

Une des particularités de I’EE est que sa fonction varie, selon la partie du compartiment

concernée. En effet, I’EE est organisé en microdomaines caractérisés par un enrichissement en
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GTPases qui diffusent latéralement a la surface de sa membrane. Les GTPases jouent ainsi un
role dans la coordination du trafic cellulaire que ce soit dans 1’espace ou le temps (Stenmark
2009). En effet, la voie de recyclage rapide est sous le controle de Rab4 tandis que la voie de

recyclage lente dépend de Rabl1.

En ce qui concerne les récepteurs de signalisation, ils sont ubiquitinés puis internalisés
dans les ILV a I’intérieur de I’endosome précoce. Le ligand se sépare alors de son récepteur en
raison de 1’acidité du milieu, ce qui stoppe la signalisation. Les ILV rejoignent ensuite
I’endosome tardif puis le lysosome ou les récepteurs sont dégradés.

L’ubiquitination est définie par I’ajout de protéines ubiquitines par liaison covalente sur
des protéines cibles. Cet ajout est réalis¢ par des enzymes, les ubiquitines ligases et sert de
signal de dégradation permettant 1’adressage des protéines cytosoliques vers le protéasome ou
des protéines membranaires vers le lysosome. En ce qui concerne les protéines membranaires,
I’ubiquitine permet leur internalisation dans les ILV en recrutant les protéines du complexe

ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) (Urbé 2005).

2-L’endosome multivésiculé / tardif

Les premiers endosomes multivésiculés (EMV) ont été observés par microscopie
¢lectronique des les années 50. Cependant, ils n’ont été associés a la voie endosomale que bien
plus tard et ont alors été identifiés comme des endosomes intermédiaires entre les EE et les
lysosomes (Gruenberg, Griffiths, et Howell 1989). Les EMV sont définis comme des
compartiments acides (pH~6) ayant un diametre d’environ 500nm et contenant des ILV dont la
taille est comprise entre 50 et 100nm (Klumperman et Raposo 2014). Les ILV sont enrichis en :

o Hydrolases,
o Lampl (Lysosomal-associated membrane protein 1) qui protége la membrane de 'EMV

des hydrolases (Huotari et Helenius 2011),

o LBPA (LysoBisPhosphatidic Acid), phospholipide non conventionnel impliqué dans la

formation des ILV (Kobayashi et al. 1998).

Les EMV migrent vers la région périnucléaire a 1’aide de la dynéine, moteur moléculaire

négatif, qui permet leur association aux microtubules (Bissig et Gruenberg 2013). Le

cytosquelette d’actine semble également jouer un role dans la mobilit¢ des EMV (Morel,
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Parton, et Gruenberg 2009). Au cours de leur déplacement, les EMV réalisent un processus de
maturation caractérisé par une accumulation d’ILV (Huotari et Helenius 2011).
Peu de temps avant la formation de ’EMYV, la partie de I’EE contenant les vacuoles
(dont la composition est distincte de la partie contenant les tubules) s’enrichit en Rab7 qui
remplace progressivement la protéine Rab5 (Rink et al. 2005). Deux théories expliquant la
formation des EMV, qui se sont longtemps affrontées, semblent coexister :
o théorie de la maturation : caractérisée par une conversion totale de Rab5 en Rab7. Les
EE localisés a proximité du noyau se transforment progressivement en EMV (Huotari
et Helenius 2011).
o théorie de la fission : séparation de la partie tubulaire (positive pour Rab5) de I’EE, qui
reste un EE, de la partie vacuolaire (positive pour Rab7), qui devient un EMV. Les EE
effectuant ce mécanisme sont localisés a proximité de la membrane plasmique

(Gruenberg, Griffiths, et Howell 1989).

Tout comme la voie endosomale globale, le passage de I’EE a ’EMYV est caractérisé par
un remodelage dynamique des compartiments impliqués qui subissent des processus de

maturation et d’acidification progressifs. (Figure 22)
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Figure 22 : Le systeme endolysosomal. Les vésicules endocytées fusionnent avec les EE qui se
déplacent vers le noyau le long des microtubules, tandis que les EMV se forment en héritant des vacuoles
des EE. La fusion d'un EMV avec un lysosome génére l'endolysosome, qui est ensuite converti en
lysosome. (D’apres Huotari et Helenius 2011)

Une fois formés, les EMV fusionnent avec le lysosome pour donner 1’endolysosome

(pH5,5) dans lequel le processus de dégradation commence avant de maturer en lysosome
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(pH4,6-5). Cependant, les EMV peuvent également fusionner avec la membrane plasmique en
libérant les ILV dans le milieu extracellulaire et donner des exosomes. Ces vésicules semblent
avoir un role dans la communication cellulaire, en échangeant différentes molécules comme

des acides nucléiques ou des protéines (Vlassov et al. 2012).

3-Le lysosome

Le lysosome est le dernier compartiment de la voie endosomale, excepté en cas de
recyclage du cargo. Il a une forme sphérique avec un diamétre allant de 0,2 a 1um. En
microscopie électronique, son contenu est dense aux ¢lectrons en raison d’une forte
concentration protéique (Novikoff 1956) (Figure 23). Il contient des vacuoles de composition,
de morphologie et de densité hétérogenes. Ceci s'explique par la diversité des cargos et du degré
de dégradation des protéines dans les différentes vacuoles. Le lysosome classique a haute
densité et a forte teneur en hydrolases correspond a 1’étape finale du processus de dégradation

(Huotari et Helenius 2011).
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Figure 23 : Observation par microscopie électronique de la morphologie de différents
compartiments endocytiques. (A) Endosome précoce avec quelques ILV ; (B) Endosome tardif avec
beaucoup d’ILV ; (C) Endolysosome avec des parties denses aux électrons ; (D) Lysosome avec un
lumen dense aux électrons. (D’aprés Huotari et Helenius 2011)

La distinction entre endosome tardif (LE) et lysosome est compliquée puisque les
molécules exprimées sur les lysosomes sont également présentes sur les LE. Les principales
composantes de la membrane des deux compartiments sont les protéines LAMP1 et LAMP?2,
qui forment une couche protectrice contre les hydrolases (Scott, Vacca, et Gruenberg 2014).

Les lysosomes sont des compartiments trés acides avec un pH (entre 4,6 et 5) qui est
maintenu a 1’aide de pompes a protons ATP (Adénine TriPhosphate) dépendantes et de canaux
ioniques présents sur la membrane de leurs vacuoles (I. Mellman, Fuchs, et Helenius 1986). Ce
pH est trés important pour permettre aux hydrolases lysosomales acides d’étre actives afin

qu’elles assurent la dégradation du matériel endocyté. Cette dégradation induit une
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accumulation de verticilles membranaires concentriques a 1’origine de 1’autre appellation du
lysosome, le « corps lamellaire » (Holtzman et Novikoff 1965; Luzio, Pryor, et Bright 2007).

La dégradation par le lysosome induit un arrét de la signalisation initiée par la liaison
ligand/récepteur a la membrane. On pourrait penser que les compartiments précédents ayant un
pH acide suffisant pour dissocier les deux molécules suffiraient a stopper la signalisation.
Cependant, sans étape de dégradation le récepteur peut étre recyclé a la membrane et induire
une nouvelle signalisation, si le ligand est toujours présent dans le milieu extracellulaire. Ceci
explique, au moins en partie, qu’un défaut de dégradation lysosomale est souvent associé a une
pathologie (Doherty et McMahon 2009).

Les lysosomes conventionnels peuvent aussi fusionner avec la membrane plasmique en
réponse 4 une augmentation du Ca”" cytosolique, on parle alors d’exocytose. Cette fusion
fournit de la membrane supplémentaire nécessaire a la réparation d’une plaie (McNeil et
Kirchhausen 2005). Dans certains types cellulaires, il existe également des lysosomes
spécialisés qui stockent les protéines sécrétoires néo-synthétisées. Il s'agit des mélanosomes,
des compartiments du CMH II, des granules des basophiles, des neutrophiles, des ¢osinophiles
et des mastocytes, des granules denses en plaquettes et des granules lytiques des lymphocytes

T cytotoxiques (Luzio, Pryor, et Bright 2007).

4-L’endosome de recyclage (ERC)

L’ERC est un organite tubulo-vésiculaire par lequel transite une grande partie des
composants de la membrane qui sont recyclés. Il est localisé prés du noyau et dans certains
types cellulaires, il entoure l'extrémité négative des microtubules au niveau du centre
organisateur des microtubules ou centrosome (Kelly et al. 2011).

L'ERC est un compartiment a longue durée de vie qui nécessite la formation
d'intermédiaires de transport (vésicules ou tubules). Ce mécanisme n'a pas été complétement
¢lucidé, bien qu'il soit probablement similaire a celui utilisé pour former d'autres intermédiaires
de transport. Par exemple, la clathrine et les protéines adaptatrices associées ont été observées
sur ’ERC, et la perturbation de la fonction de la clathrine peut modifier le recyclage. La
clathrine servirait donc a la formation de la vésicule mais pas forcément a la sélection des cargos
recyclés (Maxfield et McGraw 2004). Deux exemples de protéines régulant spécifiquement le
transport a partir de I'ERC sont la GTPase Rabl1 et la protéine Eps15 EHD1/Rmel car le

transport jusqu'au réseau trans-Golgien (TGN) et a la membrane plasmique sont affectés
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lorsque 1'activité de ces protéines est altérée (Lin et al. 2001). Rab6a’ semble jouer un rdle plus
important que Rab11 dans le transport de ’ERC au TGN (Mallard et al. 2002).

Les GTPases Rab4, Rab5 et Rab11 jouent un réle dans la régulation du recyclage. Elles
s’agregent dans des régions distinctes de la membrane des endosomes et définissent des
domaines fonctionnels spécialisés de la membrane (Sonnichsen et al. 2000). Rab4 et Rab5 sont
localisées dans les endosomes de tri et Rab4 est également associée a ’ERC. Rab4 semble
surtout jouer un role dans le recyclage direct vers la membrane plasmique, a partir des
endosomes de tri (van der Sluijs et al. 1992). Rabl1, localisée sur les membranes de ’ERC et
du TGN, a un rdle dans le recyclage depuis I’ERC vers la membrane plasmique (Chen et al.
1998; Ren et al. 1998). Lorsque la fonction de Rabll est altérée, le TfR1 reste bloqué et
s’accumule dans I'ERC. Le transport de la toxine Shiga de 'ERC au TGN et de GLUT4
(transporteur de glucose) vers un compartiment spécialisé des adipocytes requiert la fonction
de Rabl1, qui est indispensable dans de nombreuses voies de tri partant de I'ERC (Wilcke et al.
2000), (Zeigerer et al. 2002). Les mécanismes par lesquels Rab11 réglemente le transport a
partir de 'ERC ne sont toutefois pas connus.

La GTPase Rab12 est impliquée dans la voie de dégradation constitutive du TfR1 depuis
I’ERC versles lysosomes, voie indépendante de la voie de dégradation classique. Une expression
constitutive de Rab12 induit une diminution de la quantité protéique de TfR1 alors que son

ablation fonctionnelle induit son augmentation (Matsui, Itoh, et Fukuda 2011). (Figure 24)
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Figure 24 : Représentation schématique des principales Rab GTPases impliquées dans le
routage intracellulaire des récepteurs. L'EGFR (récepteur de signalisation) et le TfR1 (récepteur
nutritif) sont endocytés et transportés vers les endosomes par une voie Rab5 dépendante. L’EGFR et le
TfR1 sont respectivement ségrégés vers 1’endosome tardif et ’ERC. L’EGFR est dégradé dans les
lysosomes par une voie Rab7 dépendante. Certaines parties de I’ERC contenant le TfR1 sont recyclées
a la membrane plasmique de maniére Rab11 dépendante, tandis que d’autres parties sont transportées
vers le lysosome de fagon Rab12 dépendante. (D’aprés Matsui, Itoh, et Fukuda 2011).
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Chapitre 2 : Déprivation en fer comme stratégie thérapeutique
anti-cancéreuse

I-Les chélateurs de fer

Les chélateurs de fer sont de petites molécules naturelles ou synthétiques. Elles se fixent
au fer avec une tres grande affinité, rendant le fer chimiquement inerte. Les chélateurs ont tout
d’abord été utilisés dans le traitement des maladies impliquant des surcharges en fer et ils ont

ensuite été étudiés pour leur potentiel anti-cancéreux.

A-Les chélateurs de fer comme anti-cancéreux

Deés le début des années 1980, les effets antiprolifératifs de la chélation du fer ont été
démontrés in vitro dans des modeles de leucémie (Foa et al. 1986), de neuroblastome (Julie
Blatt et Stitely 1987) et de cancer du sein (Reddel, Hedley, et Sutherland 1985).

Le chélateur de fer utilis¢é comme agent antinéoplasique peut agir par 'un des deux
mécanismes suivants. Le premier est la diminution de la disponibilité du fer, indispensable a la
réalisation de nombreux processus cellulaires. Le deuxiéme mécanisme est I’augmentation de
I’activité redox du fer, qui induit la production de ROS dans la cellule néoplasique, qui entraine

des dommages et la mort cellulaire. (Heath et al. 2013). (Figure 25)

DFO Dp44mT

r go rzez*/Cuz’
@ 1.Déprivation @
en fer v
Agents
réducteurs
2.Mort cellulaire

induite par les @
o

05y ey
oS 1 e complexes Fe?*/Cul*

Figure 25 : Différences dans les mécanismes d'action anti-cancéreux de deux chélateurs
de fer : DFO et Dp44mT. Le DFO se lie avec une forte affinité au Fe’" et forme un complexe de
ratio 1:1. Le Dp44mT forme un complexe avec le Fe’* de ratio 2:1 et forme des complexes redox actifs
avec le fer et le cuivre, induisant la génération de ROS ce qui le rend toxique. (D’aprés Lane et al. 2014)
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B-Différentes classes de chélateurs de fer

Les chélateurs de fer différent par leur structure, leur activité antiproliférative et leur
mode de fonctionnement. Leur capacité a inhiber la prolifération cellulaire dépend
proncipalement de leur lipophilie et de leur activité redox. En effet, les molécules lipophiles
entrent plus facilement dans les cellules et ont un meilleur acces au fer intracellulaire. De plus,
certains chélateurs ont la capacité de séquestrer le fer présent dans le noyau de la ribonucléotide
réductase ce qui augmente leur activité antiproliférative (Hodges, Antholine, et Horwitz 2004).
Une partie des chélateurs est capable de lier les deux formes Fe®" et Fe” ce qui leur confére une
plus forte activité redox (Kalinowski et Richardson 2005). Cette activité¢ dépend de la fagon
dont le chélateur se lie au fer :

o liaison hexadentate : treés forte affinité mais pas d’accés au fer par les molécules
oxygénées et donc pas de production de ROS,
o liaison bidentate ou tridentate : plus faible affinité et donc acces au fer par les molécules

oxygénées facilité ce qui permet la production de ROS.

1-La déferoxamine (DFO)

La déferoxamine (DFO) ou desferrioxamine (Desferal, Novartis) est une molécule
naturelle produite par la bactérie Streptomyces pilosus. 11 s’agit du premier chélateur de fer
utilisé en clinique pour traiter les surcharges en fer. Il établit une liaison hexadentate avec le
Fe’" formant un complexe de ratio 1 : 1 qui le rend métaboliquement inactif et incapable
d’induire la production de ROS (Keberle 1964). Cette caractéristique entrave fortement sa
capacité antiproliférative, tout comme sa nature hydrophile qui diminue fortement son

absorption par I’intestin et sa durée de vie dans le plasma. (Figure 26)

0 NH,

DFO Complexe DFO/Fe3+*
Figure 26 : Structure chimique du DFO seul (a gauche) et complexé au fer (a droite). Le

DFO change de conformation pour se lier au Fe’* en I’entourant ce qui empéche les molécules
oxygénées d’accéder au fer et entrave la production de ROS. (D’aprés Kalinowski et Richardson 2005)
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La DFO est administrée par voie intraveineuse pendant de longues périodes de 8 a 12h
avec une fréquence de 5 a 7 fois par semaine en raison de sa faible absorption. Elle n’est pas
trés bien tolérée par les patients qui présentent des douleurs et des gonflements au site
d’injection (Poggiali et Cassinerio 2012). Plusieurs analogues de la DFO ont été développés
pour améliorer sa perméabilité, cependant aucun n’a montré plus d’efficacité que la DFO (Thnat,
Vennerstrom, et Robinson 2000).

Des études précliniques ont montré que certains cancers comme la leucémie (Becton et
Roberts 1989) ou le neuroblastome (Fan et al. 2001) sont sensibles a la chélation du fer par la
DFO. Une étude clinique de phase II sur des patients atteints d’un neuroblastome ont montré
une diminution des infiltrations dans la moelle osseuse de 7 patients sur 9 et une réduction de
la masse tumorale chez un des patients (Donfrancesco et al. 1990). Dans un modele murin de
cancer du pancréas, I'utilisation de la DFO a montré une augmentation de la réponse a une

chimiothérapie couramment utilisée, la gemcitabine (Nuhn et al. 2009).
2-Le déférasirox (DFX)

Le déférasirox (DFX) ou Exjade (Novartis) est une molécule synthétique qui établit une
liaison tridentate avec le Fe’" avec un ratio 2 :1 permettant ainsi la production de ROS. Le DFX
est trés lipophile et donc perméable aux membranes cellulaires. Il a une demi-vie qui s’étend
de 7 a 18h et sa prise peut étre orale. Il a été approuvé par la FDA (Food and Drug
Administration) en 2005 dans le traitement des surcharges en fer (Lindsey et Olin 2007).

Ses actions antiproliférative et apoptotique ont été démontrées sur des lignées
d’hépatome (Chantrel-Groussard et al. 2006) et de leucémie (Messa et al. 2010). Le DFX a
¢galement montré une action anti-tumorale in vivo, sur des modeles murins de cancer du
poumon (Lui et al. 2013). Chez un patient atteint de leucémie aigué myéloide résistant aux
chimiothérapies, une rémission compléte a été observée avec un traitement au DFX (Fukushima

etal. 2011).
3-La tachpyridine

La tachpyridine est une molécule synthétique qui établit une liaison hexadentate avec le
fer mais aussi avec le zinc, le cuivre, le calcium, le magnésium ou le manganése (Zhao et al.
2004). Elle se lie au Fe’" et le réduit en Fe*', permettant ainsi la génération de ROS (Samuni et
al. 2002). Une augmentation de la sensibilité aux radiations ionisantes de lignées de cancer du

colon a également été observée en présence de tachpyridine (Turner et al. 2005).
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4-La pyridoxal isonicotinoyl hydrazone (PIH)

Les analogues de la PIH ont une meilleure affinité pour le Fe’*, ils diminuent la
production des ROS et protégent I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) du stress oxydatif
(Hermes-Lima et al. 1998). Ils sont lipophiles et établissent une liaison tridentate avec le fer.
Ils ont une tres forte capacité de chélation du fer ce qui les rend plus efficace pour traiter les
surcharges en fer que les cancers. Leur effet antiprolifératif est faible in vitro avec une ICsy
(concentration a laquelle on observe 50% d’inhibition) 3,4 fois inférieure a celle de la DFO sur
lignée (Richardson, Tran, et Ponka 1995). Des analogues montrant de bien meilleures capacités

antiprolifératives (ICso ~50 fois inférieure) ont donc ét¢ développés (Becker et al. 2003).

5-Les thiosemicarbazones

La thiosemicarbazone est une molécule synthétique qui établit une liaison tridentate
avec le Fe*" et le Fe’", ce qui lui confére une activité redox. Elle se lie également au cuivre et
au zinc. Elle agit directement sur la ribonucléotide réductase ce qui lui confére une activité
antiproliférative (Shao et al. 2006). Excrétée trop rapidement par 1’organisme, un analogue, la
triapine avec une €¢limination beaucoup plus lente, a été développé. Plusieurs études cliniques
de phase I ont été réalisées avec la triapine seule ou combinée avec de la chimiothérapie ou de
la radiothérapie. Une potentialisation des effets de la radiothérapie dans un cancer du pancréas

a notamment ét¢ démontrée (Martin et al. 2012).

6-Les di-2-Pyridylketone Thiosemicarbazones (DpT)

Les DpT sont des molécules synthétiques hybrides entre la PIH et la thiosemicarbazone.
Elles se lient au Fe*" avec une forte affinité et induisent la production de ROS. Le Dp44mT (di-
2-pyridylketone 4,4,-diméthyl-3-thiosemicarbazone) est le DpT le plus puissant avec une
activité antiproliférative démontrée in vitro et in vivo sur des xénogreffes murines de cancers

humains de carcinome de poumon, de neuro-épithéliome et de mélanome (Whitnall et al. 2006).

C-Les effets de la déprivation en fer au niveau cellulaire

Le chélateur de fer agit a différents niveaux. Tout d’abord, il fixe le fer qui devient

inactif et voit sa concentration intracellulaire diminuer (Baker, Vitolo, et Webb 1985). Le
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chélateur affecte différentes protéines comme des cyclines, des kinases dépendantes des
cyclines (CDK), des inhibiteurs des CDK ainsi que la ribonucléotide réductase, induisant ainsi
un arrét du cycle cellulaire. En favorisant la réaction de Fenton, le chélateur induit la production
de ROS provoquant alors des dommages sur les protéines, les lipides et sur I’ADN. Il peut aussi
induire 1’expression de suppresseurs de métastases ou de tumeurs comme NDRGI1 (N-myc
Downstream Regulated Gene 1) et pS3 (protéine suppresseur de tumeur 53). De fagon globale,
ces changements aboutissent & une diminution de la prolifération cellulaire et a une induction

de I’apoptose des cellules ciblées. (Figure 27)

Mécanismes généraux de faction anti-cancéreuse des chélateurs de fer

en fer
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Figure 27 : Principaux mécanismes d’action anti-tumoraux des chélateurs de fer. (1) La
privation en fer induit une inhibition de son absorption et une mobilisation accrue du fer intracellulaire.
(2) Inhibition indirecte de l'activité de la ribonucléotide réductase. (3) Arrét du cycle cellulaire en
diminuant I’expression de la cycline D1 et des kinases CDK2. (4) Génération de ROS aprés la formation
de complexes redox induisant une peroxydation lipidique, des dommages protéiques et/ou sur I'"ADN.
(5) Induction de l'expression de suppresseurs de métastases et de tumeurs. (D’aprés Lane et al. 2014)

Lorsque le fer devient rare, la ferritine est dégradée par la cellule permettant ainsi de
récupérer le fer stocké dans la protéine. L’utilisation des chélateurs de fer permet d’induire la
dégradation de la ferritine par deux mécanismes différents (Domenico, Ward, et Kaplan 2009).
La DFO, peu perméable, entre dans la cellule par pinocytose et se retrouve dans le lysosome.
Elle active alors I’autophagie qui aboutit a la dégradation de la ferritine. Quant au DFX, qui est

trés perméable, il induit la dégradation de la ferritine par le protéasome. (Figure 28)
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Figure 28 : Modé¢le de voies alternatives pour la dégradation de la ferritine. La dégradation
de la ferritine passant par la ferroportine (Fpn) ou le desferasirox (DFX) nécessite I’action du protéasome
tandis que celle induite par la DFO se produit dans le lysosome par le mécanisme d’autophagie. (D’apres
Domenico, Ward, et Kaplan 2009)

D- Toxicité des chélateurs de fer

Les chélateurs de fer étant déja utilisés chez les patients souffrant d’une surcharge en
fer, leurs effets secondaires sont déja connus. Les effets attendus sont donc I’anémie en raison
de la diminution de la disponibilité du fer, une cardiotoxicité, de I’hypoxie ainsi qu’une
neutropénie. Ces effets varient en fonction du chélateur utilisé. Avec la DFO, on a pu observer
des réactions cutanées locales, des effets ophtalmologiques et auditifs, des réactions allergiques,
des retards de croissance, des anomalies osseuses ou des effets pulmonaires et neurologiques a
forte dose. Quant au DFX, il induit des effets gastro-intestinaux, des éruptions cutanées, une
augmentation de la créatinine, une protéinurie, des effets ophtalmologiques et auditifs ainsi
qu’une ¢lévation des enzymes hépatiques (Poggiali et Cassinerio 2012).

Des modeles murins de xénogreffes ont également été développés afin de valider leur
efficacité. Dans ce contexte, le DFX a été administré dans un modele de cancer du poumon (20
ou 40mg/kg tous les 2 jours pendant 18 jours). Le traitement a montré son efficacité sur la
croissance tumorale et a également été tres bien toléré par I’animal (Lui et al. 2013).

En ce qui concerne les essais cliniques, la DFO a été utilisée dans un contexte de
neuroblastome chez I’enfant a la dose de 120-150mg/kg. 1 patient sur 8 a développé des troubles
de la vision qui ont disparus a I’arrét du traitement. A forte dose (240mg/kg/jr), des patients ont
présenté des complications incluant la léthargie, des vertiges, des troubles de la vision ou des

crampes des jambes (J. Blatt 1994). Un autre essai clinique de phase II utilisant la triapine dans
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le carcinome métastatique du rein a révélé de nombreux effets secondaires : nausée, fatigue,
hypotension, hypoxie, neutropénie et méthémoglobinémie (Knox et al. 2007).

Les résultats obtenus en phase clinique indiquent que ces molécules sont trop toxiques
pour étre utilisées a forte dose dans les thérapies anticancéreuses. Il semble donc important de

développer d’autres stratégies de déprivation en fer dans le cancer.

II- Les anticorps
A-Histoire de I’'immunologie : de la vaccination aux protéines thérapeutiques

1-La vaccination

L’utilisation des anticorps en recherche a débuté avec les vaccinations. Edward Jenner,
scientifique et médecin anglais, initie en 1796 la premiere approche vaccinale en inoculant la
variole a un enfant de 8 ans. Suivant son exemple, Louis Pasteur, scientifique francais,
développe de nouvelles stratégies en se focalisant d’abord sur les animaux et crée, en 1879, le
premier vaccin vivant atténué dirigé contre le choléra des poules. En 1881, Pasteur développe
par culture cellulaire, un vaccin vivant atténué dirigé contre la maladie du charbon des moutons
et en 1883, un vaccin vivant atténué contre le rouget des porcs. Il diminue la virulence du bacille
par passages successifs sur le lapin, espéce peu réceptive a cette maladie. En 1885, Pasteur

décide de tester un vaccin antirabique chez ’Homme en 1’inoculant a un gar¢on de 9 ans.

2-La sérothérapie

En constatant que le transfert du sérum d’un individu préalablement immunisé avec un
antigéne vers un autre individu lui confére une protection contre ce méme antigéne, la
sérothérapie se développe. Entre 1882 et 1890, Robert Koch, Paul Ehrlich, Emil von Behring,
Erich Wernicke et Shibasaburo Kitasato effectuent des travaux sur 1’effet protecteur de
différents sera contre I’anthrax, le tétanos et la diphtérie. En 1891, Emil von Behring et
Shibasaburo Kitasato testent un sérum obtenu contre la toxine diphtérique pour traiter la
diphtérie. En 1894, ce sérum est produit de maniere industrielle et permet de diminuer la
mortalité due a la diphtérie a Paris de 52% a 25%. Grace a cette découverte en 1901, Emil Von

Behring regoit le prix Nobel de médecine ou physiologie.
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3-La découverte des anticorps

En se basant sur la sérothérapie, au début du XXeéme siecle, la théorie admise est qu’il
existe une substance contenue dans le sérum qui sert de base a la défense de I’organisme contre
les infections. En 1908, Paul Erlich, scientifique allemand, décroche le prix Nobel de médecine
ou physiologie en développant une théorie de la réponse immunitaire centrée sur I’interaction
entre les antigeénes et les anticorps. Dans les années 30, la sérothérapie spécifique d’infections

bactériennes (diphtérie, méningite, pneumonie, ...) se diversifie et devient tres répandue.

B-Structure et classification des anticorps

1-Structure des anticorps

Les premieres découvertes concernant la structure des immunoglobulines (Ig) ont été
réalisées par Rodney Rober Porter, biochimiste anglais, et Gerald Maurice Edelman,
neurobiologiste américain. En 1959, R.R. Porter démontre qu’une enzyme, la papaine, clive
une molécule d’Ig en 3 fragments d’environ 50kDa chacun qui correspondent aux 2 fragments
Fab (antigen binding) et au fragment constant Fc. Il met en évidence une apparence homogene
entre les cristaux des fragments Fc issus d’Ig de spécificités différentes, contrairement aux
fragments Fab non cristallisables qui présentent une forte hétérogénéité structurale corrélant
avec leur séquence en acides aminés et a leur diversité de reconnaissance antigénique.

La méme année, G. M. Edelman démontre que les agents dénaturants (qui réduisent les
ponts disulfures) permettent de dissocier les Ig en 2 molécules correspondant aux chaines
lourdes H (Heavy) et légeres L (Light). Le poids moléculaire d’une Ig étant de 150kDa, il en
déduit que les IgG sont composées de 2 chaines lourdes et de 2 chaines légeres, reliées par des
ponts disulfures et par des interactions non covalentes. Il émet ’hypotheése d’une structure en
«Y » des Ig, qui est confirmée par la suite (Raju 1999) (Ribatti 2015). Grace a ces découvertes,

les 2 scientifiques obtiennent le prix Nobel de médecine ou physiologie en 1972. (Figure 29)
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Figure 29 : Représentation de techniques permettant de séparer les immunoglobulines en
différents fragments et chaines. Les chaines 1égéres (L) sont en bleu clair et les chaines lourdes (H)
en bleu foncé. Les fragments issus de la digestion enzymatique par la pepsine et la papaine et ceux issus
du clivage des ponts disulfures par le f-mercaptoéthanol sont indiqués. (D’apres le Kuby, 2013)

2-Classification

Les chaines légeres des Ig présentent un domaine amino-terminal (Nter, ~110 acides
aminés) extrémement variable, appelé VL. Le domaine carboxy-terminal (Cter), plus constant
et nommé CL, est divisé en 2 groupes : la chaine k (kappa) et la chaine A (lambda) avec les
chaines A divisées en 4 sous-types : A1, 12, 13 et A4. Chez les humains, environ 60% des chaines
légeres sont des chaines k et 40% des chaines A. Cependant chez la souris, on ne trouve que 5%
de chaines A. A I’intérieur des domaines variables des chaines légéres, on trouve 3 régions
hypervariables nommées CDR (Complementarity-Determining Region), qui sont les régions

qui interagissent avec les antigenes.

Les chaines lourdes des Ig sont divisées en 5 isotypes : ¥, W, 0, € et & qui déterminent la
classe de I’anticorps : Ig G, M, A, E et D respectivement (Figure 30). Des différences mineures
dans les séquences des chaines lourdes o et y ont induit 1’apparition de sous-isotypes de chaines
lourdes correspondant a des sous-classes d’Ig. Il y a donc 2 sous-isotypes de chaines lourdes
a:al et a2, correspondant aux sous-classes [gA1 et IgA2. De la méme fagon, on trouve 4 sous-
isotypes de chaines lourdes y : y1, ¥2, y3 et y4, correspondant aux sous-classes IgG1, IgG2,
IgG3 et IgG4. Chez la souris, il y a également 4 sous-isotypes de chaines lourdes y différents
de ’'Homme : y1, y2a, y2B et y3.
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Figure 30 : Structure générale des 5 classes d’Ig : G, D, E, A et M. Les principales différences
entre les classes d’Ig sont le nombre de domaines d’Ig présents dans les chaines lourdes, le nombre et
la position des ponts disulfures, I’existence ou non d’une forme multimérique ainsi que la présence ou
non d’une chaine J pour relier les Ig entre elles. (D’aprés le Kuby, 2013)

Les différences de structure permettent de classer les Ig et vont également impliquer des

différences de stabilité et de fonctionnalité. (Figure 31)

IgG1 | IgG2 | IgG3 | IgG4 | IgM | IgAl | IgA2 | IgD IgE
Chaine lourde y1 y2 y3 4 n al 02 ) €
Poids Moléculaire (kDa) 146 | 146 | 165 | 146 | 970 | 160 | 160 | 184 | 188
. L 5.10°
Niveau sérique (mg/mL) 9 3 1 0,5 1,5 3 0,5 0,03 5
Dem1-v1e.dans le sérum 71 20 7 71 10 6 6 3 )
(jours)
Voie classique cri’activation i . . i +++ i i i i
du complément +
Voie alternative d’activation ) ) ) ) ) n ) ) )
du complément
Liaison aux récepteurs Fc des n ) n + ) n n ) n
macrophages et phagocytes
Liaison de forte affinité aux
: - - - - - - - - +++
mastocytes et basophiles

Figure 31 : Caractéristiques des différentes immunoglobulines humaines. Selon leur
structure, les Ig sont plus ou moins stables dans le sérum, activent ou non les voies du complément et
interagissent ou non avec les cellules du systéme immunitaire. (D’apres la 8™ édition de Janeway)
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C-Les anticorps monoclonaux

1-Historique

En 1975, César Milstein et George Kohler produisent les premiers anticorps
monoclonaux (mAb). Ils développent une technique qui consiste a fusionner un plasmocyte
avec une cellule tumorale, afin d’obtenir un hybridome capable de produire des mAb. Cette
découverte est récompensée par le prix Nobel de médecine ou physiologie en 1984.

L’année 1984 correspond a I’année de fabrication du premier mAb thérapeutique, OKT3
ou muromonab, un anti-CD3 utilisé dans la prise en charge du rejet de greffe. La méme année,
est généré le premier mAb chimérique, 1’abciximab, un fragment Fab anti-GPIIb/IIIa (CD41)
qui inhibe I’agrégation plaquettaire et qui est utilisé en prévention de complications cardiaques
ischémiques, il est commercialisé en 1994.

En 1986, est généré le premier mAb humanisé, le daclizumab, un anti-IL-2R (anti-
CD25) qui est commercialisé en 1997 dans la prise en charge du rejet de greffe. Cette méme
année, le muromonab est le premier mAb qui obtient une autorisation de la FDA (Food and
Drug Administration) et qui est commercialisé.

En 1990, le premier mAb humain est généré par une nouvelle technique, le « phage
display ». Il s’agit de I’adalimumab, un anti-TNF (Tumor Necrosis Factor) utilis¢ dans la prise
en charge de maladies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis ou la
maladie de Crohn. Il est commercialisé en 2002.

En 1994, le premier mAb humain fabriqué dans des souris transgéniques humanisées
est généré. 1l s’agit d’un anti-EGFR utilis¢ dans la prise en charge des cancers colorectaux
métastatiques exprimant le géne KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene

homolog). Il est commercialisé en 2006.

La rapidité a laquelle le mode de production des mAb évolue s’explique par le fait que
les premiers Ac générés sont murins et donc systématiquement rejetés par les patients. Ce
phénomene de rejet permet de faire avancer trés rapidement les connaissances scientifiques en
immunologie et aboutit a une humanisation progressive des Ac thérapeutiques, qui deviennent

de moins en moins immunogenes. (Figure 32)
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Figure 32 : Illustration schématique des 4 grands types d’anticorps monoclonaux. Au cours
du temps, les anticorps thérapeutiques ont progressivement été humanisés afin de diminuer leur
immunogénicité chez les patients. En rouge, ’anticorps est d’origine murine et en vert, il est d’origine
humaine. (D'aprés Singh et al. 2018)

2-Modes de production

a-Technique des hybridomes

Ce procédé¢ consiste a immuniser un animal en lui injectant un antigéne (Ag) par voie
intra-péritonéale. Les plasmocytes polyclonaux de I’animal sont récupérés en prélevant sa rate
et sont isolés un a un en procédant a une dilution limite. La spécificité des plasmocytes pour
I’Ag utilisé est ensuite testée lors de I’immunisation d’un animal et ceux qui produisent des Ac
spécifiques de I’ Ag injecté sont sélectionnés. Ils sont fusionnés avec une cellule de myélome,
pour donner un hybridome. Ce dernier est dilu¢ pour n’avoir qu’une cellule par puit. Un systéme
de double sélection va éliminer les cellules qui n’ont pas fusionné. Premicrement, les
plasmocytes meurent car ils ne sont pas immortels, contrairement aux cellules de myélome ou
aux hybridomes. Deuxiémement, les cellules de myélome utilisées sont dépourvues de
I’enzyme HGPRT (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transférase) indispensable pour la
synthése des nucléotides. Les cellules étant cultivées en milien HAT (Hypoxanthine
Aminoptérine Thymidine), leur seul moyen de synthétiser des nucléotides dépend de 1’enzyme
HGPRT. Les cellules de myélome non fusionnées meurent et seuls les hybridomes survivent.
Les hybridomes obtenus sont monoclonaux et spécifiques de 1’Ag utilisé¢ lors de la premiére

immunisation (Fajardo-Ramirez et al. 2015).
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b-Technique du phage display

Le phage display est une technique in vitro de production d’Ac totalement humains. Les
geénes codant pour le domaine variable de liaison a I’Ag des Ac sont fusionnés aux génes codant
pour les protéines de manteau de bactériophages. Ces derniers servent a infecter des bactéries
qui produisent des particules virales couvertes de protéines de fusion de type Ac, avec le
domaine de liaison a I’Ag disposé a I’extérieur.

L’ensemble des phages recombinants qui exprime un domaine de liaison a un Ag
différent s’appelle une bibliothéque dans laquelle il est possible de sélectionner des phages
spécifiques d’un Ag d’intérét. Les particules virales servent a infecter des bactéries, chaque
phage sélectionné permettant de produire des particules monoclonales analogues aux mAb. Les
geénes codant pour le site de liaison a I’Ag, sont récupérés grace a I’ADN connu du phage. Cet
ADN est utilisé pour construire des génes codant pour une molécule compléte d’Ac en liant les
génes spécifiques de I’Ag aux genes codant la partie invariante d’IgG humaines. Ces
constructions sont introduites dans des cellules de myélome qui sécrétent des Ac humains
complets avec les mémes caractéristiques que celles des mAb produits a partir d’hybridomes.

Cette technique permet de générer de nouveaux Ac humains mais également
d’améliorer leurs propriétés. En 2002, le premier Ac produit par cette technique a obtenu son
autorisation de mise sur le marché, il s’agit de I’Humira® ou adalimumab, actuellement 1’ Ac

thérapeutique le plus lucratif au monde (Frenzel, Schirrmann, et Hust 2016).

c-Utilisation de souris transgéniques

Afin de générer des anticorps monoclonaux, il est possible d’utiliser des souris
transgéniques humanisées. Ces souris possédent, dans leur génome, la majorité des génes
permettant de coder pour les Ig humaines. Aprés immunisation par ’antigéne d’intérét, ces
souris produisent des anticorps humains dirigés contre cet antigene. La technique classique des

hybridomes peut ensuite €tre utilisée afin de récupérer les mAb d’intérét (Scheen 2009).

III- Les anticorps thérapeutiques

A-Généralités

Les anticorps thérapeutiques actuellement sur le marché présentent des caractéristiques

communes. IIs sont surtout utilisés en oncologie (15) et en hématologie (12). Ils reconnaissent
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presque tous un seul épitope (53/57). Ils appartiennent tous a des sous-classes d’IgG dont 79%
a I’isotype y1. Au moins 70% d’entre eux comportent des chaines 1égeres kappa. 54% sont
totalement humains, 32% humanisés et 14% chimériques (en 2017, 2/3 des Ac approuvés sont
totalement humains). Le mode de production prédominant est d’origine mammifere, afin de
reproduire les glycosylations nécessaires a leur efficacité thérapeutique et pour leur assurer une

demi-vie optimale une fois inoculés chez I’ Homme (Grilo et Mantalaris 2018). (Figure 33)
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Figure 33 : Maladies ciblées par les anticorps monoclonaux. Entre 2012 et 2017, le nombre
d’anticorps thérapeutiques n’a cessé d’augmenter et de cibler de nouvelles pathologies. L’oncologie et
I’hématologie sont les applications médicales prévalentes. (D'apres Grilo et Mantalaris 2018)

Depuis la commercialisation du premier Ac thérapeutique en 1986, cette classe de
produit pharmaceutique n’a cessé de se développer pour exploser ces 5 dernieres années. En
effet, depuis 2013 ce marché a doublé en voyant apparaitre 31 nouvelles molécules portant a

57, le nombre total d’Ac thérapeutiques utilisés en clinique a la fin 2017.

B-Nomenclature

Afin de distinguer plus facilement 1’origine et le réle des Ac monoclonaux de plus en
plus utilisés en clinique, une Dénomination Commune Internationale (DCI) a été adoptée. Elle
consiste a utiliser un suffixe, qui correspond a 1’origine ou a la source de I’Ac, qui est précédé
d’une syllabe qui correspond a la cible thérapeutique visée par cet Ac. De plus, tous les mAb

se terminent par le suffixe « mab » pour « monoclonal antibody ». (Figure 34)
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Préfixe Cible Source Suffixe
-o(s)- Os -u- Homme
-vi(r)-  Virus
Type Suffixe | % humain | Antigénicité | Quelques -ba(c)-  Bactérie
d’anticorps exemples . . .
-li(m)-  Immunitaire -0-  Souris
Murins «momaby 0 ++ Muromomab‘ de(s)-  Infection
(Orthoclone®) ) )
Ibridomomab -ci(r)- Cardio-
(Zevalin®) vasculaire -a- Rat
Chimériques | «ximab» 60-70 + Infliximab “mu(l)- - Musculo-
(Remicade®) squelettique
Rituximab -ki(n)-  Interleukine -e-  Hamster
(Mabthera®) Variable _mab
-co(l)-  Tumeur colique
Humanisés | «zumaby» >90 +0 Trastuzumab i . .
(Herceptin®) -me(l)-  Mélanome -i-  Primate
Bévacizumab -ma(r)- Tumeur mammaire
in®
(Avastin®) -go(t)-  Tumeur testiculaire -xi- Chimérique
Humains «mumaby 100 +0 Adalimumab -go(v)-  Tumeur ovarienne
ira®
(Humira®) -pr(0)-  Tumeur prostatique -zu-  Humanisé
-tu(m)-  Tumeurs diverses
-neu(r)-  Systéme nerveux -axo- Hybride
-tox(a)-  Toxine comme cible rat/murin

Figure 34 : Nomenclature internationale des différentes catégories d’anticorps
monoclonaux. Avec a gauche la nomenclature en fonction de la nature de I’anticorps et a droite la
nomenclature qui prend en compte la cible de ’anticorps. (D’apres Scheen 2009)

C-Les biosimilaires

Selon la Haute Autorité de Santé, un biosimilaire est un médicament qui, comme tout
médicament biologique, est produit a partir d’une cellule, d’un organisme vivant ou dérivé de
celui-ci. Ce terme est utilisé pour désigner la version générique des Ac monoclonaux.

Au cours des 5 derniéres années, 10 nouvelles molécules sont arrivées ce qui porte a 11,
le nombre de biosimilaires utilisés en clinique a la fin 2017. Actuellement, les biosimilaires a
usage thérapeutique correspondent aux 5 Ac les plus utilisés. L’infliximab (Remicade®) est le
plus copié avec 3 biosimilaires.

Au cours des prochaines années, les biosimilaires devraient étre considérés comme des
médicaments interchangeables avec 1’Ac d’origine. Actuellement, 17 sont en cours

d’approbation devant les agences de santé.

D-Les nouvelles générations d’anticorps

De nombreuses études ont mis en €vidence les limites des Ac thérapeutiques classiques :

o faible pénétration dans les tissus a cause de sa taille ;

o courte durée de vie dans le plasma ce qui lui laisse peu de temps pour agir ;
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o effets du microenvironnement sur I’Ac ;
o variabilité de I’affinité du domaine Fc pour les récepteurs Fc (glycosylations) ;
o activation de récepteurs inhibiteurs (FcyRIla) ;

o compétition avec les IgG circulantes de 1’organisme, ... (Fajardo-Ramirez et al. 2015)

Afin de surmonter ces obstacles, des approches génétiques ont été développées pour

produire de nouvelles formes d’ Ac qui n’existent pas naturellement chez ’Homme. (Figure 35)
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Figure 35 : Représentation schématique de différents formats d'anticorps. Les Ig de
camélidés (VhH-Ig) et de requin (Ig-NAR) ont des structures inhabituelles. Les Ig VhH comprennent
une paire homodimérique de 2 chaines de domaines de type V- et C-like, dans lesquelles les domaines
V fixent leur cible indépendamment. Les Ig-NARs comprennent un homodimeére d'un domaine variable
(V-NAR) et 5 domaines constants de type C (C-NAR). Divers fragments d'Ac sont représentés : Fab,
scFv, domaines uniques VH, VhH et V-NAR et formes multimériques (minibodies, bis-scFv, diabodies,
triabodies, tetrabodies et multimeres Fab’ chimiquement conjugués). (Holliger et Hudson 2005)

De nombreux Ac bispécifiques (BsAbs) sont en phase de développement. Les plus
connus sont les Ac trispécifiques (TrAb) et les BiTEs (Bispecific T cell Engagers), qui tiennent
leur nom de leur capacité a créer un lien entre les LT cytotoxiques et une cible. La plupart des
BsAbs vise le recrutement des LT mais de nouvelles molécules qui ciblent le recrutement des
cellules NK sont en cours de développement (les BiKEs ou TriKEs pour Bi ou Trispecific Killer
Engagers). IIs sont classés selon 2 criteres :

o leur fonction : distinction entre une action directe pour neutraliser ou activer une cible
et un role de cargo pour délivrer un agent thérapeutique ;
o leur structure : distinction entre les molécules de type Ig qui contiennent une portion Fc

et les molécules de type non-Ig sans portion Fc.
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En 2014, la FDA approuve le premier Fab bispécifique, le blinatumumab (ou
Blincyto®). En 2017, le premier Ac bispécifique entier (IgG4 humanisée) est approuvé, il s’ agit
de ’emicizumab (ou Hemlibra®).

Aujourd’hui, on estime qu’il y en a 50 en phase clinique. Ils sont surtout développés
pour 1’oncologie mais certains ciblent des indications dans des maladies touchant le systéme

nerveux central, le psoriasis ou encore le lupus (Krishnamurthy et Jimeno 2018).

E-Modes d’action des anticorps thérapeutiques

Les Ac nus ont une action thérapeutique directe via leur domaine Fab et/ou indirecte via
leur domaine Fc. Les Ac peuvent aussi étre utilisés comme cheval de troie en les couplant a
diverses molécules comme des radio-isotopes, des toxines ou des médicaments. Ils permettent
alors de délivrer des agents cytotoxiques a forte concentration au site souhaité en diminuant

fortement la toxicité des molécules seules (Peters et Brown 2015).

1-Action par le domaine Fab

La plupart des Ac thérapeutiques agit en se liant a un ligand ou a un récepteur. L’Ac
neutralise alors les interactions ligand/récepteur et la voie de signalisation qui en découle. Cette
fixation induit différents effets sur la cellule cible comme une inhibition de la prolifération, une
induction d’apoptose, une perte d’activité cellulaire, une perturbation du cycle cellulaire ou
encore la sensibilisation a un agent cytotoxique. D’autres Ac ciblent les cellules du systéme
immunitaire comme les anti-PD1 (Programmed cell Death 1), avec PD1 exprimé sur les
lymphocytes T anergisés. La fixation d’un Ac sur PD1 permet la réactivation des lymphocytes

T, qui peuvent a nouveau exercer leur activité anti-tumorale (Topalian, Drake, et Pardoll 2015).

2-Activation du systéeme immunitaire par le domaine Fc

La majorité des Ac thérapeutiques développés sont des IgG1 en raison de leur meilleure
capacité a induire des fonctions effectrices via leur domaine Fc. Apres liaison sur une cellule
cible par son domaine Fab, I’ Ac peut induire la mort de la cellule cible en interagissant avec :

o le RcFeyRlIla exprimé par les macrophages en induisant I’ADCP (Antibody Dependant

Cellular Phagocytosis) ;
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o le RcFcyRIlla exprimé par les cellules NK (Natural Killer) en activant ’ADCC
(Antibody Dependant Cellular Cytotoxicity) ;

o la molécule du complément Clq en induisant la CDC (Complement Dependant
Cytotoxicity). Clq active la cascade du complément qui s’achéve par la formation du
complexe d’attaque membranaire qui provoque la lyse de la cellule cible (Weiner,

Surana, et Wang 2010). (Figure 36)

( \"\\\//’ﬁ‘~~\ Phagocytose cellulaire
) Cellule effectrice ~ “dépendante des Ac
(macrophage) .\\ (ADCP)
> A5 TSy }
Cytotoxicité N ‘
dépendante du FeyRlla - Wy
complément C1q

(0 < g

Cytotoxicité
Cellule effectrice cellulaire
(NK) dépendante
des Ac (ADCC)

Complexe d’attaque
membranaire

Mort cellulaire programmée
(PCD) (apoptose)

Figure 36 : Représentation des modes d’activation du systéme immunitaire par le
domaine Fc des anticorps thérapeutiques. Selon la cible fixée par I’Ac, différents mécanismes
sont activés : 1- le RcFcyRlIla sur les macrophages induit la phagocytose (ADCP), 2- le RcFcyRIlla sur
les cellules NK de la cytotoxicité (ADCC), 3- la protéine du complément C1q induit de la cytotoxicité
(CDC), 4- le blocage des récepteurs de surface (PCD) induit de 1’apoptose. (D’aprés Herbrand 2016)

I1 existe des polymorphismes des RcFcy qui influencent I’affinité du récepteur pour I’ Ac
et donc son efficacité. Par exemple, les patients qui présentent une forte affinité pour le
rituximab (anti-CD20) dans le lymphome non-hodgkinien répondent mieux au traitement, ce
qui démontre I’implication des fonctions effectrices de 1’Ac dans son efficacité thérapeutique
(Weng et Levy 2003).

Il arrive que d’autres sous-classes d’Ac comme 1’IgGG4 soient utilisées lorsque 1’ Ac est

destiné a bloquer un Ag sans volonté d’activer le systéme immunitaire.

3-Les anticorps couplés (ADC)

Les anticorps couplés (ADC : Antibody Drug Conjugate) désignent un Ac, un agent

cytotoxique ainsi que le linker qui les relie. L’ADC idéal doit regrouper plusieurs
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caractéristiques. Il doit reconnaitre un Ag associé a une tumeur qui n’est pas ou treés peu exprimé
par les cellules normales. 11 doit étre couplé a une molécule trés puissante et toujours efficace
apres internalisation par la cellule cible. Il doit aussi posséder un linker trés stable empéchant
la molécule active de se détacher dans la circulation afin de limiter sa toxicité (Sau et al. 2017).

En 2000, le premier ADC a été approuvé par la FDA, le gemtuzumab ozogamicin
(Mylotarg®), un anti-CD33 utilis¢ dans les rechutes de leucémie aigu€ myéloide (LAM). Il a
cependant été retiré du marché dix ans plus tard pour faible efficacité en comparaison avec les
traitements conventionnels et pour toxicité hépatique. En 2013, le premier ADC dans le
traitement d’un cancer solide a été approuvé. Il s’agit du trastuzumab emtansine (Kadcyla®)
utilisé pour traiter le cancer du sein Her2+ (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2)
(Peters et Brown 2015).

Actuellement, 5 ADC ont été approuvés : I’ Ado-trastuzumab emtansine (Kadcyla®) ;
un anti-CD30, le Brentuximab Vedotin (Adcetris®) ; le Gemtuzumab Ozogamicin
(Mylotarg®) ; un anti-CD22, I’Inotuzumab Ozogamicin (Besponsa®) et un anti-CD79B, le
Polatuzumab Vedotin-piiq (Polivy™) (Genentech 2019).

Cette nouvelle stratégie anti-cancéreuse semble trés prometteuse, ce qui explique que

plus de 60 ADC sont actuellement en cours de développement (J. M. Lambert et Morris 2017).

E-Les anticorps anti-TfR1

1-Généralités

La surexpression du TfR1 par les cellules cancéreuses hautement prolifératives font de
ce récepteur une cible intéressante dans le développement de nouvelles stratégies anti-
tumorales. Actuellement, aucun Ac anti-TfR1 n’a réussi a franchir les étapes des phases
cliniques, ce qui explique le nombre important de molécules en cours de développement.

Les anti-TfR1 peuvent étre utilisés comme transporteurs d’un agent cytotoxique dans la
cellule cible (Daniels, Delgado, Helguera, et al. 2006). De nombreuses molécules ont déja été
testées : chimiothérapie, toxine, géne, radioélément, oligonucléotide, siRNA (small interfering
RiboNucleic Acid), enzyme, vecteur viral ou encore nanomédicament. De plus, il est possible
de coupler les agents cytotoxiques directement a la Tf qui, apres fixation au TfR1, est
internalisée par les cellules (Daniels et al. 2012). Cependant, 1’utilisation de la Tf présente au
moins deux inconvénients :

o possible toxicité hépatique car la Tf est aussi le ligand du T{R2 ;
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o la présence de Tf dans le sang peut entrer en compétition avec la Tf couplée et

I’empécher d’étre internalisée par la cellule cible (Daniels-Wells et Penichet 2016).

Une autre technique consiste a utiliser des Ac anti-TfR1 afin de perturber I’entrée du fer
dans la cellule ciblée. Dans ce cas, I’ Ac peut étre :
o neutralisant : il entre en compétition avec la Tf pour se fixer sur le TfR1 ;
o non neutralisant : il se fixe sur le TfR1 sur un site différent de la Tf et bloque
I’internalisation du récepteur, ou induit sa dégradation en empéchant son recyclage a la

membrane plasmique (Daniels, Delgado, Rodriguez, et al. 2006).

De fagon générale, une perturbation de I’activité du TfR1 entraine une déprivation en
fer dans la cellule cible qui induit une inhibition de la croissance cellulaire et/ou une induction
de I’apoptose. L’effet cytotoxique de I’anti-TfR 1 n’est pas forcément uniquement dit au manque
de fer mais aussi a une activation du systéme immunitaire en recrutant des cellules effectrices

et les molécules du complément (selon la classe de I’ Ac utilisé).

2-Les anti-TfR 1

Depuis les années 1980, plusieurs Ac anti-TfR1 ont été développés et utilisés dans des

modeles précliniques de cancer.

Les Ac R17 217 et R17 208 sont respectivement une IgG2a et une IgM ciblant le TfR1
murin et produits chez le rat. R12 217 induit une diminution de la croissance cellulaire en
provoquant la dégradation du TfR1 alors que R12 208 induit un arrét de la croissance cellulaire
en bloquant I’internalisation du TfR1 par pontage du récepteur in vitro (Lesley, Schulte, et
Woods 1989). De plus in vivo, R12 208 a montré une amélioration de la survie dans un mod¢le

murin de leucémie murine (Sauvage et al. 1987).

Le 42/6 est une IgA ciblant le TfR1 humain produite chez la souris. Il empéche la
fixation de la Tf sur le TfR1 de facon compétitive et déprive la cellule cible en fer. De plus, il
induit une diminution de I’expression de surface du TfR1. Il a montré son efficacité in vitro en
inhibant la croissance de lignées leucémiques T humaines de fagon dose dépendante. II induit
¢galement un arrét des cellules en phase de réplication du cycle cellulaire (I. S. Trowbridge et

Lopez 1982). Son efficacité est limitée dans les cancers solides puisqu’il n’induit au maximum
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que 50% d’inhibition de croissance dans des cultures de mélanome, de carcinome ovarien et de
carcinome ¢épidermoide (Taetle et Honeysett 1987). Actuellement, le seul essai clinique ayant
utilisé un Ac anti-TfR1 a été réalis¢ avec le 42/6 sur des patients présentant différents types de
cancers et réfractaires aux traitements classiques. Seuls 3 patients sur 27, atteints de cancers
dits « liquides » (lymphome folliculaire, lymphome de Hodgkin et leucémie lymphoide
chronique) ont montré une réponse partielle (Brooks et al. 1995). Les principales causes de
cette inefficacité viennent de la nature de I’ Ac utilisé :
o les IgA sont trés rapidement éliminées par 1’organisme ;
o les Ac murins sont trés immunogenes : une fois injectés chez ’Homme, ils induisent
une réponse Ac dirigée contre 1’Ig qui est considérée comme un antigeéne par le systéme

Immunitaire.

Le ch128.1 est une IgG3 chimérique ciblant le TfR1 humain. Cet Ac existe également
sous une forme couplée a I’avidine, le ch128.1-Av, qui sert de vecteur pour délivrer des agents
anti-cancéreux couplés a la biotine dans les cellules cancéreuses (Daniels et al. 2007). In vitro,
le ch128.1 induit la dégradation du TfR1 et une déprivation en fer 1étale pour les lignées de
cancer hématopoiétiques, cette toxicité est accentuée avec 1’ Ac couplé (Rodriguez et al. 2011).
Les 2 Ac ont été testés in vivo dans un modele de xénogreffe de myélome multiple. Les 2
molécules montrent une activité anti-tumorale avec le ch128.1 qui est plus importante que celle
observée in vitro. Ceci s’explique par une activation de I’ADCC et de la CDC par le fragment
Fc de I’Ac (Leoh et al. 2015). La génération d’un mutant rendant le fragment Fc de I’Ac
incapable de lier les récepteurs aux domaines Fc ou le complément C1q a montré une perte
d’activité anti-tumorale de I’Ac, démontrant I’implication du systéme immunitaire. De plus,
’utilisation du ch128.1-Av dans un modele de xénogreffe murine déplété en macrophages
montre un effet anti-tumoral diminué suggérant I’implication des macrophages dans 1’efficacité

de I’Ac (Leoh et al. 2018).

Le JST-TFRO9 est une IgGl humaine ciblant le TfR1 humain. Il s’agit d’un Ac
neutralisant qui se fixe sur le TfR1 et bloque son internalisation. Il induit I’apoptose in vitro sur
des lignées de lymphome/leucémie a cellule T chez ’adulte (ATLL) et induit une diminution
de la croissance tumorale dans des modeles de xénogreffe d’ATLL. Il agit par activité

cytotoxique directe en déprivant les cellules en fer mais également de fagon indirecte en

induisant I’ADCC (Shimosaki et al. 2017).
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Des fragments scFv humains ont été isolés par phage display pour identifier des Ac
spécifiques du cancer du sein et endocytés tres rapidement. Ils empéchent la fixation de la Tf
sur le TfR1 ; mais contrairement aux Ac déja décrits, ils induisent une augmentation de
I’expression de surface du TfR1. Ils ont une activité antiproliférative in vitro sur des lignées
leucémiques ou de lymphomes qu’il s’agisse de la version monovalente ou de la version
divalente du scFv. De plus in vivo, la version bivalente sans domaine Fc de I’Ac, F12CH, a
montré une activité anti-tumorale sur un modéle murin d’érythroleucémie. L’Ac F12CH a donc
une activité cytotoxique directe par déprivation en fer (Crépin et al. 2010). Afin d’augmenter
leur durée de vie, 2 Ac avec un fragment Fc ont été générés :

o H7-Fc: scFv avec le fragment Fc d’une IgGl1 ;
o H7-1gG1 : scFv avec les domaines constants d’une IgG1. (Figure 37)

(SCFV)Z-FC 1gG1

Figure 37 : Représentation graphique des formats scFv-Fc et scFv-IgG1. Avec en gris clair
les domaines VH, en gris foncé les domaines VL et en noir les domaines constants. (D’aprés Neiveyans
et al. 2019)

Cette nouvelle version des scFv a conservé sa capacité d’inhibition de la viabilité
cellulaire et d’induction d’apoptose in vitro et in vivo avec, en plus, une forte induction d’ADCC
par le H7-IgG1. Aucune toxicité apparente n’a été détectée chez la souris (Neiveyans et al.

2019).

De nombreux autres Ac anti-TfR1 ont été développés. Ils sont regroupés dans le tableau

ci-dessous (Figure 38).
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3-A24

A24 est une IgG2b,k murine ciblant le TfR1 humain. Cet anticorps monoclonal entre en
compétition avec la Tf pour fixer le TfR1. Il n’a aucun effet observé in vitro sur des cellules au
repos comme les PBMC (peripheral blood mononuclear cells) mais uniquement sur les cellules
surexprimant le TfR1 comme les LT activés ou certaines cellules cancéreuses hautement
prolifératives. Il induit une diminution de 1’expression de surface du TfR1, en empéchant son
recyclage a la membrane et en I’envoyant vers les compartiments lysosomaux ou il est dégradé.
Il empéche la fixation de I’holo-transferrine sur le TfR1 ce qui induit une déprivation en fer des
cellules ciblées. 11 bloque la prolifération des forme aigiies et chroniques des cellules d’ATLL
(lymphome/leucémie a cellule T de I’adulte) et induit leur apoptose par la voie mitochondriale
ex vivo (Moura et al. 2004). De plus, I’association avec des chimiothérapies déja utilisées pour
traiter I’ATL comme 1’etoposide (ou VP-16) ou la combinaison [FNa et AZT (ou zidovudine)

augmente 1’inhibition de la prolifération par A24.

L’efficacité¢ anti-cancéreuse de A24 a également été démontrée sur des cellules de
lymphome du manteau (MCL), qui proliférent peu mais qui surexpriment des génes associés a
la prolifération dont le TfR1 (Lepelletier et al. 2007). Dans ce mode¢le, il a été montré que
I’internalisation du TfR1 aprées fixation de A24 passe par un mécanisme d’endocytose clathrine
et AP-2 dépendant tout comme 1’endocytose du récepteur apres fixation de son ligand naturel,
la Tf. Cependant avec A24, le TfR1 n’est pas recyclé mais il est directement dirigé vers les
lysosomes. De plus, A24 induit 1’apoptose des cellules de MCL par activation des caspases 3
et 9, effet qui est synergique lors de I’ajout de chimiothérapies (etoposide et cytarabine) ou d’un
anticorps anti-CD20 (rituximab). Contrairement & d’autres Ac anti-TfR1, A24 n’induit pas
d’arrét du cycle cellulaire. Dans cette pathologie, 1I’Ac anti-TfR1 a été testé in vitro ainsi que
dans des mod¢les de xénogreffe chez la souris. Son action inhibitrice de la croissance tumorale

a été démontrée en préventif ainsi qu’en curatif. (Figure 39)

A24 a également été testé dans un autre modele d’hémopathie maligne, la leucémie
aigu€¢ my¢loide (LAM). L’utilisation de chélateurs du fer, dont A24, a montré une levée du
blocage de la différenciation des myéloblastes vers le lignage monocytaire et ce, dans différents
sous-types de LAM. Cette différenciation vers la lignée des monocytes a également été
observée sur des cellules CD34+ issues de sang de cordon, lorsque A24 est utilisé a faible dose.

De plus, comme sur les modeles d’ATLL et de MCL, A24 est capable de bloquer la prolifération
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des cellules de LAM et d’induire leur apoptose in vitro et ex vivo. Des modeles de xénogreffe
murine de LAM ont également permis de démontrer I’efficacité¢ d’A24 in vivo. Une réduction
de la taille des tumeurs due a une induction d’apoptose des cellules tumorales ainsi qu’une

augmentation de la survie des souris a été observée. (Callens et al. 2010).
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Figure 39 : Endocytose du TfR1 induite par A24. Dans les cellules exprimant fortement le TfR1
a la membrane, A24 se fixe sur le TfR1 (1). Les complexes A24/TfR1 sont endocytés par la voie
dépendante des clathrines (2—3). Les endosomes s’acidifient (4) et les complexes TfR1/A24, au lieu
d’étre recyclés sont addressés jusqu’aux lysosomes ot ils sont dégradés (5). (D’apres Callens, 2008)

La particularité d’A24 est qu’il présente une plus faible affinité pour le TfR1 que la Tf
sur une cellule a faible densité en TfR1 avec une constante de dissociation a 1I’équilibre (Kp) de
2,69nM contre 0,98nM pour ’holo-Tf. Cette affinité plus faible indique que A24 et la Tf se
fixent sur le méme site ou bien sur deux sites qui se chevauchent. Cependant, A24 a une plus
forte affinité pour le TfR1 que la Tf sur les cellules a forte densité en TfR1 avec une Kp de
1,02nM contre 3,12nM pour 1’holo-Tf. Cette caractéristique s’explique probablement par une
mesure de ’affinité apparente qui correspond a 1’avidité de A24 qui peut augmenter avec la
densité et donc la proximité des TfR1 présents sur les cellules ciblées ce qui est le cas lorsque

le récepteur est surexprimé (Moura et al. 2004). (Figure 40)

De facon générale, les données publiées concernant les anti-TfR1 indiquent que
I’anticorps A24 semble étre un outil prometteur pour le développement de nouvelles stratégies
anti-cancéreuses. En effet, A24 possede les atouts suivants :

o les IgG2b (et IgG2a) apparaissent plus efficaces que les IgG1 pour inhiber la croissance

tumorale dans les modéles leucémiques chez la souris (S. White et al. 1990) ;
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o il ne semble pas toxique sur les cellules exprimant peu de TfR1 ce qui a notamment été
démontré sur des PBMC non activés (Moura et al. 2004) ;

o il peutagir en synergie avec certaines chimiothérapies déja utilisées dans les pathologies
testées ;

o il posséde une activité extrinséque ne dépendant pas du systéme immunitaire ce qui est
un atout chez les patients immunodéprimés ;

o il est capable d’activer I’ ADCC ;

o il n’a pas besoin de s’agréger pour induire I’apoptose des cellules tumorales comme
c’est le cas pour I’Ac anti-TfR1 ch128.1-Av ;

o il est plus efficace que I’Ac anti-TfR1 42/6 pour inhiber la prolifération des lignées T.
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Figure 40 : Etude de I’affinité de 1a holo-Tf et de A24 pour le TfR1 en fonction de la densité
en TfR1 par résonance plasmonique de surface. Une série de concentrations d’holo-Tf et de A24
a été injectée dans une zone de faible densité (A) ou de haute densité (B) de TfR1 immobilisés. Les
complexes A24/TfR1 se dissocient plus rapidement que les complexes Tf/TfR1 lorsque le TfR1 est en
faible densité (A) ; a densité élevée, la situation inverse est observée (B). (D’aprés Moura et al. 2004)

IV- La leucémie aigué myéloide (LAM)

La LAM est une forme de cancer qui appartient a la catégorie des maladies rares, méme
s’il s’agit du type de leucémie aigué le plus fréquent chez I’adulte. L’age médian de survenue
de cette maladie est de 67 ans avec une incidence de 2-3 pour 100.000 chez les patients les plus
jeunes mais qui monte a 13-15 pour 100.000 chez les patients de 70-80 ans (Burnett, Wetzler,
et Lowenberg 2011). Le nombre de malades augmente dans les pays les plus développés en lien
avec I’allongement de ’espérance de vie et I’augmentation de 1’dge médian des populations.
Cette maladie a un trés mauvais pronostic car la survie globale a 5 ans se situe entre 30 et 40%.
De plus, les traitements aboutissent a un taux de rémission de 60 a 80% avec un taux de rechute

de plus de 50% dont la plupart décédent dans 1’année (Pardee et al. 2018).
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A-Aspect clinique

Les signes cliniques et les symptdmes de la LAM sont trés variés et ne sont pas
spécifiques de cette maladie : fatigue, hémorragies ou infections et fievre respectivement dues
a une diminution du nombre de globules rouges, de plaquettes, ou de leucocytes dans le sang.
Péleur, fatigue et dyspnée a I’effort ne sont pas rares. Ces symptomes sont causés par
I’infiltration leucémique de la moelle osseuse, elle-méme a 1’origine d’une cytopénie.
L’existence d’infiltrats leucémiques dans de nombreux organes (foie, rate, peau, ganglions
lymphatiques, os, gencive ou systéme nerveux central) induit également de nombreux autres
symptomes. Certains patients présentent une hyperleucocytose (plus de 100.000 globules
blancs par mm®) pouvant induire une leucostase (accumulation de globules blancs dans les
capillaires sanguins pouvant bloquer la circulation par la formation de caillots) et ainsi
provoquer des dysfonctions oculaires et cérébro-vasculaires et/ou des saignements. Les patients
peuvent également présenter des troubles métaboliques (Lowenberg, Downing, et Burnett

1999).

B-Diagnostic et caractérisation

Le diagnostic primaire de la LAM repose sur I’identification de myéloblastes
leucémiques dans le sang et la moelle osseuse aprés une coloration de May-Griinwald-Giemsa
(ou de Wright aux Etats-Unis). Mise au point a la fin du XIX® siécle, elle colore différemment
les composants cellulaires (noyau, cytoplasme, granulations), ce qui permet de reconnaitre les
cellules par microscopie. La présence de plus de 30% de blastes leucémiques dans la moelle
osseuse est nécessaire pour établir un diagnostic définitif de leucémie aigué€ (LA). Afin de
pouvoir établir un pronostic et donc une stratégie thérapeutique adaptés, la LAM doit également
étre distinguée :

o de la leucémie aigué lymphoblastique (LAL) : la LAM est caractérisée par un
engagement définitif vers la lignée myéloide ;

o dusyndrome my¢lodysplasique (SMD) qui, contrairement a la LAM, est caractéris¢ par
des Iésions cytogénétiques (perte totale ou partielle des chromosomes 5 ou 7, délétion
du bras long du chromosome 20 et perte du chromosome Y) présentes chez un nombre
non négligeable de patients ;

o d’une LAM émergent d’un contexte de SMD.
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Une fois le diagnostic posé, le sous-groupe de LAM est défini a I’aide de la classification FAB
(French-American-British) qui définit 9 sous-types de LAM qui se distinguent par le type de
lignée myéloide impliquée et le degré de différenciation des cellules leucémiques. Cette
classification est réalisée a différents niveaux :
o morphologique, en se basant sur ’apparence des blastes et a I’aide de différents
marquages histochimiques ;
o marquages immunologiques, présence ou non de différents antigénes myéloides ;
o cytogénétique, détection d’aberrations chromosomiques clonales dont certaines
correspondent a des sous-types spécifiques.
Tous ces critéres permettent non seulement d’établir un diagnostic précis de la maladie et de
définir un protocole thérapeutique adapté mais également de fournir des marqueurs permettant
de surveiller la réponse du patient au traitement administré (Lowenberg, Downing, et Burnett

1999). (Figure 41)
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(25-30%) t6;9) (1%) DEK-CAN
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M3 LA promyélocytique " " . W(11;17) (1%) PLZF-
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+ + +
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LA mégacaryocytique . . ° . o .
M7 (3-12%) + T(1;22) (5%) mnconnu

Figure 41 : Classification FAB des LAM. LA : leucémie aigué ; (*) : cellules positives pour les
antigénes my¢éloides ; (°) : cellules positives pour I’a-naphthylacétate et la glycoprotéine plaquettaire
IIb/IIIA et négatives pour le naphthylbutyrate. (D’apres Lowenberg, Downing, et Burnett 1999)
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C-Traitements

En ce qui concerne les patients de moins de 60 ans, 70 a 80% entrent en rémission
complete (RC) apres une ou deux lignes de traitement. Cependant, sans traitement additionnel,
la grande majorité rechute. Pour contrer cela, les patients les plus a risque regoivent une greffe
de moelle osseuse qui permet a 40-45% des patients diagnostiqués de guérir. Pour les patients
de plus de 60 ans, 40 a 85% entrent en rémission mais 85% d’entre eux rechutent dans les 2 a

3 ans. (Figure 42)
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Figure 42 : Evolution de la survie globale des patients atteints de LAM. Patients (A) de 15 a
59 ans et (B) de 60 ans ou plus. (D’apreés Burnett, Wetzler, et Lowenberg 2011)

Les améliorations enregistrées ces 45 derniéres années sont constantes et
essentiellement attribuables a une meilleure compréhension de la maladie ainsi qu’au
développement des soins de soutien pour les patients durant la période de pancytopénie
(réduction du nombre de globules rouges, de globules blancs et de plaquettes) induite par les

traitements (Burnett, Wetzler, et Lowenberg 2011).

Actuellement, le traitement d’induction de référence consiste a administrer une
anthracycline (daunorubicine ou I’idarubicine) pendant 3 jours puis une chimiothérapie, la
cytarabine, pendant 7 jours. Les anthracyclines sont des molécules inhibitrices de 1’activité de
la topoisomérase II, enzyme nécessaire aux mécanismes de réplication et de transcription. La
cytarabine est un analogue nucléosidique de la pyrimidine qui induit une inhibition de la
syntheése d’ADN et bloque la réplication ainsi que la division cellulaire des cellules. Depuis
plus de 40 ans, de nombreuses études visant a améliorer ce traitement ont ¢&té
menées (augmentation des doses, variation des cinétiques d’administration, addition d’une
troisiéme molécule, changement d’antracycline, ...) mais aucune d’entre elles n’a montré
d’amélioration évidente. La difficulté réside dans le fait qu’un bon traitement doit augmenter

la proportion de patients entrant en RC tout en diminuant le taux de rechute. En effet,
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I’expérience a montré que si la RC n’est pas atteinte apreés 1 voire 2 lignes de traitement, le
patient déceédera (excepté pour les moins de 60ans recevant une greffe de moelle) (Burnett,
Wetzler, et Lowenberg 2011).

Afin de diminuer le risque de rechute, un traitement post-induction est nécessaire. Selon
le Conseil de Recherche Médicale du Royaume-Uni, il s’agit de continuer la chimiothérapie a
forte dose, administrée a J1, J3 et J5. Ce protocole est adapté (doses et nombre

d’administrations) selon les pays et les patients.

La greffe de cellules souches (ou SCT) est envisagée en fonction de 1’état des patients
en se basant sur son risque de rechute et sur le risque di a la greffe elle-méme (risque de maladie
du greffon contre I’hote ou GVH). Les patients sont répartis en 3 groupes pronostiques :

o Négatif : faible risque de rechute, forte probabilité de répondre a nouveau, SCT lors de
la 2™ CR ;
o Favorable : faible probabilité d’une 2°™ CR, risque important de rechute, SCT aprés la

1" CR ;

o Intermédiaire : un score prenant en compte de nombreux critéres (age, statut du
cytomégalovirus du donneur et du receveur, nombre d’enfants du donneur si de sexe

féminin, degré de compatibilité et comorbidités du patient) est établi pour faire un choix.

Chez les patients agés, la survie globale est beaucoup plus faible notamment a cause du
développement de résistances aux chimiothérapies, d’une diminution de la réponse aux
anthracyclines ainsi que de I’existence de caractéristiques cytogénétiques défavorables
(Burnett, Wetzler, et Loéwenberg 2011).

Le traitement de référence des LAM est resté inchangé depuis 1973 et son pronostic est
trés mauvais (trés peu d’amélioration chez les plus de 60ans). Le développement de nouvelles
approches thérapeutiques parait donc particulierement intéressant et urgent. En effet, de
nouvelles molécules sont apparues sur le marché ces derniéres années, comme les
immunoconjugués ou les thérapies ciblées. Parmi elles, on trouve :

o le gemtuzumab, un Ac anti-CD33 couplé a la calicheamycine (intercalant de I’ADN) ;

o des antagonistes de la voie FLT3 qui est activée de facon constitutive dans 25 a 30%
des patients (midostaurine ou gilteritinib) ;

o des antagonistes de la voie IDH mutée chez ~20% des patients (enasidenib, ivosidenib) ;

o des inhibiteurs de la voie hedgehog souvent suractivée chez les patients (glasdegib) ;
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o des mimétiques de BH3 permettant de restaurer 1’apoptose de la cellule cible
(venetoclax) ;

o des inhibiteurs des histones désacétylases qui bloquent le cycle cellulaire et la
différenciation, ce qui favorise la leucémogenese ;

o des agents hypométhylants de ’ADN qui permettent de lever la répression de
I’expression de certains génes dont le promoteur est hyperméthylé ;

o des analogues nucléosidiques qui bloquent la réplication de I’ADN (Bohl, Bullinger, et

Riicker 2019).

Malgré I’arrivée de toutes ces nouvelles molécules, le pronostic des patients les plus
agés n’en a que trés peu ét¢ modifié. Le besoin médical non satisfait dans la LAM demeure
important. C’est pourquoi il apparait crucial de continuer a développer de nouvelles stratégies
dans cette maladie. Etant caractérisée par une prolifération incontrolée des myéloblastes
indifférenciés, les cellules de LAM surexpriment le TfR1 ce qui en fait une cible de choix pour
la mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques (Lowenberg, Downing, et Burnett 1999;

Moura et al. 2004).
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OBJECTIFS DE L’'ETUDE
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Le fer (Fe) sert de co-facteur pour de nombreuses enzymes impliquées dans des
fonctions cellulaires capitales telles que le métabolisme énergétique ou la prolifération
cellulaire. La diversité de fonction du fer le rend indispensable a la survie de tout organisme
mammifeére (Furukawa et al. 1992; Zhang et al. 2019). Le récepteur a la transferrine ou TfR1
est un récepteur trés important puisqu’il permet ’entrée du fer dans les cellules (B. C. Lim,
McArdle, et Morgan 1987). Le TfR1 fixe la protéine de transport du fer sérique, la transferrine
(TY), et permet ainsi I’entrée du fer dans la cellule en internalisant le complexe Fe-Tf (Newman
et al. 1982; Ian S. Trowbridge et al. 1984). Une fois endocyté, I’acidification des vésicules
endosomales provoque la dissociation du fer qui est alors exporté dans le cytoplasme de la
cellule tandis que le complexe TfR1/Tf est recyclé a la membrane plasmique (van Renswoude
et al. 1982).

Le TfR1 est connu pour étre internalisé par la voie dépendante des clathrines (CME)
(Klausner et al. 1983). Apres son endocytose, le TfR1 peut soit, étre directement recyclé a la
membrane plasmique par la « voie rapide », soit étre dirigé vers le compartiment endosomal de
recyclage (ERC). Une fois dans I’ERC, le TfR1 peut alors a nouveau, soit étre recyclé a la
membrane plasmique par la « voie lente », soit étre dirigé vers les lysosomes (McDermott et
Kim 2015). De nombreuses protéines interviennent dans ces processus de routage
intracellulaire dont les protéines Rab (Ras related proteins). Ce sont de petites GTPases qui ont
¢été identifiées dans la régulation des échanges moléculaires, passant par la formation de
vésicules intermédiaires, entre les différents compartiments cellulaires (Stenmark 2009;
Wandinger-Ness et Zerial 2014).

Le TfR1 est exprimé a la surface de presque toutes les cellules de 1’organisme et plus
particulierement par les cellules en prolifération ce qui inclut diverses cellules pathologiques
parmis lesquelles on trouve des cellules cancéreuses. Cette spécificité fait du TfR1 une cible
intéressante de plus en plus étudiée dans le but de trouver de nouveaux traitement anti-
cancéreux et notamment pour le développement d’anticorps monoclonaux (Ian S. Trowbridge
et Domingo 1981; Daniels, Delgado, Helguera, et al. 2006).

Mon équipe a précédemment produit et caractérisé A24, un anticorps murin anti-TfR1,
dont I’activité anti-cancéreuse a déja été démontrée (Moura et al. 2001). Les principales
caractéristiques de A24 sont sa capacité a bloquer le recyclage du TfR1 et a induire son routage
vers les lysosomes ou il est dégradé (Moura et al. 2004; Lepelletier et al. 2007). La capture en
fer par la cellule est alors fortement diminuée et induit 1’apoptose de la cellule ciblée. Son
efficacité a déja été démontrée in vitro et dans des modeles murins de xénogreffe dans plusieurs

hémopathies malignes dont la leucémie aigu€¢ my¢loide (LAM) (Callens et al. 2010).
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Afin de pouvoir utiliser le TfR1 comme cible dans de nouvelles stratégies anti-
cancéreuses et plus particulicrement dans la LAM, 1’objectif général de ma theése a été de
mieux comprendre comment A24 agit sur le routage intracellulaire du TfR1. Nous avons
cherché a comprendre ce qui différencie les effets observés sur le TfR1 selon qu’il est fixé par
A24 et envoy¢ vers la voie de dégradation lysosomale ou par la Fe-Tf qui lui permet d’étre

recyclé a la membrane plasmique.

La premiére partie de mon travail a consisté a étudier ’impact de la valence du ligand
fixant le TfR1 sur son devenir une fois endocyté. Pour cela, j’ai généré un fragment Fab a partir
de A24 afin de comparer le routage du TfR1 lorsqu’il est fixé par la Fe-Tf monovalente, par le
Fab monovalent ou par A24 divalent.

J’ai également comparé les effets de différents isotypes de la forme humanisée de I’Ac
ainsi que ceux du fragment F(ab’), issu de la digestion de la forme IgG4 humanisée de A24.
Ces différentes formes d’A24 m’ont donc permis de mesurer 1’implication du fragment Fc de

I’Ac A24 sur le routage du TfR1.

La deuxiéme partie de mon travail s’est concentrée sur I’identification d’acteurs
moléculaires impliqués dans cette différence de routage du TfRI. Je me suis alors
principalement concentrée sur les protéines Rabl1B et Rabl2 connues pour avoir
respectivement un role dans le recyclage a la membrane plasmique et dans le routage du TfR1
vers les lysosomes depuis I’ERC. J’ai alors étudié, a I’aide de shRNA, I’impact d’une
diminution d’expression de ces protéines Rab sur le routage du TfR1 en fonction du ligand qui

s’y fixe Fe-Tf, Fab et A24.
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Chapitre 1 : La liaison divalente du récepteur a la transferrine par

I’anticorps monoclonal A24 induit I’apoptose des cellules

de LAM par une voie Rab12 dépendante

(Article en cours d’écriture)
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ABSTRACT

TfR1 is a highly-conserved receptor that allows the entry of iron linked to transferrin (Tf) into
cells by clathrin mediated endocytosis (CME). Being the main mode of entry of iron into most
of cells, TfR1 is expressed at the cell membrane of almost all cells. Iron is essential for many
cellular processes such as DNA replication and TfR1 is therefore overexpressed by highly
proliferative cells. The elevated levels of TfR1 in malignancies and its extracellular
accessibility make it an excellent antigen for the treatment of cancer using antibodies. Several
anti-TfR1 antibodies have been developed, including A24 which induces anti-proliferative and
pro-apoptotic effects in several hematological malignancies. Since A24 antibody is divalent
and the Tf monovalent we wondered if the valency of ligand binding would impact TfR1
intracellular fate and cellular outcome. To assess the role of TfR1 multivalency we generated a
Fab fragment of A24 and compared the cellular outcome of TfR1 triggered either by A24 mAb
or A24 Fab. We found that the monovalent A24 Fab behaves like Tf and induces TfR1 recycling
by the rapid traffic pathway. Using different antibody isotypes and a F(ab’),, we also
demonstrated that the Fc fragment of A24 is not involved in TfR1 fate after A24 binding. To
address the mechanisms involved in the intracellular TfR1 routing after internalization, we
generated cells down-regulated for Rab11B and Rabl2, two small GTPases known to be
involved in receptor recycling and degradation respectively. We showed that Rab11B down-
regulation has no significant effect on TfR1 routing whatever the ligand we used. Indeed, TfR1
mainly recycles by the “rapid traffic” pathway without going through the endosomal recycling
compartment in a Rabl1B independent pathway. However, the small GTPase Rabl2 is

involved in cell apoptosis when divalently bound with A24.
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INTRODUCTION

Iron acts as a cofactor for many enzymes involved in key cellular functions such as
energy metabolism, cell differentiation and cell proliferation and is therefore critical for all
cells."” The transferrin receptor (TfR1 or CD71) is an essential receptor that allows iron uptake
in mammalian cells.” TfR1 is a type II homodimeric transmembrane glycoprotein that consist
of an homodimer (180kDa) linked by a disulfide bond.* TfR1 binds the serum iron (Fe)
transport protein, the transferrin (Tf), and mediates iron uptake within the cell by the
internalization of the complex TfR1-Tf.>® TfR1 is expressed in almost every cells, however
prominently in proliferating cells due to their need in iron and therefore specially in often
renewing cells such as enterocytes in crypts of the intestinal epithelium, keratinocytes of the
epidermis and mostly red blood cells precursors within the bone marrow.” Also in highly
proliferative pathologies such as cancer, the need of iron uptake is crucial and make cancer cells
more sensitive to iron deprivation than normal cells.””

AML is a genetically heterogeneous disease characterized by the accumulation of
acquired genetic changes in hematopoietic progenitor cells and that leads to unrestrained
proliferation of undifferentiated myeloblasts.'”'" As highly proliferative cells need a lot of iron,
some strategies using iron chelators were developed in anti-cancer therapies. However, because
thei mode of action of chelators is not specific, they are used in high doses, resulting in toxicity.
To overcome this issue, more specific strategies have been developed such as targeting TfR1

by the use of monoclonal antibodies.”'

In this context, we have previously produced and
characterized a murine anti-TfR 1 antibody (A24) able to block TfR1 recycling after endocytosis
and to send it towards lysosomes where it is degraded.'>'* Consequently, A24 induces a
decrease of iron uptake and leads to cell apoptosis with putative efficiency in cancer treatments.

TfR1 is known to be rapidly internalized and either directly recycled to the cell surface
through the “rapid traffic” pathway involving the Rab5 protein, or routed towards the
endosomal recycling compartment (ERC) through the “slow traffic” pathway.'” Ras related
proteins (Rab) are small GTPases involved in the regulation of molecular exchanges through
vesicles between different cellular compartments.'®'” Among the Rab proteins family, at least
14 have been identified to operate in the endocytic pathway.'® Once cargo proteins are in the
ERC, they can either recycle to the cell membrane through the “slow traffic” pathway involving
the Rab11 GTPase, or be routed towards lysosomes through a Rab12 dependent pathway.'® As

these proteins are involved in TfR1 constitutive recycling or degradation from the ERC, we

choose to focus on their role in TfR1 routing depending on the ligand bound on the receptor.
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Here we showed that TfR1 is degraded in lysosomes when bound by the divalent A24
antibody but not when bound by the A24 Fab. By restoring the divalency of the A24 Fab
fragment using secondary antibodies, we showed that the multivalent binding of the TfR1
seems to be sufficient to induce its intracellular retention. These results demonstrated that the
multivalent binding of the TfR1 is necessary to induce cells apoptosis and not the epitope
binding. Then, by using different isotypes of A24 or the F(ab’), version of A24, we observed
neither difference in TfR1 internalization nor in cell apoptosis. So we excluded the Fc fragment
involvement in TfR1 routing observed with A24. We then demonstrated that the incubation of
cells with the divalent A24 was not affecting the vesicles dynamic of formation. We showed
that Rab11B down-regulation did not impact TfR1 recycling suggesting that TfR1 recycling
after a monovalent binding by the Fab pass by the “rapid traffic” pathway such as Tf.
Furthermore, we showed that Rab12 down-regulation decreased the apoptosis induced by A24

demonstrating that the GTPase is involved in this process.
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METHODS

Reagents

Cell culture media (RPMI, DMEM), PBS (Phosphate-Buffered Saline), Ethylene Diamine
Tetra-Acetic (EDTA), Fetal Bovine Serum (FBS), L-glutamine, penicillin, streptomycin,
trypsin, paraformaldehyde (PFA), the rabbit anti-human Rab12 antibody (Ab), the anti-B-actin
monoclonal Ab, the SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate, the Pierce BCA
Protein Assay Kit, the Pierce Fab preparation kit, the Halt proteases and phosphatases cocktail
inhibitor were purchased from Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). The
rabbit anti-human Lamp1 and Rab11 Abs, 4',6-DiAmidino-2-PhenylIndole (DAPI), the rabbit
anti-TfR1 Ab were obtained from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). The goat
anti-mouse IgG (H+L)-AF488 and the goat anti-rabbit IgG (H+L)-AF555, the donkey anti-
rabbit IgG (H+L) and the goat-anti-mouse HRP (HorseRadish Peroxidase) conjugated, and
puromycine were provided by Life Technologies (Carlsbad, California, USA). Saponin, 2,2'-
ThioDiEthanol (TDE), 2-mercaptoethanol, RIPA buffer, ampicillin, Bovine Serum Albumin
(BSA) and polybrene infection / transfection reagent were furnished by Sigma-Aldrich (Saint-
Louis, Missouri, USA). The anti-human TfR1-Pe-Cy7 and the mouse IgG1-Pe-Cy7 isotype
control were supplied by Becton Dickinson (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA). The
Precision Plus Protein Dual Color Standards ladder and the 4X Laemmli sample buffer for
Western Blot were purchased from Bio-Rad (Hercules, California, USA). The QIAfilter
Plasmid Maxi kit was obtained from Qiagen (Hilden, Germany). The Human Transferrin
CF488A conjugated was provided by Biotium (Fremont, California, USA). The Immobilon-P
PVDF (PolyVinylidene DiFluoride) Membrane was furnished by Merck-Millipore (Darmstadt,
Germany). The Qifikit was supplied by Agilent Dako (Santa Clara, California, USA). The
JetPei DNA transfection reagent was purchased from Polyplus transfection (Illkirch-
Graffenstaden, Germany). A24, the mouse anti-human TfR1 has already been described in

detail in *°.

Cell culture

AML cell lines (HL-60, MV4-11 and U937) were purchased from ATCC (Manassas,
Virginie, USA). AML cell lines were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with
10% FBS, L-glutamine, penicillin and streptomycin, at 37°C, 5%CO,. HEK 293T cell line
was culture in the same conditions but RPMI is replaced by DMEM. MDA-CRISPR-AP2-
GFP cells were kindly provided by G.Montagnac (Institut Gustave Roussy, Villejuif, France).
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Fab and F(ab’), generation
The A24 digestion was performed with the Pierce Fab preparation kit and the human IgG4-
A24 digestion with the Pierce F(ab’), preparation kit according to the manufacturer’s

recommendations.

Qifikit and flow cytometry

The quantification of membrane TfR1 was performed with the Qifikit according to the
manufacturer’s recommendations. This kit contains several beads coated with a known number
of mouse immunoglobulines. These beads are labelled with the same F(ab’), used to reveal the
mouse antibody of interest used on cells. This system allows to evaluate precisely the number
of antigens expressed at the membrane by reporting the fluorescence measured on cells to a
calibration curve designed with the fluorescence detected on beads.

For the TfR1 surface labelling, cells were previously washed twice in PBS, 2% FBS and 0,1mM
EDTA. Cells were then incubated for 20min at 4°C in PBS, 0,5% BSA and 0,1mM EDTA with
the anti-TfR1-Pe-Cy7. Cells were washed twice and analyzed with a flow cytometer.

All cytometry experiments are performed with a FACS Canto II (BD) and analyzed with the

FlowJo software.

Confocal microscopy

Cells were incubated with A24 or Fab at 10pug/mL or Tf-AF488 at 25ug/mL from Smin to 24h
in an incubator at 37°C, 5% CO2. Cells were then plated on slides coated with poly-L-lysine
(Thermo Fisher Scientific) for 1h at 37°C and then were washed in cold PBS. Cells were circled
with a Dako Pen. Cells were fixed in 4% PFA; washed once; permeabilized with PBS, 0,2%
Bovine Serum Albumin, 0,05% saponin; washed three times; blocked 1h in PBS, 5% BSA,
0,05% saponin and washed once. Cells were labeled with the anti-Lamp1 (1/400) overnight at
4°C in a dark wet chamber. Cells were washed three times and primary antibodies were revealed
by a goat anti-rabbit-AF555 (1/500) and a goat anti-mouse-AF488 (1/600) for 1h. Cells were
washed three times. Nuclei were labeled with DAPI and washed three times. A drop of TDE
was added as a mounting medium and coverslip were sealed with nail polish. Mounted slides
were examined with a confocal laser microscope system (Leica TCS SP8 SMD, Leica, Wetzlar,
Germany).

MDA-CRISPR-AP2-GFP cells were examined by a spinning disk microscope (Nikon Eclipse
TI E inverted, Nikon, Tokyo, Japan).
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Images processing

Images of AML cell lines were previously deconvoluted with the Huygens Software from
Scientific Volume Imaging B.V (Hilversum, Netherlands). Then co-localization was performed
on Fiji software with the “coloc based sur-vol bet V5 macro developed by Nicolas Goudin.

Regarding the spot numeration on MDA-CRISPR-AP2-GFP, the Icy software was used.

shRNA

The constructions were purchased from Sigma. They were cloned in a pLKO.1 lentiviral vector
in frozen bacterial glycerol stock format. For the shRNA directed against Rab11B we used the
TRCNO0000381301 and the TRCNO0000381919; and against Rabl2, we wused the
TRCN0000245720, the TRCN0000245721 and the TRCN0000245722.

Generation of AML cell lines infected with shRNA

After an amplification step, the lentiviral vectors were extracted from bacteria with the
QIAfilter Plasmid Maxi kit (Qiagen) according to the manufacturer’s recommendations.

To proceed to the viral manufacturing, HEK 293T cells were grown in T175 flasks until 70%
of confluence. DMEM was replaced by new one and a mix was added in different flasks : 10pug
of the shRNA of interest and others lentiviral vectors : 1ug of Rev, 6ug of Pax2 and 3ug of
Vsv-g. The different mixes were supplemented with JetPRIME transfection reactives according
to the manufacturer’s recommendations before being added in the T175 flasks. The day after
the transfection, the medium was replaced by a new one. At day 2 and 3, the medium was
collected, centrifuged to remove cellular fragments, filtered and ultracentrifuged 90min at 4°C
at 20.000rpm. The pellets were resuspended is medium and kept at -80°C until cells infection.

To infect cells with shRNA, lentiviruses were added on cells with Polybrene to maximize the
rate of infection. Cells were diluted at 24h and the medium replaced at 48h post infection. 72h

post-infection, puromycine was added to select infected cells.

Protein extraction and quantification

After incubation with A24 or A24 Fab at 10 png/mL, cells were washed twice in cold PBS and
incubated 30min on ice in proteases and phosphatases cocktail inhibitor diluted in RIPA buffer.
Cells were centrifuged 15min at 16000g at 4°C. The supernatant of each sample was kept at
-80°C.
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The quantification of samples was performed with the Pierce BCA Protein Assay Kit according
to the manufacturer’s recommendations. For each experiment, 5 millions of cells were taken
per sample. Quantifications revealed that the protein content was constant between samples of

the same cell line, so the quantification was not done for each experiment.

Western Blot

Samples were equalized at the same total protein concentration and heated Smin at 95°C (in 4X
Laemmli Sample Buffer, 5% 2-mercaptoethanol). Proteins were loaded on SDS-PAGE gels
and transferred on a PVDF membrane. The specific proteins were detected by immunoblotting
using specific Abs and HRP-conjugated secondary Ab. Antibody binding was visualized by
chemoluminescence with an ECL kit on a ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad) and the
intensity of the protein bands was quantified using ImagelJ software after being changed in a
tif format by the Image Lab software. The quantification of the protein was reported to the

actin quantification for each gel loaded.
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RESULTS

TfR1 multivalent binding decreases its cell surface expression.

To assess the recycling and degradation of TfR1 in proliferative cell lines, we first tested
the level of membrane TfR1 expression at the cell membrane of several AML cell lines in
comparison with cells known to have high number of TfR1 on their cell surface. To do so, we
performed a receptor quantification using a flow cytometry based assay on HL-60, MV4-11
and U937 cell lines. This quantification was performed using a kit that allows to evaluate
precisely the number of membrane TfR1 labelled. The three AML cell lines analyzed express
between 20.000 and 80.000 receptors at the cell surface (Figure 1A). In comparison, T cells
increase their expression from less than 2.000 to 20.000 receptors when activated and
erythroblast progenitors express around 20 times more membrane TfR1 than AML cell lines.
This analysis allowed us to validate the use of these three cell lines in the characterization of
TfR1 recycling and routing towards lysosomes and major effects expected in HL-60 compared
to the two other AML cell lines.

The Tf and A24 antibody do not recognize the same epitope on TfR1."> Therefore to
assess if the valency of the receptor rather than the epitope is involved in its recycling, we have
generated a Fab fragment from A24 (Figure S1-A). The ability of the Fab to bind on cells was
evaluated by flow cytometry on AML cell lines. A24 and the Fab were able to bind on cells but
a weaker fluorescence was observed with the Fab labelling (Figure 1B). Moreover, the A24 Fab
binding level increases with that of A24 as well as with the relative level of membrane TfR1
expression by AML cell lines.

We then assessed the effect of the A24 Fab binding on cells and we evaluated TfR1
level at the cell membrane by flow cytometry after an incubation with either the Fab, Tf or the
whole antibody A24 from 5min to 6h on AML cell lines. The incubation of cells with Tf
(circles) induced a little endocytosis of the receptor during the first 30 minutes, then the receptor
returns to the cell surface (Figure 1C). Contrarily, the incubation of cells with A24 (squares)
induced a potent endocytosis of the receptor that reached its maximum after 1h of incubation.
The membrane TfR1 decreased by a maximum of 50% on MV4-11, 56% on U937 and 68% on
HL-60 emphasizing that the level of TfR1 cellular retention by A24 appears to correlate with
its cell surface expression. The incubation of cells with A24 Fab (triangles) induced a little
endocytosis of the receptor during the first 30 minutes then the receptor expression slowly

returns to its initial state. Therefore, we noticed that the A24 Fab behaves like the natural ligand
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Tf. Therefore, the epitope binding is not involved in the difference of internalization of the
TfR1 but rather its valency.

To emphasize the role of TfR1 aggregation in its cellular recycling, we decided to add
a secondary antibody directed against the A24 Fab to restore its divalency before looking at
membrane TfR1 expression after an incubation from Smin to 6h (Figure 1D). The Fab combined
with a secondary antibody partially restored the A24 mAb effect on both HL-60 and U397 cell
lines.

These results demonstrate that it is not the epitope bound by the ligand but the
multivalence of the binding on the TfR1 that is responsible for the intracellular retention of the

receptor.

TfR1 multivalent binding by A24 diverts its recycling towards lysosomal degradation.

We next assessed if the binding of the TfR1 with A24 Fab or its aggregation with A24
mADb would also affect cell apoptosis. Therefore, we incubated MV4-11 and HL-60 cells with
either A24 mAb or the Fab at 1, 10 and 50 pg/mL during 96h. We measured cell mortality by
assessing cell morphology by flow cytometry. A24 mAb induced apoptosis in both HL-60 and
MV4-11 cell lines in a dose dependent manner (Figure 2A). However, the incubation with A24
Fab did not induce any apoptosis even at the highest concentration of 50 pg/mL. Thus, the
monovalent targeting of TfR1 by A24 Fab did not induce apoptosis (as the Tf natural ligand)
emphasizing that the intracellular retaining of the TfR1 is directly linked to apoptosis.

As A24 Fab binds on TfR1 without inducing cell mortality, we next wondered if it is
internalized and recycled when linked to the TfR1 as the Fe-Tf does. Indeed, we want to make
sure that the A24 Fab is really endocyted in the cell. For this purpose, we incubated cells with
A24, Fe-Tf or Fab for Smin, 15min, 30min, 1h, 6h and 24h. Then, we labelled the lysosomal
compartment with AF647 by targeting the lysosomal-associated membrane protein 1 (Lamp1)
and we revealed A24 and A24 Fab localization with an AF488 labelling, the Tf being already
coupled. We analyzed samples by super-resolution fluorescence microscopy to quantify the
colocalization between A24, Fe-Tf or Fab with the lysosome. We measured an increase of A24
(squares) in lysosomes over time with a maximum of around 45% reached at about 6h and then
a decrease most likely due to its degradation in the acidic pH of the lysosome (Figure 2B). Tf
(circles) was present in lysosomes in a very weak and relatively constant way with around 5%
of colocalization. This weak presence of Fe-Tf in lysosomes represent the small proportion of
the receptor that is degraded to be renewed.”® As for the A24 Fab (triangles), a very small

amount of protein was detected in the cell with almost no presence in lysosomes. Since we have
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shown that the A24 Fab enters into cells, it might be rapidly recycled by the “rapid traffic”
pathway such as Tf.

To further analyze the level of TfR1 after aggregation with A24 mAb or binding by A24
Fab, we assessed the total amount of TfR1 in the three AML cell lines tested after 24h of
incubation. Cell incubation with A24 mAb induced a decrease of the total amount of TfR1 in
cells in comparison with untreated cells (Figure 2C). However, the A24 Fab did not affect the
TfR1 content of AML cell lines. This result emphasizes that the lack of A24 Fab detected in
lysosomes correlates with the absence of TfR1 degradation.

Altogether these experiments suggest that the loss of divalency of A24 prevents its
ability to induce TfR1 routing towards lysosomes leading to its degradation and to the apoptosis

of targeted cells.

The effects induced by A24 on AML lines do not pass through its Fc fragment

As AML cell lines are known to express IgG Fc receptors, we next assessed if the
mechanism underlying the difference of the TfR1 intracellular routing observed with A24
involve the Fc fragment of the antibody. We performed the following experiments with A24, a
human IgG4 form of A24, a human IgG1 form of A24, and two human IgG1 forms of A24
mutated to prevent their binding on IgG Fc receptors : N297A and Ala-Ala. We also used two
F(ab’), fragments generated from the human IgG4 form of A24 (Figure S1-B). We first
evaluated the ability of each anti-TfR1 antibody to bind on HL-60 by flow cytometry. We
observed that each of the anti-TfR1 antibodies was able to bind on HL-60 but a weaker
fluorescence was observed with the F(ab’), labelling as it was observed with the Fab (Figure
3A).

We next evaluated TfR1 level at the cell membrane by flow cytometry after an
incubation from 5min to 4h on HL-60 cell line with the different antibodies. As with A24, the
incubation with all the different antibodies induced a potent endocytosis of the receptor that
reached its maximum during the first 30 minutes (Figure 3B). TfR1 intracellular retention
induced by A24 is thus independent both of any binding on IgG Fc receptors and of the presence
of the Fc fragment itself.

We then assessed the ability of these anti-TfR1 antibodies to induce cell apoptosis on
HL-60. Therefore, we incubated HL-60 with every anti-TfR1 antibodies mentionned above at
1, 5, 10 and 50 pg/mL during 96h. We measured cell mortality by assessing cell morphology
by flow cytometry. As A24, hA24-1gG4, hA24-1gG1, hA24-1gG1-N297A, hA24-1gG4-F(ab’),-
A and hA24-1gG4-F(ab’),;-B induced a maximum of ~65% of apoptosis in HL-60 in a dose
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dependent manner (Figure 3C). Regarding hA24-IgG1-Ala-Ala, the dose response was not
observed at the concentrations used and the maximum of apoptosis observed was around ~55%.
For the F(ab’), fragments, the apoptosis induced at low dose (1 pg/mL) was weaker with ~30%
of mortality against ~45% with the whole antibodies.

These results confirm that even when the anti-TfR1 antibody is not able to bind on
IgG Fc receptors, it keeps its ability to induce an intracellular retention of the TfR1 and to

induce cells apoptosis. We can conclude that the fragment Fc of A24 is not, or very little,

involved in its effects observed on AML cell lines.

Both A24-TfR1 and Tf-TfR1 complexes are identically internalized.

From the above experiments, we learned that A24 binding on the TfR1 drives its
degradation in lysosomal compartments whereas the binding of the natural ligand Tf allows its
recycling. We next wondered if the difference of intracellular trafficking is occurring at the
beginning of the TfR1 binding or later on within intercellular compartments. To address this
question, we first analyzed the formation of the endocytic vesicles subsequently to TfR1
binding.

We then used MDA-CRISPR-AP2-GFP cells that express the GFP tagged protein AP-
2 which is an adaptor protein. AP-2 is known to participate to the formation of clathrin coated
pits, which cover vesicles during endocytosis. Therefore, by tracking the appearance and
disappearance of the GFP spots, one can follow the formation of CME vesicles by confocal
microscopy. At first, we analyzed if the formation of vesicles was disturbed by the adding of
A24 on TfR1 by looking at cells during 10-15 minutes after the addition of A24 in comparison
to an IgG isotype. Visually, we were not able to see any difference on the dynamic of spots
formation and so on the clathrin coated pits generation between the addition of A24 in
comparison with the control (Figure 4A). To conclude, we proceeded to a quantification of
spots detected on each picture acquired over time (Figure 4B). Three independent experiments
corresponding to the three curves were conducted with the isotype (on the left) and with A24
(on the right). Under both conditions, no significant change in the number of clathrin coated
pits were detected over time. Thus, we were not able to see any impact of A24 on the dynamic
of endocytosis vesicles formation, since there was no difference detected between the addition

of A24 and the addition of an isotype.
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We can conclude that there is no obvious effect of A24 mAb binding on the formation
of CME vesicles suggesting that TfR1 routing is rather affected downstream on the endosomal

pathway after binding with A24 mAb.

Evaluation of Rab11B or Rab12 down-regulation on TfR1 expression.

We next assessed the mechanism underlying the difference of the TfR1 intracellular
fate based on the valency of its ligands. We wondered if Rab proteins would be involved in
TfR1 endocytic routing due to their many roles in the endosomal pathway. We assessed the role
of both Rab11B and Rab12 known to be respectively involved in the recycling or the routing
to lysosomes of the TfR1.>"*

Since Rab11B and Rab12 play a major role in intracellular trafficking, we used shRNA
directed against these two Rab proteins in HL-60 cell line.” HL-60 was chosen regarding its
higher TfR1 expression and its stronger decrease of membrane TfR1 after A24 mAb binding.
First, we verified the levels of mRNA targeted by shRNAs. For Rab11B, we generated two
shRNAs: Rab11B-1 and Rab11B-2 which induced a decrease of 50% and 80% of Rabl11B
mRNA respectively by qPCR (Figure 5A). These Rab1 1B knock-downs were further confirmed
at the protein level by western blot with a decrease of 20% for Rab11B-1 and 60% for Rab11B-
2. For Rab12, we used two shRNAs Rab12-1 and Rab12-2 that have all shown a decrease of
around 80% of Rab12 mRNA and around 50% of Rab12 protein level.

We then evaluated the impact of Rab proteins knock-down on the membrane TfR1
expression by flow cytometry. Regarding cells down-regulated for Rab11B, we detected a
decrease of approximately 85% of the membrane TfR1 which is consistent with its impaired
recycling (Figure 5B). With cells down-regulated for Rab12, we observed an increase of TfR1
from 1.5 to 3 times compared to control. This increase of TfR1 membrane expression is in
accordance with the receptor protein level previously observed and with the involvement of
Rab12 in TfR1 degradation.

We then assessed the total amount (including receptor level within the cells) of TfR1 by
western blot and detected an increase in Rab11B down-regulated cells (Figure 5C). The higher
TfR1 protein level could be explained by an overexpression of the TfR1 by the cells to
compensate the failure of the receptor recycling that decreases iron entry into the cell.
Regarding cells down-regulated for Rab12, we again observed an increase in the amount of the
TfR1 protein that is still coherent with the degradation failure of the TfR1.

At least, we ensured the ability of A24 and A24 Fab to bind on HL-60 even after Rab11B
and Rab12 down-regulation (Figure 5D). We performed this experiment by flow cytometry as
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previously described in figure 1B and concluded that the two forms of A24 were still able to

bind the membrane T{R1 in all the cell lines tested.

The apoptosis induced by A24 on HL-60 is Rab12 dependent.

We then assessed the impact of Rabl11B and Rab12 knock-down on TfR1 function.
First, we focused on TfR1 internalization and incubated the shRNA ctrl and Rab knock-down
cells from 5 min to 6h with Fe-Tf, A24 mAb or A24 Fab. We observed no difference in TfR1
cellular internalization with either Rab11B or Rab12 shRNA (Figure 6A upper and lower
panels).

Then, we assess the apoptosis induction after 96h incubation with either A24 mAb or
A24 Fab. Regarding the effects induced by A24 mAb, cell mortality is still induced in a dose-
dependent manner in cells down-regulated for Rab11B (Figure 6B). Concerning cells down-
regulated for Rab12, cell mortality induced by A24 is lower than in controls reinforcing the
hypothesis that Rab12 is involved in this process. As previously described with HL-60, MV4-
11 and U937 cell lines, the down-regulation of Rabl1B and Rab12 did not affect the absence
of mortality induced by A24 Fab confirming our assumption that the antibody fragment is
recycled with the TfR1 by the “rapid traffic” pathway.

We next evaluated the Rab proteins down-regulation impact on TfR1 degradation
induced by A24. We incubated cells with or without A24 for 24h and we proceeded to a Western
Blot to reveal the TfR1 content of each sample (Figure 5C). Unexpectedly, all the cell lines
analyzed showed a more or less significant decrease in TfR1 amount when incubated with A24.
Regarding Rab11B-1, the decrease was very weak but sufficient to induce cell death maybe
because of the weak amount of TfR1 already observed in steady state. With cells down-
regulated for Rab12, TfR1 degradation was much more pronounced but can be explained by
the down-regulation of only 40-50% of the Rab12 protein with shRNAs we tested. However,
the fact that cells down-regulated for Rab12 prevent cell apoptosis induced by A24 even if the
TfR1 is still degraded may be explained by the high content of TfR1 in these cells in steady
state. Indeed, in this case the remaining quantity of TfR1 after A24 incubation could be enough
to allow iron entry in the cell that would not go into apoptosis.

We can conclude that Rab11B is not involved in TfR1 routing after its binding by A24.
However, the decrease of apoptosis induced by A24 in Rabl2 deficient cells suggest the
participation of the GTPase in cell mortality without being involved in TfR1 degradation by
A24.
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DISCUSSION

TfR1 has been extensively studied as a therapeutic target in highly proliferative cancers
since decades.”* Accordingly, many anti-TfR 1 molecules have been developed but only few are
still being in development. In fact, only few clinical trials were conducted with this strategy.
Most of them have been conducted in the 1990s and consequently used murine antibodies which
has led to a weak efficacy due to their immunogenicity. For instance, the 42/6, is a murine IgA
anti-TfR1 antibody that is cytotoxic to malignant hematopoietic cells in vitro and that showed

no significant effect during a phase I clinical trial.>>*°

This lack of efficacy can be explained by
the fast clearance of IgAs which is particularly increased by the anti-murine response detected.
In addition to that, the TfR1 being expressed by almost all cells, targeting this receptor has
sometimes been found to be toxic. For example, the 454A12-RTA, a murine IgG1 anti-TfR1
conjugated to the plant toxin ricin (RTA) was tested in two clinical trials. In the first one, no
antitumor effect was observed but a systemic toxicity was detected.”’” In the second clinical
trial, a 50% reduction of tumor cell count was observed with no systemic toxicity after a local
administration of the antibody.” To overcome the risk of cytotoxicity, another technique to
deliver cargos was used with immunoliposomes coated with an anti-TfR1 single chain Fv
(scFv) and that contain plasmid DNA encoding for the p53 gene (SGT-53).*” p53 being a tumor
suppressing protein that is often non-functional in many malignancies, the aim is to restore p53
functionality to sensitize tumor cells to chemotherapeutics. A first phase I clinical trial in
several advanced solid tumors showed a stable disease and no significative toxicity.” It is the
only anti-TfR1 molecule known to still be in a phase I and II clinical trial combined with
chemotherapeutic drugs. TfR1 is thus a very promising target in highly proliferative pathologies
but the toxicity observed in many studies demonstrates the great need to better understand the
receptor biology.

In our study, we have demonstrated that an increase of membrane TfR1 expression
correlates with the level of the intracellular retention of the receptor induced by the binding of
A24 and to the level of apoptosis induced on AML cell lines. In this regard, the very high
expression of membrane TfR1 on erythroblast progenitors should result to a high apoptosis
induced by A24 and thus, to a strong toxicity on these cells in vivo.

We also shown that the divalent binding of the TfR1 by A24 induced its intracellular
retention unlike the monovalent binding of the TfR1 by the Fab that follows the same pathway
as Fe-Tf, also monovalent. We hypothesized that the TfR1 fate depends on the valency of the
molecule that binds on it and so to its ability to crosslink the receptor. It has been previously

suggested that the multivalent binding of an anti-TfR1 antibody can induce different effects on
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cells. For instance, a study demonstrated that an IgM anti-TfR1, R17 208, was acting by cross-
linking the TfR1 that prevent the receptor internalization and thus induced an iron deprivation
in cells.’ Like A24, this experiment showed an anti-proliferative action of TfR1 multivalent
binding by an antibody. In the same way, the impact or TfR1 cross-linking is also demonstrated
by a higher pro-apoptotic activity which was observed with the multimeric anti-TfR1 antibody
ch128.1-Av, in comparison to the monomeric one, ch128.1.** These results emphasized the
significance of the divalency role of antibodies in their efficiency. Furthermore, another group
showed that using an oligomer of Fe-Tf, demonstrated that up to ten Fe-Tf molecules, the TfR1
recycled four times slower and was retained in the ERC (on average, an oligomer of ten Fe-Tf
binds six TfR1). When they used more than ten Fe-Tf molecules oligomerized, the TfR1 was
delivered to the lysosomal pathway. They managed to highlight the role of TfR1
oligomerization in its intracellular retention and degradation by the cell.”> Therefore, these
studies in association with the fact that we also restore TfR1 retention by crosslinking the A24
Fab, allows us to conclude that TfR1 fate depends on the valency of the ligand that binds on it.

We demonstrated that, as the A24 Fab fragment did not induce any retention of the
TfR1, it did not induce cell mortality. That is not the case for A24, that induced cell apoptosis
in a dose-dependent manner as already published.’® All these experiments support our
hypothesis that A24's divalency is responsible for its ability to kill highly proliferative cells. To
confirm these results, we also showed that the Fc domain of the antibody was not involved in
the induction of cell apoptosis by binding on IgG Fc receptors. Indeed, the different versions of
A24 distinguishable either by their host species (mouse or human), their class (IgG2b, 1gG1,
IgG4), their ability to bind on Fc receptors (IgG1-N297A or IgG1-Ala-Ala) or the absence of
the Fc fragment (F(ab’),) have all shown the same level of TfR1 intracellular retention and a
high pro-apoptotic affect on HL-60 cell line.

In the same way as the TfR1, it was demonstrated that other receptors are routed towards
lysosomes after a crosslinking. Among these proteins, we find the EGF receptor, the viral cell

3738 These experiments

surface protein, rabies G, the acetylcholin receptor and Fc receptors.
have been conducted with different crosslinking systems such as the ligand of the receptor
studied, streptavidin or divalent antibodies which supports our hypothesis that the Fc fragment
of anti-TfR1 antibodies is not necessary to routing towards lysosomes of the TfR1.** More
generally, a better understanding of the general molecular mechanisms that occur after TfR1

membrane crosslinking could therefore be used on a larger scale to understand this process in

other receptors capable of recycling.
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In order to better understand at which step of the CME begins the difference of TfR1
routing after the binding of Fe-Tf or Fab in comparison to A24, we focused on vesicles
formation. We have therefore demonstrated that the addition of A24 had no obvious influence
on the dynamic of the clathrin coated pits formation and so that A24 acts downstream on the
endosomal pathway.

Finally, we were interested in the impact of Rab11B and Rab12 down-regulations on
TfR1 behavior after the binding of A24, the Fab or Fe-Tf. Regarding TfR1 internalization, we
observed no difference whatever the TfR1 ligand used with either Rabl11B or Rab12 down-
regulated cells compared to control cells. It means that Rab11B and Rab12 are not involved in
TfR1 endocytosis which is in accordance with their role associated with the ERC. As it is known
that TfR1 predominantly recycle by the “rapid traffic” pathway without going through the ERC
when bound by the Fe-Tf and in our case by the Fab too. We can then hypothesize that
monovalent ligands of the TfR1 systematically induce its routing through this pathway.

Regarding cell mortality, there were still no apoptosis induced by the Fab whether in
cells down-regulated for Rab11B or Rab12. For Rab11B down-regulated cells incubated with
A24 we still observe a dose-dependent apoptosis that is also correlated with a TfR1 a
degradation. TfR1 degradation is limited with Rab11B-1 but it seems to be sufficient to induce
cell apoptosis. With regard to Rab12 down-regulated cells, A24 almost did not longer induce
apoptosis suggesting that divalent bound TfR1 is going through the ERC and is degraded
through the Rab12 dependent pathway. Nevertheless, the study of TfR1 degradation that is still
effective in Rab12 down-regulated cells revealed that this process in not Rab12 dependent.
Therefore, it should be very interesting to check if the TfR1 bound by A24 really goes to
lysosomes from the ERC by a Rab12 independent pathway or, if it never goes through the ERC.
Moreover the weak cell mortality induced by A24 in Rab12 down-regulated cells suggests that
Rab12 should be involved in a potential apoptosis resistance mechanism to A24 in AML.

Moreover, the very high level of TfR1 expression in Rab12 down-regulated cells seems
to confer a high iron entry capacity to the cells. Thus, the absence of apoptosis induced by A24
in these cells should be due to a sufficient iron entry in cells even after TfR1 degradation if
enough receptor are still present. Therefore, it should be interesting to perform intracellular iron

measurements to check this hypothesis.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : The valency of the monoclonal anti-TfR1 antibody A24 modulates its impact
on the receptor intracellular retention in AML cell lines. (A) Evaluation of membrane T{fR1
expression by flow cytometry on AML cell lines (MV4-11, U937 and HL-60) and primary cells
(T cells and pro-E). (B) Measure of the anti-TfR 1 antibody A24 (in green) and the Fab fragment
of A24 (in orange) binding on AML cell lines (HL-60, MV4-11 and U937) by flow cytometry.
Unlabelled antibodies are revealed by a goat anti-mouse AF488 conjugated (GAM, in blue).
(n=1) (C) Endocytosis of the TfR1 is measured via the TfR1 membrane expression kinetic
analyzed by flow cytometry at different times (5Smin, 15min, 30min, 1h and 6h) after AML cell
lines incubation with Fe-Tf (circles), A24 (squares) or the Fab (triangles) (n=3). (D)
Endocytosis of the TfR1 measured after Fab divalency restoration (inversed triangles) by

addition of a secondary antibody (GAM) directed against the Fab (n=3).

Figure 2 : The valency of the monoclonal anti-TfR1 antibody A24 modulates its impact
on the receptor recycling or degradation in AML cell lines. (A) Evaluation of cell mortality
is performed by flow cytometry on AML cell lines (MV4-11 and HL-60) after 96h of incubation
with A24 (left) or the Fab (right) at 1, 10 and 50ug/mL (n=3). (B) The colocalization between
the lysosomal marker Lamp1 and TfR1 ligands A24 (squares), Fe-Tf (cercles) or Fab (triangles)
are determined by confocal microscopy on U937 cell line. A24, Fab and Fe-Tf were incubated
with cells for S5min, 15min, 30min, 1h, 6h and 24h (n=2). (C) To evaluate the ligand impact on
TfR1 degradation, total TfR1 protein amount in cells incubated 24h with or without A24
(10pg/mL) or Fab (10pg/mL) was analyzed by Western Blot (n=1).

Figure 3 : Anti-TfR1 antibodies mutated to prevent their binding to Fc receptors or
without any Fc fragment (F(ab’)2) also induce intracellular retention of TfR1 as well as
cell apoptosis. (A) Measure of the binding of different anti-TfR1 antibodies A24 (rhombus),
hA24-1gG1 (squares), hA24-IgG1-N297A (triangles), hA24-1gG1-Ala-Ala (inverted triangles),
hA24-1gG4 (cercles), F(ab’),-A (crosses) and F(ab’),-B (vertical sticks) on HL-60 cell line by
flow cytometry. The unlabelled antibodies are revealed by a goat anti-human or a goat anti-
mouse AF488 conjugated antibody. (B) Endocytosis of the TfR1 is measured via the TfR1
membrane expression kinetic analyzed by flow cytometry at different times (Smin, 10min,

15min, 20min, 30min, 1h and 4h) after HL-60 incubation with the different anti-TfR1
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antibodies (n=1). (C) Evaluation of cell mortality is performed by flow cytometry on HL-60
after 96h of incubation with the different anti-TfR1 antibodies at 1, 5 10 and 50 pg/mL (n=1).

Figure 4 : The difference of TfR1 routing depending on its ligand binding does not
significatively affect the clathrin coated pits formation. An isotype (on the left) or A24 (on
the right) was added for 10 to 15min on MDA-CRISPR-AP2-GFP. (A) Clathrin coated pits
formation characterized by the apparition of GFP+ spots corresponding to AP2 aggregation are
detected over time by confocal microscopy. Time-lapse were acquired for 10 to 15 min after
the addition of an isotype or A24 at 10pug/mL. (B) The number of endocytic vesicles formed
was quantified over time. Three independent experiments are represented by the three curves

after the addition of an isotype (on the left) or A24 (on the right).

Figure 5 : Down-regulation of Rab11B decreases TfR1 cell surface expression whereas
down-regulation of Rab12 increases TfR1 total expression in HL-60. HL-60 was infected
with empty shRNA control or shRNA directed against Rab11B or Rab12. (A) Each shRNA
was validated by measuring Rab11B and Rab12 expression at RNA level by qPCR (left) and
protein level by Western Blot (right). TfR1 expression was reported to housekeeping genes for
both techniques. (n=3) (B) Quantification of membrane TfR1 expression was analyzed by flow
cytometry on HL-60 cells infected with shRNA ctrl or against Rab11B and Rab12. (C) Western
Blot assessment of total TfR1 amount in HL-60 cells down-regulated for Rabl11B (left) or
Rab12 (right). (n=3) (D) Control of A24 and Fab binding on HL-60 cells by flow cytometry
after the downregulation of Rab11B and Rab12. (n=1)

Figure 6 : Down-regulation of Rab11B and Rab12 does not affect TfR1 “rapid recycling”
whereas cell mortality is dramatically reduced with Rab12 down-regulation in HL-60 cell
line. (A) Evaluation of membrane TfR1 expression by flow cytometry on HL-60 cell line down-
regulated for Rab11B (at the top) or Rab12 (at the bottom) after incubation with A24 (squares),
Fe-Tf (circles) or Fab (triangles) during different times (Smin, 15min, 30min, 1h and 6h). (n=3)
(B) The mortality induced by A24 (dark grey) or Fab (light grey) was evaluated by flow
cytometry after 96h of incubation with HL-60 cells down-regulated for Rab11B (at the top) and
for Rab12 (at the bottom). (n=3) (C) Quantification of total TfR1 protein amount in cells is
evaluated by Western Blot in HL-60 cell lines down-regulated for Rab11B (at the top) or Rab12
(at the bottom). All cells are cultured 24h with or without A24 (10ug/mL) to evaluate the Ab
impact on TfR1 degradation. (n=1)
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Figure S1 : Evaluation of the Fab and the F(ab’), production by electrophoresis and
Coomassie blue coloration. (A) Fab production from A24 and (B) F(ab’), production from the
human version of A24 are depicted. A whole antibody has an approximately molecular weight

of ~150kDa ; a F(ab’); ~110kDa and a Fab ~50kDa.
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Figure 3 :
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Figure 4 :
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Figure S :
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Figure S1 :
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Chapitre 2 : Etude du role de SAMDOL dans le routage du TfR1

I-Contexte

Le gene SAMD?9 (Sterile Alpha Motif Domain 9) code pour une protéine de 1589 acides
aminés qui a une homologie avec la protéine paralogue SAMD9-like aussi appelée SAMDOIL
(Topaz et al. 2006; Li et al. 2007). Cette homologie semble suggérer un réle complémentaire,
au moins partiel des deux protéines. Ce géne est actuellement encore relativement peu connu.
Cependant, une premiére équipe a démontré que SAMD9 et SAMDOIL semblent avoir un role
de gene suppresseur de tumeur. Dans cette méme étude, ils ont montré d’une part, que la
surexpression de SAMDO est capable d’induire I’apoptose et d’inhiber la prolifération cellulaire
des cellules cancéreuses, d’autre part que la diminution de son expression est associée a une
augmentation de la prolifération cellulaire et de la croissance tumorale dans des modeles in
vitro et in vivo (Li et al. 2007). De plus, des délétions du fragment génomique 7q21.3, qui
recouvrent le géne SAMD9Y, sont couramment retrouvées chez les patients atteints de leucémie
my¢loide ou de syndrome myélodysplasique, suggérant a nouveau que SAMDY9 est un
inhibiteur de la croissance tumorale (Asou et al. 2009). De facon générale, les données semblent
indiquer que SAMD9 joue un role important dans la pathogenése d'un large éventail de
pathologies chez 'Homme, comme la calcification ectopique, l'inflammation ou encore le
cancer, ce qui fait de SAMDY une cible intéressante dans le traitement de ces maladies
(Hershkovitz 2011, 9).

Une étude qui a montré un retard dans la fusion homotypique des endosomes précoces
induite par une déficience en SAMDOYL a retenu notre attention (Nagamachi et al. 2013). Ils ont
tout d’abord démontré la co-localisation de SAMDO9L avec Rab5 puis avec EEA1, connus pour
étre des marqueurs des endosomes précoces. Puis, ils ont montré in vitro, qu’une diminution
d’expression de SAMDOIL induit une accumulation des récepteurs aux cytokines endocytés
suggérant le role de SAMDOYL dans la fusion des endosomes précoces, fusion qui permet leur
transition en endosomes tardifs et/ou en lysosomes. En effet, la diminution de SAMDOIL est
caractérisée par une augmentation de la sensibilité des progéniteurs hématopoiétiques aux
cytokines. Cette sensibilité accrue s’explique par un retard dans la dégradation des récepteurs
qui peuvent donc signaliser plus longtemps dans la cellule.

En se basant sur cette derni¢re étude, nous avons émis 1I’hypothése qu'une diminution

d’expression de SAMD9/SAMDOIL pourrait donc également altérer le routage intracellulaire
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d’autres récpeteurs endocytés comme le TfR1. Nous avons donc tout d’abord regardé
I’expression de surface du TfR1 sur des lymphocytes T activés de patient SAMDIL™ en
comparaison avec un donneur sain. Puis, nous avons cherché a voir si la capacité¢ de A24 a
inhiber le recyclage du TfR1 et a induire la mort des lymphocytes T activés est impactée par

I’absence de SAMDO9L..

[I-Matériel et méthodes

Cytométrie en flux
Le marquage du TfR1, les expériences d’internalisation du TfR1 ainsi que le marquage de
mortalité¢ cellulaire ont été réalisés selon le méme mode opératoire que celui décrit

précédemment.

Préparation des lymphocytes T activés

Les PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) des donneurs ont tout d’abord été isolés par
Ficoll. Pour enrichir les cellules en lymphocytes, les cellules sont mises en culture pendant 2h
puis les cellules qui n’ont pas adhéré a la flasque sont récoltées. Les cellules sont ensuite

activées avec de I’'IL2 (20U/mL) et de phytohémagglutinine (PHA) (3pug/mL).
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II1I- Résultats et conclusion
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Figure 1 : La diminution d’expression de SAMDY9L semble réduire la dégradation du
TfR1 et diminuer la capacité de A24 a induire la mort cellulaire. (n=1) (A) Evaluation de
I’expression du TfR1 membranaire sur des lymphocyte activés d’un controle (a gauche) et d’un
patient SAMDIL™ (a droite) par cytométric en flux. (B) Evaluation de I’expression
membranaire du TfR1 par cytométrie en flux aprés incubation avec A24 pendant Smin, 15min,
30min, 1h et 6h. (C) Evaluation par cytométrie en flux de la mort cellulaire induite par A24
apres 72h d’incubation sur ces mémes échantillons.

Tout d’abord, nous avons observé une expression membranaire du TfR1 nettement
supérieure sur les lymphocytes T activés du patient en comparaison avec le contrle (Figure
1A). Ensuite, aprés incubation des lymphocytes avec A24 (carrés), on observe toujours dans
les deux échantillons une diminution d’expression du TfR1 membranaire qui ne recycle donc
pas a la membrane (Figure 1B). Il n’y a pas de diminution de I’expression membranaire induite

par la fixation de la Fe-Tf (ronds) ou du Fab (triangles) comme nous I’avons déja démontré sur
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les lignées de LAM. Enfin, si on s’intéresse a la mortalit¢ induite par A24 aprés 72h
d’incubation, on observe tout d’abord un effet dose-dépendant de I’anticorps. Mais on détecte
¢galement une mortalité deux fois moins importante sur les lymphocytes T du patient a la dose

la plus forte.

I1 est difficile d’obtenir des échantillons de patient mutés pour SAMD9 en raison de la
gravité¢ des pathologies associées. Les expériences menées n’ont donc, a ce jour, pas pu étre
répétées et n’ont été réalisées qu’une seule fois, sur un seul patient. Il parait donc difficile de
conclure sur ces expériences. Cependant, ces premiers résultats tendent a valider notre
hypothé¢se. En effet, les protéines SAMD9/SAMDOL, sont connues pour favoriser la maturation
des endosomes précoces en endosomes tardifs puis en lysosomes dans le contexte du routage
des récepteurs de signalisation. Dans notre étude, la diminution d’apoptose induite par A24
chez notre patient, semble indiquer que SAMDOIL semble également jouer donc un rdle dans la
dégradation du TfR1, récepteur dit nutritif. De plus, la forte expression membranaire du TfR1
sur les PBMC activés de notre patient (avant et aprés activation), qui peut s’expliquer par un

défaut de dégradation du TfR1, renforce notre hypothese.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Contexte

Le fer joue un role central dans la survie puisqu’il sert de cofacteur pour des enzymes
impliquées dans des processus tels que la réplication de I’ADN, le transport de I’oxygene ou
encore le métabolisme énergétique. Le TfR1 est le principal mode d’entrée du fer dans la cellule
en permettant I’internalisation de la transferrine liée au fer (Fe-TY). Il est surexprimé par les
cellules hautement prolifératives dont font partie certaines cellules cancéreuses. De nombreuses
équipes ont développé des anticorps anti-TfR1 afin d’utiliser le TfR1 comme cible
thérapeutique anti-cancéreuse. Dans ce contexte, mon équipe a développé 1’anticorps murin
anti-TfR1, A24, capable d’induire 1’inhibition du recyclage a la membrane du TfR1 ainsi que
sa dégradation dans les lysosomes. Sa capacité a induire I’apoptose a également été observée
dans différentes hémopathies malignes. Nous avons donc choisi de travailler a la
compréhension de la différence de devenir du TfR1 apres fixation de son ligand naturel, la Fe-

Tf en comparaison avec A24 sur des lignées de leucémie aiglie myéloide.

Valence du ligand

Des travaux précédents réalisés au sein du laboratoire ont démontré qu’une des
particularités de A24, en comparaison avec les autres anti-TfR1 publiés, est son affinité pour le
TfR1. En effet, la majorité des anti-TfR1 vont :

o soit entrer en compétition avec la Tf pour se fixer sur le TfR1 et dans ce cas, ils ont une
meilleure affinité que la Fe-Tf pour le TfR1 ;
o soit se fixer sur un site différent de celui de la Fe-Tf.
A24 ne rentre dans aucune de ces deux catégories puisqu’il entre en compétition avec la Tf pour
se fixer sur le TfR1. Cependant, il est moins affin que la Fe-Tf sur les cellules a faible densité
en TfR1 mais il devient plus affin que la Fe-Tf sur les cellules a forte densité en TfR1 (Moura
et al. 2004). En s’appuyant sur cette observation, nous avons ¢mis I’hypothése de I’implication

de la valence du ligand du TfR1 dans son devenir apres internalisation.

Nous avons donc généré un fragment Fab a partir de A24 afin de comparer les effets de
la fixation du méme ligand sous forme monovalente et divalente sur le TfR1. Apres avoir vérifié
que le Fab se fixe bien sur le TfR1 et est internalisé dans la cellule, nous avons constaté que le
Fab induit des effets similaires sur le TfR1 a ceux induits par la Fe-Tf. En effet, contrairement
a A24, le Fab n’induit pas de rétention du TfR1 dans la cellule et par conséquent n’est pas non

plus capable d’induire le routage du TfR1 dans les lysosomes et n’induit donc pas 1’apoptose
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de la cellule par déprivation en fer. Ces premiers résultats nous ont conforté dans I’implication

de la valence du ligand sur le devenir du TfR1.

Afin de valider notre théorie, nous avons décidé de restaurer la divalence du Fab en y
ajoutant un anticorps secondaire dirigé contre les anticorps murins. Nous avons alors observé
une restauration partielle, car inférieure a celle de A24, de la rétention du TfR1 dans la cellule.
Cette expérience nous permet de valider le role, au moins partiel, de la divalence de A24 dans
la rétention du TfR1 dans la cellule. De la méme fagon, d’autres études ont montré 1I’importance
de la valence de la liaison au TfR1 sur les effets qu’il produit sur la cellule. Dans une premicre
étude, il a ét¢ démontré in vitro que I’utilisation d’une IgM induit une inhibition de la
prolifération cellulaire en bloquant I’internalisation du TfR1 (Lesley, Schulte, et Woods 1989).
Dans une autre étude, I'utilisation d’un anti-TfR1 couplé a I’avidine, lui permettant de former
des dimeres, a également montré une activité pro-apoptotique de 1’anticorps (Ng et al. 2002).
Cette derni¢re étude réalisée sur différentes lignées d’hémopathies malignes suggere ainsi

I’implication du pontage des récepteurs dans son efficacité.

Méme s’il apparait évident que la valence du ligand du TfR1 est responsable de sa
rétention dans la cellule et de son routage vers le compartiment endosomal de recyclage (ERC),
il est cependant plus compliqué de conclure sur son role dans la dégradation du récepteur. En
effet, certaines ¢tudes tendent a prouver que le fragment Fc de ’anticorps anti-TfR1 est
responsable de la dégradation du récepteur et donc par définition, du passage de I’ERC vers le
lysosome (Lesley, Schulte, et Woods 1989). De facon intéressante, une étude utilisant la Fe-Tf
sous forme multimérique a montré que jusqu’a dix molécules de Fe-Tf, le TfR1 est retenu dans
I’ERC de la cellule mais finit tout de méme par étre recyclé a la membrane plasmique. Mais
au-dela de dix molécules de Fe-Tf, le complexe TfR1/Tf est dégradé dans les lysosomes (E. W.
Marsh et al. 1995). Cette derniére étude tend a démontrer que le fragment Fc n’est donc pas
indispensable au routage du TfR1 vers les lysosomes. De plus, dans une autre étude utilisant un
F(ab')2 dirigé contre une glycoprotéine virale de surface (la protéine G de la rage), on observe
un routage de la cible vers les endosomes tardifs suggérant a nouveau une dégradation Fc
indépendante (St. Pierre et al. 2011). Cependant, il semble que toutes ces données mettent en
¢vidence I’impact de la taille du complexe ligand/récepteur présent dans les endosomes, dans
le routage du TfR1. Au-dela d’une certaine taille, le complexe pourrait entraver le routage
d’autres protéines transitant par les mémes compartiments cellulaires ou bien méme déstabiliser

la fluidité membranaire des endosomes. Des résultats utilisant différentes versions humaines de
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A24 appartenant a diffrentes classes (IgG4 et IgG1) dont certaines formes sont mutées dans
leur domaine Fc afin d’empécher leur intéraction avec les récpeteurs Fc nous ont permis de
démontrer que cette liaison n’est pas responsable de la rétention intracellulaire du TfR1, ni de
I’apoptose induite par A24. De plus, les méme expériences ayant été réalisées avec la version
F(ab’), de A24, montrent a nouveau une forte capacité de rétention intracellulaire du TfR1 ainsi
qu’une forte activité pro-apoptotique de I’Ac. Ces résultats nous permettent de conclure quand
au role de la divalence de A24 dans son activité pro-apoptotique qui ne dépend donc pas de son

fragment Fc.

Endocytose clathrine dépendante

Au sein de notre équipe, a I’aide de shRNAs dirigés contre la protéine adaptatrice AP2,
il a déja été démontré que I’internalisation du TfR1 apres fixation de A24 passe par la voie des
clathrines comme apres fixation de son ligand naturel, la Fe-Tf (Lepelletier et al. 2007). Afin
de voir si la fixation de A24 a une influence sur la dynamique de formation des puits de clathrine
nous avons quantifi¢ I’évolution du nombre des puits de clathrine au cours du temps en présence
de A24 ou d’un isotype contrdle. Aucune différence évidente n’a été observée entre les deux
conditions. Ceci suggere donc que la différence de routage du TfR1 induite entre la fixation
d’un ligand monovalent en comparaison avec un ligand divalent intervient apres la formation
de la vésicule d’endocytose.

Les cellules de LAM ont un cytoplasme tres petit et sont adhérentes ce qui en fait un
modele trés compliqué a utiliser en microscopie. De plus, le TfR1 est extrémement bien
conservé au cours de 1’évolution, ce qui nous permet d’étendre nos conclusions observées sur
les MDA-CRISPR-AP2-GFP a toutes les cellules dont le TfR1 est le principal mode d’entrée

du fer dans la cellule.

Implication de la protéine Rabl 1B dans le routage du TfR1

En se basant sur les résultats obtenus précédemment, nous savons donc que la différence
de routage du TfR1 en fonction du ligand qui se fixe intervient entre la formation de la vésicule
d’endocytose et I’ERC.

De nombreuses protéines sont connues pour étre impliquées dans la régulation du
systtme endosomal dont les protéines Rab qui interviennent au niveau des échanges
moléculaires, réalisés a 1’aide de vésicules intermédiaires, entre les différents compartiments

cellulaires. Nous nous sommes tout d’abord intéressés a la GTPase Rab11B dont le rdle dans
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le recyclage de la Fe-Tf depuis I’ERC vers la membrane plasmique a déja été démontré (Ren et
al. 1998; Schlierf et al. 2000). Nous avons alors choisi de diminuer 1’expression de Rab11B en
utilisant un systeme de shRNA que nous avons utilisé¢ sur HL-60 qui est la lignée de LAM la
plus sensible a ’apoptose induite par A24 que nous ayons utilisée et qui sert souvent de modele
dans la littérature.

Nous avons alors observé une diminution du nombre de TfR1 membranaires qui
s’explique par un défaut de recyclage du TfR1 qui dépend de Rab11B. Nous avons également
constaté une augmentation de la quantité totale de TfR1 dans la cellule qui correspond
probablement a une surexpression du récepteur afin de compenser la diminution d’entrée du fer
dans la cellule (ces résultats étant préliminaires, il est prévu de faire les vérifications
rapidement). Il serait également intéressant de vérifier cette hypothése en regardant, en
microscopie confocale, la localisation du TfR1 dans ce modele. Aucune différence dans
I’internalisation du TfR1 n’a été observée que ce soit en présence de Fe-Tf et de A24, ce qui
est cohérent avec le role de Rab11B dans le recyclage depuis ’ERC. En effet la Fe-Tf une fois
fixée sur le TfR1 ne passe pas par I’ERC et A24 inhibant le recyclage du TfR1, ne peut pas étre
impacté par une voie de recyclage altérée. Cependant, on aurait pu s’attendre a une différence
lors de I’incubation du TfR1 avec le Fab. En effet, on sait que le recyclage a la membrane
plasmique peut passer par la voie rapide directement depuis I’endosome précoce comme la Fe-
Tf ou bien par la voie lente depuis I’ERC (McDermott et Kim 2015).

Le résultat observé avec le Fab nous indique qu’il induit probablement également un
recyclage du TfR1 par la voie rapide. En ce qui concerne I’apoptose des cellules, elle est
toujours induite par A24 de facon dose-dépendante, ce résultat est cohérent avec le rdle de
Rab11B dans le recyclage du TfR1. Pour ce qui est du Fab, il n’y a toujours pas d’apoptose
détectée ce qui confirme notre hypothése de recyclage du TfR1 par la voie rapide, une fois le
Fab fixé. Si on regarde la quantité protéique totale de TfR1 dans les cellules incubées 24h avec
A24, on observe une dégradation du TfR1 comme dans les lignées de LAM non infectées ce
qui est en accord avec les résultats obtenus dans 1’expérience d’apoptose (ces résultats étant

aussi préliminaires, il est également prévu de faire les vérifications rapidement).

Implication de la protéine Rab12 dans le routage du TfR1

Nous nous sommes ensuite intéressés a la GTPase Rab12 qui est moins bien connue

mais dont le role dans la dégradation du TfR1 depuis I’ERC vers les lysosomes a été établi in
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vitro sur des fibroblastes de souris (Matsui, Itoh, et Fukuda 2011). Nous avons alors choisi de
diminuer I’expression de Rab12 en utilisant un systéme de shRNA sur la lignée HL-60.

Nous avons observé une augmentation du nombre de TfR1 membranaire ainsi que de la
quantité totale de TfR1 dans la cellule qui s’expliquerait par un défaut de dégradation du TfR1
qui dépend de Rab12. A nouveau, aucune différence d’internalisation du TfR1 n’a été observée
que ce soit en présence de Fe-Tf, de Fab ou de A24 ce qui est cohérent avec le role de Rab12
dans la dégradation du TfR1 depuis ’ERC. En effet, le TfR1 ne passe pas par ’'ERC apres
fixation du Fab ou de la Fe-Tf et A24 empéche le recyclage du TfR1 a la membrane, il est donc
normal de ne pas voir de différence concernant 1’expression membranaire du TfR1 dans la
cellule aprés down-régulation de Rab12. En ce qui concerne I’apoptose, le Fab n’induit toujours
pas d’apoptose. En ce qui concerne A24, son activité apoptotique est trés fortement diminuée
en I’absence de Rab12 ce qui laisse supposer que la mortalité induite par A24 dépend de cette
GTPase.

Cependant, les premiers résultats obtenus par western blot montrent que le TfR1 est
toujours dégradé aprés incubation des cellules pendant 24h avec A24. Ces résultats restent a
confirmer puisqu’ils n’ont été réalisés pour le moment qu’une seule fois. Cependant, la quantité
totale de TfR1, dans les cellules dont I’expression de Rab12 a été¢ diminuée, étant nettement
supérieure a celle des controles, il est possible que la quantité de TfR1 restant suffise a permettre
I’entrée de suffisamment de fer dans les cellules. En effet, sur le controle on observe une
diminution de 52% du TfR1 total ce qui est treés proche ou supérieur a la diminution comprise
entre 33 et 57% de TfR1 total sur les cellules transformées. De plus, les shRNA dirigés contre
Rab12 n’induisant qu'une diminution comprise entre 40 et 50% du niveau protéine Rab12, cela
peut également expliquer le fait que le TfR1 soit toujours dégradé en présence de A24.

A ce stade, nous pouvons donc conclure sur le réle de Rabl2 dans I’induction de

I’apoptose des cellules par A24 mais pas sur la dégradation du TfR1 induite par A24.

Implication des protéines SAMDY9/SAMD9L dans le routage du TfR1

Pour rappel, SAMDY et son homologue SAMDOIL semblent avoir un role de geéne
suppresseur de tumeur et sont par conséquent associés a la genése d’un large éventail de
pathologies lorsqu’ils ne fonctionnent pas correctement. De plus, il a également été décrit
comme ayant un role dans la fusion des endosomes précoces, processus indispensable a leur

transition en endosomes tardifs et/ou en lysosomes (Nagamachi et al. 2013).
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Aprés avoir obtenu un échantillon de sang d’un patient muté SAMDIL™, nous avons
décidé de regarder si cette mutation a également une influence sur le TfR1 en comparant les
lymphocytes T activés de cet échantillon a ceux d’un donneur sain. Il est important de préciser
que nous n’avons pu réaliser ces expériences qu’une seule fois et qu’il nous est donc impossible

d’en tirer des conclusions catégoriques.

Tout d’abord, nous avons observé que I’expression membranaire du TfR1 est nettement
supérieure sur les lymphocytes T au repos ou activés du patient en comparaison avec le controle
pouvant suggérer un défaut de dégradation du TfR1 induit par la déficience en SAMDOL.
Ensuite, nous n’avons pas observé de différence significative dans 1’évolution de I’expression
membranaire du TfR1 : A24 induit une rétention intracellulaire du TfR1 contrairement a la Fe-
Tf et au Fab chez le patient et le contrdle. Enfin, aprés 72h d’incubation avec A24, on observe
un effet dose de I’anticorps sur les deux échantillons. Cependant, on observe une mortalité
induite par la plus forte dose de A24 deux fois moins importante sur les lymphocytes T du
patient. Cette diminution d’apoptose semble a nouveau indiquer un défaut de dégradation du
TfR1 qu’il serait intéressant de vérifier en western blot.

Ces résultats préliminaires tendent a confirmer que I’absence de SAMDOL, qui entraine
un défaut de maturation des endosomes impactant le routage des récepteurs aux cytokines de la
famille des récépteurs dit « de signalisation », semble également avoir un rdle dans la

dégradation du TfR1 et donc potentiellement des autres récepteurs dits « nutritifs ».

Perspectives

Ciblage du TfR1 par A24

I1 est intéressant de rappeler que le TfR1 étant exprimé par la plupart des cellules de
I’organisme, 'utiliser comme cible dans des stratégies anti-cancéreuses présente un risque
majeur de toxicité. Cependant, le taux de TfR1 membranaire est globalement surexprimé dans
les cellules en prolifération qu’il s’agisse de cellules cancéreuses ou de tissus se renouvelant.
Or, comme déja mentionné A24 possede la particularité de n’étre plus affin que la Fe-Tf pour
le TfR1 uniquement sur les cellules exprimant fortement le TfR1 a leur surface permettant ainsi
le pontage des récepteurs. Cette caractéristique est trés intéressante en vue de développer A24
dans des applications cliniques. En effet, dans le cadre d’une utilisation de notre anticorps dans

un contexte d’hémopathie maligne, cet aspect nous permet d’espérer une faible toxicité sur les
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tissus sains. Une toxicité est évidemment attendue sur les érythroblastes et possible sur les tissus
se renouvelant souvent comme les entérocytes des cryptes de 1’épithelium intestinal, les
keratinocytes de 1’épiderme ou encore les hépatocytes. Il est bien sur évident que cette
application clinique nécessite d’abord une humanisation de notre anticorps en vue de limiter les
risques d’immunogénicité. De plus, afin d’optimiser la durée de vie de I’anticorps dans le sérum
du patient, il serait intéressant de choisir un anticorps appartenant a la classe des IgG. Afin de
limiter encore plus les risques de toxicité, il serait également approprié¢ de choisir une sous-
classe d’anticorps dont le fragment Fc n’a pas la particularité de pouvoir activer le systéme

immunitaire comme les IgG4 ou les [gG2.

Généralités

Dans un premier temps, il est intéressant de noter qu’il a ét¢ démontré que d’autres
récepteurs que le TfR1 voient leur routage vers les lysosomes augmenté en cas de pontage.
Parmi ces protéines, on trouve le récepteur a I’EGF , la protéine G de la rage , le récepteur a
I’acétylcholine ainsi que les récepteurs Fc (Boersma et al. 2011; St. Pierre et al. 2011; Merlie,
Heinemann, et Lindstrom 1979; Weflen et al. 2013). Ces expériences ont été menées avec
différents systemes de pontage incluant le ligand naturel du récepteur, la streptavidine, des
anticorps divalents ce qui renforce a nouveau 1’hypothése selon laquelle le fragment Fc des
anticorps n’est pas indispensable au routage du récepteur vers les lysosomes (Moody et al.
2015).

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires généraux intervenant apres
le pontage membranaire du TfR1 pourrait donc servir a plus large échelle a la compréhension

de ce processus chez d’autres récepteurs capables de recycler.

Résistances a A24

De plus, si les résultats obtenus se confirment, il apparait vraiment trés important de
continuer a caractériser le role des protéines SAMDY9/SAMDOL. En effet, ces protéines
semblent impliquées dans le routage de tous les récepteurs endocytés, qu’il s’agisse de
récepteurs de signalisation ou nutritifs, puisqu’elles interviennnent au niveau des endosomes
précoces qui correspondent a la premiere étape post-internalisation. On peut donc, dans notre
contexte, prédire de potentiels phénomenes de résistance a I’apoptose induite par A24 dans le

cas d’une mutation invalidant le géne codant pour SAMD9/SAMDOIL.
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De la méme facon, comme observé dans notre étude, on peut également prédire des
phénomeénes de résistance a 1’apoptose induite par A24 dans le cas d’une protéines Rab12 non

focntionnelle ou sous-exprimée.

Résistances

En raison de leur réle dans le routage intracellulaire, puisqu’elles interviennent a
différentes étapes depuis la membrane plasmique jusqu’aux lysosomes, on peut également
penser que chez des patients présentant un défaut fonctionnel de Rabl2 ou de
SAMDY9/SAMDOYL, on observera des phénomeénes de résistance a certains traitements. En effet,
de facon générale, les thérapies nécessitant 1’utilisation d’ADC pourraient ne pas étre
fonctionnelles dans ce cas. Si on prend I’exemple du brentuximab vedotin, un anti-CD30 couplé
a un anti-mitotique utilis¢ dans le lymphome hodgkinien, celui-ci nécessite la libération du
vedotin qui a lieu dans les lysosomes. Ainsi, une absence de la protéine Rab12 pourra entraver
le routage du brentuximab vedotin jusqu’aux lysosomes et 1’anti-mitotique, qui ne sera alors
pas libéré, ne pourra pas remplir sa fonction. De la méme fagcon un défaut fonctionnel de
SAMDY/SAMDOL induira une rétention de I’ADC dans 1’endosome précoce qui, ne pouvant

pas maturer, empéchera I’ADC d’étre clivé et ’anti-mitotique ne pourra pas non plus agir.

Apoptose induite par A24

Jusqu’a présent, nous avons considéré que 1’apoptose induite par A24 était provoquée
par la dégradation du TfR1 qui aboutissait & une déprivation en fer dans les cellules ciblées
mais cela n’a encore jamais été vérifié. De plus, nous avons observé que la présence d’un
fragment Fc n’est pas forcément nécessaire au routage du TfR1 vers les lysosomes puisqu’elle
est possible avec d’autres ligands multivalents que des anticorps. Il semble donc que
I’aggrégation du TfR1 avec son ligand multivalent soit, au moins en partie, responsable de la
dégradation du récepteur par A24. En effet, il apparait possible que 1’aggrégation des multiples
TfR1 avec A24 induise un encombrement des vésicules endosomales. Ces aggrégats pourraient
donc entraver la fluidit¢ membranaire des endosomes et ainsi limiter les échanges moléculaires
avec d’autres compartiments membranaires en perturbant la formation des vésicules
intermédiaires.

Il est intéressant de noter que le stress du reticulum endoplasmique peut étre induit par
un mauvais repliement protéique, par la présence d’aggrégats ou bien par un changement dans

I’homéostasie de 1’organite (Lima et al. 2019). De la méme fagon, nous pouvons émettre
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I’hypothése du déclenchement d’un stress cellulaire induit par un déséquilibre dans les
¢changes membranaires entre les différents compartiments cellulaires. Ce stress pourrait alors,
tout comme le stress du reticulum endoplasmique, déclencher une cascade de signalisation

aboutissant a I’apoptose de la cellule.

Schéma de conclusion :
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Figure 43 : Schéma hypothétique résumant le routage du TfR1 en fonction de la valence
de son ligand.
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Annexe 1 : Les différents mécanismes d’endocytose indépendants des

cavéolines et des clathrines

I-La voie CLIC/GEEC

A la différence des autres voies d’endocytose déja décrites, ici la membrane plasmique
s’invagine en créant des protrusions membranaires. Cette voie porte ce nom car les protéines
qu’elle permet d’internaliser ne dépendent pas de I’action des clathrines : CLIC pour CLathrine
Independant Carrier (Ricci et al. 2000). Les molécules endocytées par cette voie sont des
protéines a ancre GPI (GlycosylPhosphatidyllnositol). La vésicule d’endocytose formée est
donc enrichie en GPI, ce qui lui a donné ce nom de GEEC (GPI Enriched Endosome
Compartment). L’apparition de ces structures se fait au niveau de rafts lipidiques connus pour
étre enrichis en cholestérols et sphingolipides. L’accumulation des protéines a ancre GPI
s’explique par une affinit¢ pour le cholestérol d’une part, et par des mécanismes
d’encombrement stérique d’autre part (Bhagatji et al. 2009). Une autre protéine, la galectine 3,
est également impliquée dans la formation des protrusions membranaires. Elle est capable de
se lier aux sphingolipides et de déformer la membrane plasmique tout en regroupant les
protéines cargo (Lakshminarayan et al. 2014).

L’actine étant impliquée dans la formation de ces structures, de nombreux régulateurs
de sa polymérisation interviennent dans cette voie comme par exemple Arfl (ADP-ribosylation
factor 1) (Kumari et Mayor 2008) ou Cdc42 (Cell division control protein 42) (Chadda 2007).
La protéine GRAF1 (Focal Adhesion Kinase-1) serait également impliquée dans la formation
de la courbure des protrusions membranaires via son domaine BH3 (Bcl2 Homology 3)
(Lundmark et al. 2008). (Figure 44)

Une fois endocytées dans les GEEC, les protéines a ancre GPI sont dirigées vers les
compartiments de recyclage ou les lysosomes. Leur différence de routage semble dépendre de
leur temps de résidence dans les radeaux lipidiques (Fivaz et al. 2002). La dynamine
généralement impliquée dans les mécanismes de fission des vésicules d’endocytose ne semble
pas nécessaire dans cette voie (Sabharanjak et al. 2002).

En plus d’internaliser les protéines a ancre GPI cette voie permet, tout comme la
macropinocytose, d’internaliser une grande quantité de phase fluide (Sabharanjak et al. 2002).

Cette voie serait aussi impliquée dans la régulation de la surface cellulaire. En effet, la

139



membrane plasmique peut étre alimentée par exocytose des compartiments enrichis en

protéines a ancre GPI lorsqu’elle est soumise a une tension (Gauthier et al. 2009).

Radeaux ¢ @l GRAF1
lipidiques '
Arfl
A Récepteur \ & .
@ Vvirus 4 Cdca2

Figure 44 : Représentation schématique de la formation d’une protrusion membranaire
dans la voie CLIC/GEEC. Les caractéristiques de cette voie sont sa localisation dans les radeaux
lipidiques, la forme tubulaire des invaginations qui sont grandes et volumineuses lui permettant
d’absorber un grand volume de membrane et de liquide. Elle nécessite la polymérisation de l'actine via
le Cdc42, et une courbure de la membrane impliquant Arfl. (D’aprés Boisvert et Tijssen 2012)

II- La voie IL2RS

Lors de son internalisation, le récepteur a I’interleukine 2 (IL2R) est localisé au niveau
d’invaginations membranaires concentrées en radeaux lipidiques (Lamaze et al. 2001). Les
vésicules formées sont de taille homogeéne (50 a 100um). L’IL2R est constitué de 3 chaines a,
p et yc. Apres endocytose, la chaine a recycle a la membrane plasmique tandis que les chaines
p et yc partent vers les compartiments endocytiques tardifs (Hémar et al. 1995).

La polymérisation des microfilaments d’actine (Sauvonnet, Dujeancourt, et Dautry-
Varsat 2005) et la présence des protéines Rho (Ras homolog gene family) (Lamaze et al. 2001)
ainsi que Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) (Grassart et al. 2008) semblent
indispensables a I’endocytose du récepteur. La dynamine ainsi que la cortactine semblent, quant
a elles, impliquées dans I’étape de scission de la vésicule d’endocytose (Sauvonnet,

Dujeancourt, et Dautry-Varsat 2005). (Figure 45)
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Figure 45 : Représentation schématique de I’endocytose de I’IL2R et des protéines
impliquées dans son internalisation. L’IL2R en association avec p85a active la PI3K, conduisant
a l'induction de Vav2 et a l'activation de Racl. Racl activé est alors recruté par I’'IL2R via son
association avec p85a. Ceci induit la cascade Racl-Pakl-N-WASP et la polymérisation de l'actine
pendant l'endocytose. (D'apres Basquin et al. 2013).

I11-La voie Arf6

Les protéines de la famille Arf sont connues pour réguler le trafic membranaire ainsi
que la structure des organelles. Elles réalisent des cycles de fixation puis d’hydrolyse du GTP
(Guanine TriPhosphate) qui activent puis désactivent respectivement les protéines liées a ces
molécules. Les protéines Arf recrutent des protéines de manteau afin de faciliter le tri des
protéines cargo, des enzymes modulant la composition lipidique de la membrane et
’organisation du cytosquelette (Donaldson et Jackson 2011).

I1 a été démontré que la protéine CD59 a ancre GPI, ainsi que les protéines du complexe
majeur d'histocompatibilit¢é de classe I (CMHI), peuvent étre co-internalisées dans des
endosomes formés de fagcon indépendante de la clathrine. Ces vésicules sont positives pour la
protéine Arf6 et semblent étre distinctes des structures endocytaires CLIC/GEEC (Naslavsky,
Weigert, et Donaldson 2004). Arf6 est ¢galement fortement impliqué dans le recyclage vers la
membrane plasmique de certaines protéines comme le CMHI et I'intégrine 1 (Donaldson,
Porat-Shliom, et Cohen 2009). En effet, Arf6 semble nécessaire au recyclage des protéines
cargo a la membrane et son inhibition requise pour la dégradation de ces mémes protéines
(Naslavsky, Weigert, et Donaldson 2003).

Cette endocytose associée a Arf6 semble indépendante de la dynamine et ses endosomes
peuvent communiquer avec des compartiments positifs pour la transferrine (Naslavsky,

Weigert, et Donaldson 2004). Ces interconnections entre les différentes voies rendent la
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caractérisation de la voie d’endocytose impliquée difficile a interpréter de facon fiable et plus
particulierement lorsque cela concerne les phases précoces de I’internalisation.

De facon générale, les voies d’endocytose indépendantes de la clathrine commencent a
étre mieux caractérisées, et la majorité d’entre elles semble communiquer avec 1'endosome

précoce, caractéristique de I’endocytose clathrine dépendante (Mayor et Pagano 2007).

IV-La voie des flotillines

Les vésicules impliquées dans la voie des flotillines ainsi que les flotillines elles-mémes
sont similaires aux cavéoles et aux cavéolines décrites précédemment (I1I-A-3). La flotilline est
une protéine qui présente 2 isoformes 1 et 2 qui, lorsqu’elles interagissent, forment des
microdomaines membranaires. Ces structures induisent la courbure de la membrane plasmique,
la formation d’invaginations membranaires semblables aux cavéoles ainsi que 1’accumulation
de vésicules intracellulaires (Frick et al. 2007).

Le rdle des flotillines a été¢ mis en évidence dans I’internalisation de différentes protéines
comme la protéine a ancre GPI (GlycosylPhosphatidyllnositol), CD59 (Ait-Slimane et al.
2009) ou des protéoglycanes de surface (Payne et al. 2007). De facon étonnante, il a été
démontré que I’endocytose des protéoglycanes par cette voie nécessite I’action de la dynamine
contrairement a celle des protéines a ancre GPI.

Le rdle des flotillines dans I’endocytose est actuellement controversé. En effet, ces
protéines pourraient n’avoir qu’un role dans I’étape qui précéde I’endocytose clathrine
dépendante (Figure 46). Dans ce cas, les vésicules de flottilines serviraient de lieu de stockage
ou de signalisation en attendant I’entrée des protéines cargo dans une autre voie d’endocytose
(Meister et Tikkanen 2014). Cela semble étre le cas pour la protéine APP (Amyloid Precursor
Protein) impliquée dans la maladie d’Alzeihmer. Dans ce contexte, la déplétion de la flotilline
induit une inhibition de 1’entrée d’APP dans la cellule bien que son internalisation passe par la
voie des clathrines (Schneider et al. 2008). La flotilline semble regrouper les molécules d’ APP

dans des régions membranaires, leur concentration étant indispensable a leur endocytose.
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Figure 46 : Représentation schématique de I’endocytose par la voie des flotillines. Les
micro-domaines contenant la flotilline sont dynamiques. En présence de certains stimuli, les flotillines
se regroupent en oligomeres et recrutent des protéines transmembranaires ce qui forme des amas pré-
endocytaires (au milieu). La cargaison est alors internalisée par endocytose sans intervention directe des
flotillines (a droite). Au repos, les flotillines et les cargos ne résident pas dans les mémes micro-
domaines (a gauche). (D'apres Meister et Tikkanen 2014).

V-Autres voies

La liste des voies d’endocytose décrites précédemment n’est pas exhaustive. En effet,
d’autres voies moins bien connues a ce jour ont été décrites. Parmi elles, on trouve I’entose
observée pour la premiére fois en 2007 et définie comme une voie de mort cellulaire non-
apoptotique (E. White 2007). L’entose est induite par le détachement de cellules adhérentes de
la matrice extracellulaire (Overholtzer et al. 2007). Il s’agit d’'un mécanisme d’engloutissement
qui implique ’action des récepteurs d’adhésion cellule-cellule, les E-cadhérines (Overholtzer
et al. 2007) ainsi que des protéines de liaison des jonctions adhérentes, les a-caténines (Wang
et al. 2015). Les cellules entotiques, c’est-a-dire engouffrées par une autre cellule, jouent un
role actif dans le contrdle de leur propre capture via une activité RhoA GTPase et I’action des
kinases effectrices ROCK (Rho-associated, coiled-coil containig protein kinase) I et II
(Overholtzer et al. 2007). Ces protéines induisent une polarisation de 1’actomyosine dont la
contraction facilite la capture de la cellule entotique. Une fois internalisée, la cellule va le plus
souvent mourir, mais elle peut également se diviser a I’intérieur de son héte ou bien méme
s’échapper saine et sauve. Ce mécanisme pourrait jouer un role de suppresseur de tumeur en

empéchant 1’adhésion des cellules tumorales (Krishna et Overholtzer 2016).
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Annexe 2 : Mise au point de la microscopie

I-La microscopie optique

Méme en se plagant dans des conditions optimales de préparation et d’acquisition des
échantillons, la microscopie optique classique présente des limites. En effet, les régles de la
physique qui s’appliquent a cette technique permettent dans le meilleur des cas de n’obtenir
qu’une résolution s’approchant de la moiti¢ de la longueur d’onde de la lumicre utilisée pour
¢clairer I’échantillon. Cela signifie que pour pouvoir distinguer deux objets, ces derniers
doivent étre séparés d’au moins 200 a 350nm (Schermelleh, Heintzmann, et Leonhardt 2010).

Mon but étant d’identifier la localisation de ma molécule d’intérét (A24, Tf, ...) au sein
de la cellule, et de pouvoir affirmer avec un maximum de certitude sa présence a I’intérieur
d’un type de vésicule en particulier (endosome, lysosome, ...), j’ai fini par conclure que la
microscopie optique classique était un peu trop limitée. En effet, la taille moyenne d’une
vésicule (50 a 500nm) étant proche de la limité de résolution de cette technique (200 a 350nm),
j’ai décidé de passer a une technique plus résolutive. N’étant pas formée aux techniques de
microscopie électronique ou microscopie bi-photonique, qui sont connues pour prendre
beaucoup de temps et étre photo-toxiques. J’ai décidé de tenter d’optimiser mes résultats en
passant a la microscopie super-résolutive. En effet, cette technique permet d’atteindre de bien
meilleures limites de résolution que celles de la microscopie confocale traditionnelle. En
conditions optimales, la résolution latérale peut étre divisée par 2 (de 200 a 106nm) et par 3

pour la résolution axiale (de 500 a 164nm) (Lam et al. 2017).

II-La microscopie confocale super-résolutive

A- Préparation des échantillons

Dans des conditions d’utilisation optimales, la résolution de la microscopie confocale
est souvent diminuée par I’apparition d’aberrations sphériques qui vont induire :

- un ¢élargissement de la fonction de propagation du point (PSF) qui représente la
fonction par laquelle I’'image du point lumineux (point de I’objet) est étalée

- une diminution du pic d’intensité du signal avec l’entrée en profondeur dans

I’échantillon,
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- un décalage focal menant a une distorsion de I’image le long de 1’axe z induisant une

erreur d’échelle (Fouquet et al. 2015).
Ces aberrations sont principalement causées par une trop grande différence entre les indices de
réfraction du systeme d’immersion (lamelle en verre et huile a immersion avec des indices de
réfraction de 1,515 et 1,520 respectivement) et du milieu de montage (indices de réfraction
compris entre 1,390 et 1,490) (Staudt et al. 2007). Afin de remédier a ce probléme, il suffit donc
de choisir un milieu de montage avec un indice de réfraction adapté. La difficulté étant de
trouver un milieu permettant de conserver le rendement de fluorescence des fluorophores
utilisés. Thorsten Staudt a pu mettre en évidence 1’utilisation du 2,2-Thiodiéthanol (TDE)
comme nouveau milieu de montage pour la microscopie de haute résolution avec un indice de
réfraction de 1,52 et compatible avec la plupart des fluorochromes testés. Le TDE sera donc

utilisé comme milieu de montage dans tous les marquages d’immunofluorescence (IF).

B- Acquisition

Aprées avoir optimisé la préparation de mes échantillons, il faut choisir un microscope
compatible avec la super-résolution, un microscope confocal laser a balayage (CLSM) semblant
le plus adapté. Afin d’obtenir une résolution optimale avec cet instrument, il a été montré que
le pinhole doit étre suffisamment fermé pour éliminer un maximum de diffraction du signal
sans photo-toxicité pour I’échantillon. Dans une étude, France Lam a montré qu’une ouverture
de 0,6AU du pinhole semble étre le bon compromis entre tous ces critéres (augmentation de 1,3
et 1,4 fois des résolutions latérale et axiale)(Lam et al. 2017). Cependant, la fermeture du
pinhole induisant une forte diminution de I’intensité du signal, I’utilisation d’un microscope
équipé de détecteurs hybrides s’est avérée étre un bon moyen de compenser cette perte de
signal. En effet, ces nouveaux détecteurs ont une sensibilit¢ bien supérieure aux
photomultiplicateurs plus classiquement utilisés et permettent d’augmenter le contraste des
acquisitions. Mon choix s’est donc porté sur le microscope Leica TCS SP8 qui m’a permis de

remplir tous ces criteres.

C- Déconvolution

Une des fagcons d’augmenter la résolution d’une image est d’augmenter le rapport

signal/bruit. Pour cela, il existe un procédé de post-traitement des images qui s’appelle la

déconvolution. Ce processus consiste a restaurer I’image de I’échantillon a 1’aide d’un logiciel
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informatique. La PSF, qui est la fonction par laquelle I’image d’un point est étalée, consiste en
une convolution du point. Par conséquent, la déconvolution va, en se basant sur la PSF,
appliquer une fonction annulant cette déformation de I’image. A noter que la PSF va varier en
fonction de 1’échantillon, du microscope et des réglages utilisés lors de 1’acquisition des images.
France Lam a pu mettre en evidence que le recours a la déconvolution permet, dans des
conditions optimales, d’augmenter de 1,7 fois la résolution latérale et de 2,5 fois la résolution
axiale (Lam et al. 2017).

Ainsi, ’optimisation de ma technique d’IF, me permet de pouvoir parler de co-localisation de
ma protéine d’intérét dans un organite particulier de fagon plus fiable en regard de la taille des

organites cellulaire étudiés.
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La fixation divalente du récepteur a la transferrine (TfR1) par ’anticorps monoclonal
A24 induit ’apoptose des cellules par une voie Rab12 dépendante

Mots clés : TfR1, valence, A24, routage, Rab, endocytose, ciblage

Résumé : Le récepteur a la transferrine (TfR1) est un
récepteur trés bien conservé au cours de 1’évolution
qui permet ’entrée du fer (Fe) 1ié a la transferrine
(Fe-Tf) dans les cellules. Une fois internalisé, le fer
se détache de la Tf et est exporté dans le cytoplasme
tandis que le complexe Tf/TfR1 est recyclé a la
membrane plasmique. Le TfR1 est internalisé par un
mécanisme clathrine dépendant et peut étre soit
recyclé a la membrane plasmique par la voie rapide,
soit étre dirigé vers le compartiment endosomal de
recyclage (ERC). Une fois dans I’ERC, le TfR1 peut
étre soit recyclé a la membrane plasmique par la voie
lente, soit étre dirigé vers les lysosomes. De
nombreuses protéines régulent le routage des
protéines internalisées comme les protéines Rab. Il
s’agit de petites GTPases impliquées dans les
échanges moléculaires entre les différents
compartiments cellulaires.

Etant la principale voie d’entrée du fer dans la

cellule, le TfR1 est surexprimé par les cellules
hautement prolifératives dont certaines cellules
cancéreuses. Le TfR1 est trés étudié comme cible
thérapeutique dans le développement de nouvelles
stratégies anti-cancéreuses. A24 est un anticorps
murin anti-TfR1 dont I’action anti-proliférative et
pro-apoptotique ont été démontrées dans plusieurs
hémopathies malignes comme la leucémie aigiie
myéloide (LAM).

Nous nous sommes demandés comment la
fixation de A24 sur le TfR1 peut produire des effets
différents de la fixation de la Fe-Tf. En générant un
fragment Fab, nous avons d’abord démontré que le
routage du TfR1 dépend de la valence de son ligand.
Nous avons ensuite démontré que la fixation
monovalente du TfR1 par la Fe-Tf et le Fab induisent
son recyclage sans passer par ’ERC. Nous avons
également démontré que I’inhibition de la GTPase
Rabl2 constitue un mécanisme de résistance a
I’apoptose des cellules de LAM induite par A24.

The divalent binding of the transferrin receptor (TfR1) by the monoclonal antibody
A24 induces cell apoptosis through a Rab12 dependent pathway

Keywords : TfR1, valency, A24, routing, Rab, endocytosis, targeting

Abstract : The transferrin receptor (TfR1) is a highly
conserved receptor that allows the entry of iron (Fe)
linked to transferrin (Fe-Tf) into cells. Once
internalized, Fe separates from the Tf and is exported
in the cytoplasm whereas the complex Tf/TfR1 is
recycled to the cell membrane. TfR1 is internalized
by a clathrin mediated endocytosis and can be either
recycled to the cell membrane through the rapid
pathway or be routed towards the endosomal
recycling compartment (ERC). Once in the ERC, the
TfR1 can be either recycled to the cell membrane
through the slow pathway or be routed towards
lysosomes. Many proteins regulates the routing of
internalized proteins such as Rab proteins. They are
small GTPases involved in molecular exchanges
between the different cellular compartments.

Being the main mode of entry of'iron into cells,

TfR1 is expressed by almost every cells and is
overexpressed by highly proliferative cells including
some cancer cells. TfR1 is extensively studied as a
therapeutic target for the development of new anti-
cancer strategies. A24 is a murine anti-TfR1 whose
anti-proliferative and pro-apoptotic roles were
demonstrated in several hematological malignancies
as acute myeloid leukemia (AML).

We wondered how A24 binding on TfR1 can
produce different effects from Fe-Tf binding. By the
manufacturing of a Fab fragment, we first
demonstrated that TfR1 fate depends on its ligand’s
valency. We then demonstrated that the monovalent
binding of TfR1 with Fe-Tf or the Fab leads to its
recycling without going through the ERC. We also
showed that inhibiting the small GTPase Rabl2
constitutes a mechanism of resistance to AML cell
apoptosis induced by A24.




