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RESUME

Une inflammation incontrélée et persistante est un facteur déterminant de la vitesse du
processus de vieillissement et peut devenir la base fondamentale de nombreuses pathologies
chroniques, notamment la polyarthrite rhumatoide (PR), les maladies inflammatoires de l'intestin
(M), les troubles métaboliques (diabéte et obésité), les troubles cardiovasculaires (cardiopathie
ischémique, athérosclérose), les maladies neurodégénératives (Parkinson et Alzheimer) et le cancer.
Les maladies inflammatoires sont parmi les causes les plus fréquentes de maladies chroniques dans le
monde. La charge croissante des co(ts de santé peut étre attribuée principalement a la gravité et a la
complexité des troubles inflammatoires.

Parallelement, un nombre de plus en plus important d’études implique le RAGE (Receptor for
Advanced Glycation End-products), une protéine transmembranaire de la superfamille des récepteurs
de type immunoglobuline, dans les troubles liés a I'dge. L'induction du RAGE par ses ligands (AGEs,
DAMP, HMGB, protéines S100...) est souvent associée a une activité pro-inflammatoire et pro-
oxydante. Ces études, ainsi que d’autres résultats, conduisent a I'hypothése que I'inhibition du RAGE
(invalidation du géne ou antagonisme d’activité) est capable de prévenir et de contréler non seulement
I'inflammation aigué mais aussi l'inflammation chronique.

Le projet de recherche que je défends aujourd’hui concerne le développement et la validation
de modeles in vitro afin évaluer I'affinité ainsi que la fonctionnalité d’antagonistes potentiels de ce
récepteur.

A l'aide d’un kit ELISA principalement concu pour le criblage des inhibiteurs de l'interaction
AGE2 (AGE modifié par le glycéraldéhyde) -RAGE (RAGE soluble) in vitro, j'ai pu tester a ce jour 169
molécules, représentatives de familles chimiques distinctes, issues de la chimiotheque d’HEI (Ecole des
hautes Etudes d’Ingénieur). Ce premier screening m’a permis d’identifier 15 hits présentant un
potentiel d’inhibition de linteraction AGE2-sRAGE comparable, voire meilleure que I'Azeliragon
(inhibiteur de référence). L’étude de la cytotoxicité de ces hits sur un modele de cellules HEK293 a été
réalisée et s’est révélé négative. Afin d’étudier I’affinité de ces hits pour le RAGE, le développement de
cellules HEK-293 transfectées de maniére stable avec RAGE Full-length (protéine entiére), couplé dans
sa partie C-terminale avec la GFP (Green Fluorescent protein), me permet actuellement de déterminer
de fagcon complémentaire, par la technique de Thermophorése a MicroEchelle (MST), les constantes
de dissociation (Kg) des inhibiteurs potentiels de RAGE. Des résultats préliminaires de K4 pour 3 hits
ont été obtenus en MST. En parallele, je développe des études d’interaction moléculaire par
radiomarquage d’'un composé de référence (Azeliragon tritié). Elles viendront confirmer les résultats
obtenus en MST et permettront de compléter les résultats par la détermination de Ki (études de

compétition).



L’étude fonctionnelle des différents Hits sélectionnés sera effectuée sur des cellules HEK-293
transfectées de maniére stable avec RAGE Full-Lenght (protéine entiere), avec le dominant négatif
(sans la partie cytoplasmique) ou la forme N-tronquée (sans le domaine de liaison N-terminal) (en
cours de validation au laboratoire). Les cellules seront stimulées avec des ligands de RAGE (HMGB1,
S100A6, S100A12 ou la CML) en présence ou en absence des hits sélectionnés. La mesure du stress
oxydant par cytométrie en flux et la technique de géne rapporteur NF-Kb/luciferase nous permettront
d’identifier les meilleurs antagonistes des voies oxydantes et inflammatoires médiées par RAGE. Ces
études seront complétées par I'analyse des expressions d’Akt et Erk en western blot et de I'lIL-6 et du
TNFa en RT-qPCR.

En collaboration avec d’autres membres de I'équipe, une fois la fonctionnalité des hits
confirmée, ceux-ci seront testées sur un modele de cardiomyocytes afin de déterminer les
antagonistes qui bloquent I'hypertrophie des cardiomyocytes induite par I'activation du RAGE. Nous
utiliserons également le modeéle C. Elegans (exprimant le RAGE humain) pour étudier la modulation in
vivo de la génération contrblée et prolongée de ROS par les antagonistes de RAGE et son impact sur la
longévité du ver. Enfin, les leads seront évalués sur un modéle murin de vieillissement rénal induit par

la CML.



ABSTRACT

Uncontrolled and persistent inflammation is a determining factor in the speed of the ageing
process and can become the fundamental basis for many chronic diseases, including rheumatoid
arthritis (RA), inflammatory bowel disease (IBD), metabolic disorders (diabetes and obesity),
cardiovascular disorders (ischemic heart disease, atherosclerosis), neurodegenerative diseases
(Parkinson's and Alzheimer's) and cancer. Inflammatory diseases are among the most common causes
of chronic disease worldwide. The increasing burden of healthcare costs can be attributed primarily to
the severity and complexity of inflammatory disorders.

At the same time, a growing number of studies involves RAGE (Receptor for Advanced
Glycation End-products), a transmembrane protein of the immunoglobulin-like receptor superfamily,
in age-related disorders. The induction of RAGE by its ligands (AGEs, DAMP, HMGB, S100 proteins, etc.)
is often associated with pro-inflammatory and pro-oxidative activity. These studies, as well as other
results, lead to the hypothesis that RAGE inhibition (gene invalidation or activity antagonism) is capable
of preventing and controlling not only acute but also chronic inflammation.

The research project | am defending today concerns the development and validation of in vitro
models to assess the affinity and functionality of potential antagonists of this receptor.

Using an ELISA kit mainly designed to screen for inhibitors of the AGE2 (glyceraldehyde-
modified AGE)-RAGE (soluble RAGE) interaction in vitro, | have so far tested 169 molecules,
representative of distinct chemical families, from the HEI (Ecole des Hautes Etudes d'Ingénieur)
chemical library. This first screening allowed me to identify 15 hits presenting a potential of inhibition
of the AGE2-SRAGE interaction comparable, or even better than Azeliragon (reference inhibitor). The
cytotoxicity study of these hits on a HEK293 cell model was performed and was negative. In order to
study the affinity of these hits for RAGE, the development of HEK-293 cells stably transfected with
RAGE Full-length (whole protein), coupled in its C-terminal part with GFP (Green Fluorescent protein),
currently allows me to determine in a complementary way, by the technique of Microscale
Thermophoresis (MST), the dissociation constants (Kd) of potential RAGE inhibitors. Preliminary results
of Kd for 3 hits have been obtained in MST. In parallel, | am developing molecular interaction studies
by radiolabeling of a reference compound (tritiated Azeliragon). They will confirm the results obtained
in MST and will allow to complete the results by Ki determination (competition studies).

The functional study of the different selected Hits will be carried out on HEK-293 cells
transfected stably with RAGE Full-Lenght (whole protein), with the negative dominant (without the
cytoplasmic part) or the N-terminal binding domain (without the N-terminal binding domain) (under
validation in the laboratory). The cells will be stimulated with RAGE ligands (HMGB1, S100A6, S100A12
or CML) in the presence or absence of the selected hits. The measurement of oxidative stress by flow

cytometry and the NF-Kb/luciferase reporter gene technique will allow us to identify the best



antagonists of the oxidative and inflammatory pathways mediated by RAGE. These studies will be
complemented by the analysis of Akt and Erk expression in western blot and IL-6 and TNF expression
in RT-qPCR.

In collaboration with other members of the team, once the functionality of the hits is
confirmed, they will be tested in a cardiomyocyte model to determine the antagonists that block the
cardiomyocyte hypertrophy induced by RAGE activation. We will also use C. Elegans model (expressing
human RAGE) to study the in vivo modulation of the controlled and prolonged generation of ROS by
RAGE antagonists and its impact on the longevity of the worm. Finally, leads will be evaluated in a

mouse model of CML-induced renal aging.



SOMMAIRE

PARTIE1:
2002-2019 TRAVAUX DE RECHERCHE POSTERIEURS AU DOCTORAT

1-2001-2005 Contrat Post-Doctoral Unité INSERM U545........cccoueeeeeeereeenennnnennes 11

la) Les macrophages et I'athérosclérose : identification et étude de certains génes impliqués

dans la formation des cellules spumeuses, I'inflammation artérielle et la rupture des plaques

d’athérome. Effet protecteur de I’acide Boswellique........ccccccevveinernrncsninnineinnsnssnnnnssennsnssnnnnns 11
a1 o To LU Tt o o PP 11
Présentation dU SUJEL.......cicveiiieecreiernenreiennecenesnneesanessnsessesssnsesasesnnsessssennsessssssasesssssnassnsssnasasnssenases 11
RESUILAtS OBLENUS......ceciiistctct s s s e sas s s ssa et sassne s 12

Ib) L'athérogéneése : réle anti-inflammatoire de la Thioredoxine-1 humaine extracellulaire............... 12
INErOQUCTION....c.cci i s ssssnesessassresesses sr ses sassas sesssssassessssassassassassassasssssassnsassnssnnans 12
Présentation dU SUJET.......c.cuueeerceienieceieneeseesteseeresseesesstesasssesssessssssessasssesssassassssssessaesseesnssnassses 12
RESUITAS OBTENUS......coiierieiiniierinintisrcsrasnesresn st asnssnsssssssssssssssssassassnssessnssassnsssssassnssnssassnssnssnssnasns 13

11-2006-2010 Poste de MCU EA 2692 (Pr J.P. Hénichart).......cccceveeeervnerrccvneenennnes 14

Etude du mécanisme d’action d’inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase de I'EGFR sur des

lignées cancéreuses prostatiques hUmaines..........coreciiceeeccsrcencce e s s s snneeenes 14
LT 4o Yo L1 T 1T o TP 14
Présentation AU SUJEL.......cccieeeie e cettenieecectese st cen s e seesnesse st sesasssesstesassssennnesasssnesssssessnasnasen 14
RESUILAtS OBLENUS......ceciiictitt s s s s s s asa st sassa s 15

111-2011-2015 Poste de MCU EA 4483 (Pr F. Broly).....cccccecceecercerecrrceencseececcnnenes 15

Etude de la susceptibilité génétique du tissu prostatique face a son environnement chimique...... 15
LT 4o Yo [T 4T o TP 15
Présentation dU SUJET........ccueeevceieeeceeieees e seesessecsneesseeseesaessssssesnassseeseesassss ensnessssses sanesessnasnassnes 15
RESUITAS OBTENUS.......eieierieeinierinnsereresstsnneressesreseessesnesessssssessssssssssnsssssessnssssassnsssssassnssnssassnssassnssnssnas 16




IV-2015-2019 Poste de MCU Unité INSERM U995 (Pr P. Desreumaux)............... 17

IVa) Etude de [l'affinité ainsi que de la fonctionnalité d’antagonistes potentiels des

récepteurs CB2 et P2X7 dans le traitement des maladies inflammatoires chroniques de

PINEESTIN (IMICI) .. ueiiieeieeierireeerceecreeee st eraessrenessnesrnasesasasssassssassssesssasssns senasesasssssnssssasssnsssnasssnssnnanes 17
31T LU Tt o o T 17
Présentation dU SUJEL........cceeeeereeceisecreiserseeseesesseessnsssessessasssssssessassessessassseassnssanssessanssessnesanssanes 17
RESUILAtS OBEENUS......ceciiititct s s s s s st sassa e 18

IVb) Etude de I'affinité d’antagonistes potentiels du récepteur 5-HT6 et étude de la

cytotoxicité d’agonistes potentiels du récepteur sigma-1 dans le traitement de maladies

NEUFOUEZENEIAtIVES...cccueeerererreerrereereereneesseereseeessaeecsseesseesssasssnesssasesassssssesssssssessennesnsssnasessessssessrsne 19
INEFOTUCTHION.....cc e ceeeceeeeceeree st eeaeecareesseecsesenasesassenasesas sesasesnssnnssses sennsesassrsasssasersassseessnnssseesssannanes 19
Présentation dU SUJEL.......ccceeceeeceiretercnireeeeseesseersseessnesssnsssnesssessssssssesssessssesssssesseesssasssnesseassssssasann 19
RESUIEALS ODLENUS.......ceeceeeeeceeeceeceeneeseereeceerseesseeenseesseesssnesssesnseessssenassas sesasesasssnasssasssnnsasnsesen 20

PARTIE 2:

2020 TRAVAUX DE RECHERCHE ACTUELS ET PERSPECTIVES

I-Contexte scientifique des travaux de recherche actuels..........ccccevceerecveneerenneen. 22
la) Présentation de I'Unité Inserm U1167 - RID-AGE - Facteurs de Risque et Déterminants
Moléculaires des Maladies liées au Vieillissement..........cccvvvvviiviivenniinnnincnnnnnnnnnisesssessnssnnns 22

Ib) Projet de recherche de VI'équipe 5 « Glycation: from inflammation to

ABINE D ceeeeeieeeerrenresratesrseeses s eessareessaseessssasessnssesenses sessnsaessnsessansessneaeeeseasesenaeeeensnseessnsee nearnnearesnenne 22
lI-Caractérisation du Récepteur aux AGE (RAGE) : état de I'art............ccccrvuruueee. 24
l1a) Le récepteur aux produits de glycation avancée (RAGE).........ccccceeveerneveesercnnsnnsnnsnssnsssssnnes 24
STrUCEUIre AU RAGE...........oiieet ettt e ettt s s e be e s st e b se s s eaesesan 24
1SOfOrMES A@ RAGE............c.o oottt et et b s e b e et et s et b e sttt 29
LIBANAS A RAGE............ooeiiieeece ettt ettt st st sttt b et et s s e eae st ste st e e sessantessetasannanas 30

Les Produits de glycation avanCee (AGES) ..........ueeeeeeveeeeereee e seceresee e ssiersss v s evenes 30

Les protéines S100 (CalGranuUliNes) .............cuceueunueneeieeieeiesiesie s cessesesaesesssssesssessesaeneas 33

LeS fIDrilles AMYIOTUES ..........ccooueeeeeeerietieteseece ettt et se e st st st e et b s e 34

HIMIGB I ...ttt ettt s sttt et b e e e st e e shesne et en e b sn e s bennen 34

L’GCIAE QUINOIGIGUE ........eeeveeeeeeeeeeeee ettt et ettt saeeteste st s et es s easanssaestesse e nnnn 35




AULTeS IganNAs de RAGE ...t se st s et ss st sae st e e e e s seb s aeaneas 35

lib) Pourquoi le RAGE est un récepteur multiligands ?.......cccccceiiiiiiiienciiiiniineneniccinnneeennenn. 35
lic) Signalisation intracellulaire apreés I'activation de RAGE .........cccceeeueeeeerrreeennnccereneeennnnens 36
lld) Pathologies associées a I’activation de I’axe ligand-RAGE .........ccceeeeceeerrreeennncceeereeennnnnn. 38
lle) RAGE en tant que cible thérapeutique : inhibiteurs connus de RAGE .........ccccceeeereennennne 40
Inhibiteurs de RAGE : domaine extracellul@ire.............c..cococuveverrrineicenncncce e s 40
FPS-ZIMII ..ottt ettt e ettt et e e et st e saeshe et et e eh e es e et e e e ae e et 41

L'AZELITAGON (TPPABE) ..ot etst sttt se st et ss st st ns st e sssass s st sns et anssassnssnes 41

1= OBjJECEITS...cciiceiiererereceereccnereerceeeecreaeeseaeeeessnneesessnsasssnsasesensessessnsasessnnsssnanesensane 44

IV- Contribution personnelle: développement d’un modeéle d’étude

A’ iNteractions MOIECUIQIIES.......ccceeviiieiiieeiieieeeeeeeeereneensensnsessesssssssssssssssseessssnssssases 46

IVa) Etude de I'interaction moléculaire de ligands potentiels de RAGE a I’aide d’'une molécule

de référence radiomMarqUEE ..........cccccceiceiieieseececcnnenseeceesseeessss e snsssssennsssessnsssassnssssssnssssasnnsssesnes 46
Radiomarquage du FPS-ZIMIL ........iicencenccnenccensneencsesssesssssssssssssssssssssssssssessssssassssssssssssnssssnsass 47
Modeéle cellulaire sur-exprimant 1€ RAGE ...........cocveeirieeseesecenseceseessseseeseesesssesssessesssesssssesnens 48
PrincCipe de la MELNOAE ...ttt et cesteae e stesaeereeses e snesnesreenasssessessaesaesanann 48
RESUITALS ...ttt s s st e s e s s s s eae sa ses sesasa s sa sassne s abaaesane 50

IVb)Etude de I'interaction moléculaire de ligands potentiels de RAGE a I'aide d’un kit ELISA54
Principe de [a MELNOAE ...t et ee e stecaesse et esse e stesae sanesnaessessnessesnesnnesnanan 54
RESUIALS....coctiiiesenrisenisnnssesses s sesssns s s ssssssassassssssssassssssssassassssssssssssssssnssssassssssssansasass senassassassassases 56

IVc) Etude de linteraction moléculaire de ligands potentiels de RAGE par la technique de

thermophorése @ MIiCro€chelle (MST).....ccciiiiiinineininineeneesesesssssnss s ssssessnssasssssasssssasssssssans 57
Principe de 1a MEthOde ... s s s s e s 58
RESUILALS.......c.ccoeieeiece sttt tenne e stecaesae centesae seestesaeeneesass ses stessesseenessasssesnsssessssesassssssessrsaseennnssanssnnn 59

IVd) Etude de la fonctionnalité des composés sElectionnés ..........eevveeveeereenrneenseenrseecseeessennne 62
Principe de [a MELROAE ... et e sessesr esas e srssas senesnnssass snssanssessnesnnnns 62
RESUIALS..... .ot s s asssss s asssss s ssasssssassssssssassnssssesessssssenesass senesssssassassases 62

V- Conclusion, perspectives et valorisation.............cccccevieevienne.. 65

V- RETEIENCES.......eoeeeeeerete sttt s se s sa s s sese s s sasssnsssssasssssns ssnenssens 69



ABREVIATIONS

AD (Alzheimer Disease)

ADAM-10 (A disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10)
AGE (Advanced Glycation End-products)

AOPPs (Advanced Oxydation Protein products)

AP1 (Activator Protein-1)

BCAE1 (Beta-site APP-Cleaving Enzyme 1)

BPCO (Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive)
CEL (carboxyethyllysine)

CML (carboxyméthyllysine)

CML-BSA (CML-serum albumine bovine)

cRAGE (clived RAGE)

DAMP (damage-associated molecular patterns)

dCML (dietary CML)

DIAPH1 (Diaphanous-related formin 1)

DN-RAGE (Dominat Negative-RAGE)

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)

ELISA (Enzymes Linked ImmunoabSorbant Assay)

ERK % (extracellular signal-regulated kinase 1 and 2)
esRAGE (endogenous soluble RAGE)

gDNA (genomic DNA)

GLO1 (Glyoxalase-l)
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HMGB1 (high mobility group box 1)
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MCP-1 (Monocyte Chemotactic protein-1)
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PAMP (pathogen-associated molecular patterns)

PI3K/AKT (phosphatidylinositol 3-kinase)

PKCT (Protein kinase C Q)
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PRR (pattern recognition receptors)

RAGE (Receptor for Advanced Glycation End-products)

RAGE FL (RAGE full-length)

REDD2 (RElated in Development and DNA Damage response 2 gene)
SASP (senescence-associated secretory phenotype)

SRAGE (soluble RAGE)

TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases)

TIRAP (Toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein)
TLR (Toll-like Receptor)

Trx-1 (Thiorédoxine-1)

VDUP1 (Vitamin-D3 Up-regulated Protein-1)



PARTIE1:
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POSTERIEURS AU DOCTORAT




Jai suivi une formation scientifique en biologie cellulaire et biochimie a I'université de Paris 7.
Mon DEA (Stress oxydant et pathologies associées, université Paris V, validé en 1998), ainsi que ma
these de doctorat de I'université de Lille2 en sciences pharmaceutiques (soutenue en 2001) ont été
réalisées dans le laboratoire du Professeur Patrick Duriez au sein de I'unité INSERM U545, dirigée par
le Professeur Jean-Charles Fruchart. Au cours de ma these, mon activité de recherche a porté sur
I'interaction des lipoprotéines de basse densité oxydées (LDL Ox) avec la paroi vasculaire, en particulier

les cellules endothéliales.

1-2001-2005 Contrat Post-Doctoral Unité INSERM U545

Aprés ma theése, j'ai rejoint le laboratoire du Dr Mustapha Rouis (DR INSERM U545) ol jai pu
m’intéresser a I'étude de génes potentiellement impliqués dans I'inflammation vasculaire et |a stabilité
de la plaque d’athérosclérose (la). Mon activité de recherche s’est notamment orientée vers I'étude
de la régulation du systéeme thiorédoxine réductase / thiorédoxine dans des macrophages humains

traités par des LDL oxydées et les propriétés anti-inflammatoires de la thiorédoxine (lIb).

la) Les macrophages et I’athérosclérose : identification et étude de certains génes impliqués dans la
formation des cellules spumeuses, I'inflammation artérielle et la rupture des plaques d’athérome.

Effet protecteur de I’acide Boswellique.

Introduction
Ces travaux ont fait I'objet de la thése de Clarisse Cuaz-Perolin (étudiante en pharmacie de

Lille2), dont la direction a été assurée par le Dr M. Rouis (50%). J'ai participé a la coordination de ces
différents travaux de these (50% pour la période 2003-2005 puis 20%). Il est a souligner que j'ai été le

maitre de stage de Clarisse Cuaz-Perolin lors de la préparation de son DEA.

Présentation du sujet
Les lésions athéroscléreuses sont caractérisées par I'accumulation, au niveau de l'intima

artérielle, de macrophages chargés de lipides (cellules spumeuses). Ces lipides proviennent
essentiellement de lipoprotéines de basse densité (LDL) oxydées. La transformation des macrophages
en cellules spumeuses se manifeste par I'expression de plusieurs génes ayant un réle important dans
I'inflammation et la rupture des plaques d’athérome. Parmi ces génes, nous avons identifié
I'adipophiline qui joue un réle clé dans I'accumulation des triglycérides. Nous avons également
identifié le gene REDD2 (RElated in Development and DNA Damage response 2 gene) et avons montré
son réle dans la toxicité des macrophages a travers I’effondrement de I'expression de la thiorédoxine-
1, enzyme oxydo-réductrice, qui a pour conséquence l'augmentation des radicaux oxygénés

intracellulaires. Ce mécanisme entraine la mort des macrophages par nécrose accentuant localement
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I'inflammation. De plus, nous avons observé une surproduction par les macrophages nécrosés des
métalloprotéases (MMPs) et notamment de la métallo-élastase (MMP-12) sans augmentation de
I’expression de leur inhibiteur spécifique, le TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases). Ce
déséquilibre semble contribuer a l'augmentation de l'inflammation et des surfaces des lésions
artérielles ainsi qu’a 'induction de I’'anévrysme. Nous avons donc évalué I'effet d’une surexpression
du gene du TIMP-1 humain sur les lésions artérielles au niveau d’une lignée de souris susceptibles a
I'athérosclérose. Nos études ont montré que la surexpression de ce gene n’a pas permis de protéger
les souris contre I'athérosclérose. En revanche, une protection significative contre I'anévrysme a été
observée. Des études cliniques ont permis de consolider ces résultats en indiquant une association
significative entre les taux plasmatiques de la MMP-12 et I'apparition d’anévrysme chez des sujets
n’ayant pas de facteurs de risque connus. D’autre part, nous avons étudié I'effet de I'acide Boswellique
(un anti-inflammatoire naturel) sur linhibition de linflammation artérielle chez des souris
C57BI/6.ApoE™", susceptibles a I'athérosclérose, traitées avec une endotoxine bactérienne pour mimer
un processus inflammatoire. Nous avons pu démontrer que I'acide Boswellique est un puissant
inhibiteur de I'inflammation en bloquant notamment I'expression du systeme NF-kB et de génes qui
en dépendent comme MCP-1 (Monocyte Chemotactic protein-1). L'effet de I'acide Boswellique se
traduit par une forte baisse de la surface des Iésions artérielles sur le méme modeéle de souris. En
conclusion, nos études ont permis d’identifier des génes impliqués dans la transformation des
macrophages en cellules spumeuses, la mort cellulaire et |a fragilisation de la paroi artérielle. Ces genes

pourraient constituer de nouvelles cibles thérapeutiques dans |'athérosclérose.

Résultats obtenus
Ces travaux ont donné lieu a 3 publications :

- C. Cuaz-Perolin et al., J. Vasc. Res. (2006) 43, 493-501
- G. Larigauderie et al., FEBS Journal (2006) 273, 3498-3510
- C. Cuaz-Perolin et al., Atheroscler. Thromb. Vasc. Biol. (2004) 24, 1830-1835

Ib) L'athérogéneése : réle anti-inflammatoire de la Thioredoxine-1 humaine extracellulaire

Introduction
Ces travaux font I'objet de la thése de Ludivine Billiet dont la direction a été assurée par le Dr

M. Rouis (50%). J’ai participé a la coordination de ces différents travaux de these (50%). Il est a

souligner que j'ai été le maitre de stage de Ludivine Billiet lors de la préparation de son DEA.

Présentation du sujet
Les thiorédoxines, dont il existe trois formes chez I’homme, sont des protéines qui présentent

une activité oxydo-réductase et qui sont exprimées de maniére ubiquitaire dans les cellules de
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mammifére et de procaryote. Parmi les trois formes connues de thiorédoxine, le géne codant pour la
thiorédoxine-1 (Trx-1), cytoplasmique, est le plus étudié. La Trx-1 est connue pour étre également une
protéine qui peut étre sécrétée, nous nous sommes alors intéressé, dans un premier temps, a son réle
extracellulaire.

Comme les macrophages sont des cellules fortement impliquées dans de nombreuses
pathologies inflammatoires dont I'athérosclérose, nous avons donc évalué l'impact de la Trx-1
recombinante humaine (Trx-1rh) sur I'expression de génes, par puces a ADN, dans des macrophages
humains activés par le LPS. Nos résultats montrent que la Trx-1rh est capable de réduire les expressions
du messager et de la protéine de I'IlL1-B (Interleukine-1 ), cytokine pro-inflammatoire, de fagon
concentration-dépendante. Cet effet résulte en partie de la réduction de I'activation de NF-2B, facteur
de transcription impliqué dans I'activation de I'IL1-. Nous avons également montré que la diminution
de I'activité de NF-kB est le résultat de la diminution des expressions (ARNm et protéines) des sous-
unités p50 et p65 d’une part et de la diminution de I’ARNm et de la protéine de I-xB d’autre part. En
conclusion, cette étude nous a permis de définir un nouveau mécanisme par lequel la Trx-1rh exerce
son activité anti-inflammatoire dans les macrophages.

La Trx-1 est connue pour jouer un réle majeur dans la régulation de la balance redox de la
cellule et donc dans la régulation de I'expression de genes impliqués dans des phénomeénes
physiologiques telle que la prolifération cellulaire. L’activité de la Trx-1 est connue pour étre inhibée
par la protéine VDUP1 (Vitamin-D3 Up-regulated Protein-1). Comme le récepteur nucléaire PPARy est
exprimé par les macrophages humains et que I'activation de PPARy (Peroxysome Proliferator Activated
Receptor y) est associée a la diminution de I'expression de génes proinflammatoires et a I'induction de
I'apoptose de ces cellules, nous avons, dans un deuxieme temps, étudié I'effet d’un agoniste de PPARy,
le GW929, sur la régulation de I'expression du gene de VDUP1 dans les macrophages humains. Nous
avons montré que le GW929 augmente de maniére concentration-dépendante les expressions du
messager (ARNm) et de la protéine de VDUP1 dans les macrophages humains. Les études de
transfection de différents fragments du promoteur de VDUP1, complétées par une étude gel shift,
nous ont permis de définir la présence d’un élément de réponse fonctionnel pour le PPARy dans le
promoteur du géne de VDUP1. De plus, I'augmentation de I'expression de VDUP1 par un agoniste de
PPARy dans les macrophages humains, est associée a une augmentation de I'activité de la caspase 3 et
a I'induction de I'apoptose. Ces résultats suggerent donc que I'activation de PPARy induit I'apoptose

de macrophages humains en modifiant le statut redox de la cellule via la régulation du gene de VDUP1.
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Résultats obtenus
Ces travaux ont donné lieu a 3 publications :

- L. Billiet et al., J. Mol. Biol. (2008), 384(3):564-76.
- L. Billiet et al., J. Cell Physiol. (2008), 214(1):183-91.
- L. Billiet et al., J. Biol. Chem. (2005) 48, 40310-40318.

Jai souhaité, au cours de ce post-doctorat, m’initier a I’enseignement et pu ainsi participer de
facon active au travail pédagogique effectué aupres des étudiants au cours de travaux pratiques de
physiologie et d’histologie en 2°™ et 3™ année des études de pharmacie et de travaux pratiques de
biochimie clinique en 4°™ année des études pharmaceutiques. De plus, j’ai pu dispenser, au cours de
la méme période, des enseignements de physiologie-anatomie (systémes cardiovasculaire et
musculaire) aux étudiants du DEUST-TOPS (Dipléme d’Etude Universitaire Scientifique et Technique —
Technologie de I'Organisation dans les Professions de Santé) et des enseignements de biologie
cellulaire et moléculaire a des étudiants de 1lére année de I'Institut Lillois d’Ingénierie de la Santé

(ILIS).

11-2006-2010 Poste de MCU EA 2692 (Pr J.P. Hénichart)

En septembre 2005, la mission qui m’avait été confiée, suite a mon recrutement en qualité de
Maitre de Conférences en pharmacobiochimie au sein de I'Institut de Chimie Pharmaceutique Albert
Lespagnol (ICPAL) dirigé alors par le Professeur J-P Hénichart (EA2692), était de développer et d’animer
I'activité du laboratoire de pharmacologie de I'ICPAL. J'ai pu ainsi, en collaboration avec une équipe de
pharmacochimistes et d’'une composante modélisation moléculaire, mettre en place des dosages
d’activités enzymatiques spécifiques et des nouvelles techniques d’exploration moléculaire
indispensables a I’évaluation pharmacologique de nouveaux candidats médicaments dans le domaine

du cancer.

Etude du mécanisme d’action d’inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase de I'EGFR sur des

lignées cancéreuses prostatiques humaines.

Introduction
Ces travaux font I'objet de la thése d’Aurélie Telliez dont la direction a été assurée par le Dr N.

Pommery (70%). J'ai participé a la coordination de ces travaux de thése dés mon arrivée a I'ICPAL

(septembre 2005) jusqu’a la soutenance de la thése (30%).

Présentation du sujet
Le récepteur de I'epidermal growth factor (EGFR) est une protéine tyrosine kinase jouant un

role clé dans le développement des cellules et tissus normaux et présentant une activité augmentée
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dans un grand nombre de cancers, dont le cancer de la prostate. L'objectif de ce travail a été de
déterminer le mécanisme d’action d’inhibiteurs potentiels de 'EGFR (4-anilinoquinazolines) in vitro,
sur des lignées cancéreuses prostatiques humaines hormonodépendantes (LNCaP) et
hormonoindépendantes (PC3 et DU145). Les composés synthétisés ont montré un pouvoir
proapoptotique et anti-invasif intéressant par rapport a un composé de référence connu, I'lressa
(ZD1839). Afin de progresser dans la compréhension de leur mécanisme d’action, des analyses de
puces a ADN, QPCR et western blot ont été menées et ont permis de déterminer I'impact des composés

sur I'expression de certains génes.

Résultats obtenus
Ces travaux ont donné lieu a 1 publication :

- A. Telliez et al., Anticancer Agents Med Chem (2006), 6, 187-208.

Suite au départ a la retraite du directeur de I'équipe EA2692 (Pr. J-P Hénichart) et d’une
réorganisation de I'’équipe de recherche, j'ai décidé de rejoindre I'équipe dirigée par le Professeur F.
Broly en septembre 2008 (EA4483 : Impact de I'environnement chimique sur la santé humaine). Au
sein de son groupe de recherche, il m’a été confié I'étude de la susceptibilité génétique du tissu
prostatique face a son environnement chimique (polluants et/ou médicaments). Dans ce cadre, j’ai pu
également développer une thématique de recherche concernant le développement d’une formulation
nanoparticulaire d’inhibiteurs de la tubuline, connus ou innovants, dans le traitement du cancer de la

prostate (d).

11-2011-2015 Poste de MCU EA 4483 (Pr F. Broly)

Etude de la susceptibilité génétique du tissu prostatique face a son environnement

chimique.

Introduction
Ces travaux ont fait I'objet de la thése de Delphine Le Broc-Ryckewaert dont la direction a été

assurée par le Dr N. Pommery (50%). J'ai participé a la coordination de ces différents travaux de thése

(50%).

Présentation du sujet
Il existe une immense diversité génétique d’un individu a 'autre, due au caractére polymorphe

du génome humain. L'efficacité des enzymes impliquées dans le métabolisme des cancérogenes

(activation ou détoxification en vue de I'élimination de l'organisme) dépend des variations
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nucléotidiques présentes dans le génome (polymorphismes génétiques). Ces différences d’efficacité
des enzymes sont susceptibles de moduler les effets génotoxiques des facteurs environnementaux. La
situation est encore plus complexe dans le cas des cancers hormono-dépendants, puisque de
nombreuses enzymes polymorphes sont impliquées dans le métabolisme hormonal.

Nous avons mesuré dans la prostate (non pathologique et pathologique), I'expression d’un ensemble
cohérent de génes connus ou suspectés de coder (nous en avons prédéfinis 380), chez ’'homme, des
enzymes, des transporteurs ou des facteurs nucléaires impliqués dans la prise en charge cellulaire des
xénobiotiques. Sur les 380 genes prédéfinis, 300 sont exprimés a la fois dans le tissu cancéreux et dans
le tissu non pathologique (étude menée sur 15 patients). Cependant, nous avons noté des différences
d’expression pour certains d’entre eux entre les deux tissus. Nous avons ensuite évalué I'impact de ces
différences d’expression sur les capacités métaboliques du tissu prostatique. De plus, nous avons
également étudié, in vitro, I'impact (survie cellulaire, modification des capacités métaboliques...),
d’un polluant chimique, le cadmium (connu comme facteur de susceptibilité dans la survenue
du cancer de la prostate) sur des cultures primaires de cellules épithéliales prostatiques
humaines ou la lignée cancéreuse hormono-indépendante PC3. Nous avons montré qu’une
concentration de 5 uM de cadmium modifiait I'expression de certains genes du métabolisme et
que ces différences d’expression influengaient I'activité pharmacologique (effet antiprolifératif)
de médicaments anticancéreux (poisons du fuseau).

Nous avons poursuivi ce travail par I'étude pharmacologique de nouvelles formulations
nanoparticulaires, contenant du paclitaxel, sur une lignée cancéreuse prostatique humaine hormono-
indépendante PC3. Le paclitaxel est un anticancéreux actif sur les microtubules et présente une faible
solubilité d’ol l'intérét de son utilisation dans cette étude. Nous avons pour cela synthétisé et
caractérisé des nanoparticules de type PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid), de charge et de taille
différentes, dans lesquelles nous avons encapsulé le paclitaxel avec une efficacité d’encapsulation
variant entre 65 et 85%. Les résultats que nous avons obtenus montrent que des cellules PC3 traitées
par des nanoparticules contenant du paclitaxel, de taille inférieure a 100 nm (partie innovante de ce
projet), chargées négativement ou positivement diminuent de facon significative la viabilité et
augmentent de fagon significative I’effet antiprolifératif de ces cellules comparé a des cellules traitées
par le paclitaxel seul. Des études de microscopie confocale ont montré une délivrance cytoplasmique

de ces nanoparticules dans les cellules PC3.

Résultats obtenus
Ces travaux ont donné lieu a 2 publications :

- N. Wlodarczyk, et al. J. med. Chem., (2011), 54: 1178-1190
- Le Broc-Ryckewaert D et al. Int J Pharm. (2013), 454(2):712-719.
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En parallele de ces travaux de recherche j’ai mis en place, avec le soutien financier de I'ICPAL
et du PRIM (Pdle de Recherche Interdisciplinaire pour le Médicament), une plateforme de binding

(interaction moléculaire) dont je suis le responsable scientifique depuis septembre 2008.

En janvier 2015, jai rejoint l'unité de recherche Inserm U995 dirigée par le Pr Pierre
Desreumaux et plus particulierement I'équipe dirigée par le Pr Philippe Chavatte (Therapeutic
Innovation Targeting Inflammation) ou je me suis plus largement consacré a la mise en place de
protocoles d’étude de l'interaction moléculaire de ligands potentiels de récepteurs d’intéréts

impliqués dans les MICI, dont le récepteur P2X7.

IV-2015-2019 Poste de MCU Unité INSERM U995 (Pr P. Desreumaux)

IVa) Etude de [l'affinité ainsi que de la fonctionnalité d’antagonistes potentiels des
récepteurs CB2 et P2X7 dans le traitement des maladies inflammatoires chroniques de

I'intestin (MICI)

Introduction
Ce travail fait partie de collaborations initiées avec le laboratoire du Pr P. Chavatte,

responsable de I'équipe de chimie thérapeutique au sein de I'équipe Inserm UMR995.

Présentation du sujet
La caractérisation pharmacodynamique d’un candidat médicament impliquant tout d’abord

I’étude, in vitro, de son affinité pour sa cible moléculaire, j'ai, a 'aide de molécules radiomarquées,
participé ou mis en place des protocoles destinés a la mesure de I'affinité et/ou de la fonctionnalité de
ligands potentiels de récepteurs biologiques d’intéréts.

Dans ce cadre, j’ai mis en place, en collaboration avec I'équipe du Pr Philippe Chavatte (U995), les
méthodologies qui ont permis I'étude des interactions moléculaires d’agonistes du récepteur aux
cannabinoides CB2, molécules potentiellement impliquées dans le traitement de maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin. Ce projet, débuté en 2009, avait pour objectif de concevoir
et synthétiser de nouveaux agonistes CB, destinés au traitement des MICI mais également au
traitement des douleurs intestinales ou abdominales (troubles fonctionnels intestinaux ou syndrome
de I'intestin irritable) qui touchent 10 a 20 % de la population mondiale. Le systéme endocannabinoide
a été identifié au sein du tractus gastro-intestinal et joue un role dans la motilité intestinale et
I'inflammation. De nombreuses études ont montré I'importance du récepteur CB, dans la médiation

des effets protecteurs de l'intestin lors d’épisodes inflammatoires. Ma contribution dans ce projet a
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été la mise en place des études de I'affinité et de la fonctionnalité de ligands potentiels du récepteur
CB;humain (Plateforme de Binding). Plusieurs composés présélectionnés ont été évalués sur différents
modeles expérimentaux de colite et de douleur viscérale chez la souris et le rat.

Le récepteur P2X7 (P2X7R) a été identifié dans de nombreuses études comme un acteur clef
lors de phénomeénes inflammatoires. L'inhibition de son activité entraine notamment la diminution de
la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-13 dans de nombreux modeles cellulaires
inflammatoires. Par a une approche de type « ligand-based » et grace a une expertise de modélisation
moléculaire développée au sein de notre laboratoire, notre équipe de chimistes a synthétisé de
nombreux antagonistes potentiels du récepteur P2X7 humain. Grace a deux collaborations distinctes
menées d’une part avec le laboratoire du Dr S. Adriouch a Rouen (U905 (collaboration effective depuis
septembre 2014)) et celui du Pr F. Nolte (Université de Hambourg, All. (MTA signée en novembre
2016), qui nous ont permis d’obtenir des plasmides codant pour les récepteurs P2X7 et P2X4 humains,
nous avons produit des cellules (lignée HEK293) dotées d’une expression stable de ces protéines. Nous
avons par la suite ainsi pu tester, d'une part, la fonctionnalité de nos antagonistes potentiels par une
méthode de cytométrie en flux, a I'aide de fluorochromes spécifiques permettant d’étudier le flux
calcique a travers le récepteur d’intérét ainsi que le formation d’un large pore, et d’autre part, I’affinité
et la sélectivité de nos composés vis-a-vis de ces récepteurs. Les résultats obtenus nous ont permis de
mieux comprendre le mode d'interaction de nos composés avec le récepteur d’intérét (compétiteurs
du site ATP ou ligands allostériques) et d’affiner ainsi leur structure chimique afin de potentialiser leur

fonctionnalité.

Résultats obtenus
Ces travaux ont donné lieu a 13 publications :

- Spencer J, et al. Tetrahedron Lett (2012), 53 (13): 1656-1659.
- El BakaliJ et al. J. Med Chem. (2012), 55(20): 8948-8952.

- Gembus V, et al. Eur. J. Med. Chem. (2012), 58: 396-404.

- Lipka E et al. Chromatographia (2012), 75: 337-345.

- Renault N, et al. Chem Biol Drug Des. (2013), 81(4):442-454.
- Baudelet D et al. J Chromatogr A. (2014), 1363:257-269.

- Baudelet D, et al. Electrophoresis (2014), 35(19):2892-2899.
- Baudelet D et al. J Chromatogr B. (2015), 986-987:35-43.

- Homerin G, et al. Tetrahedron Lett (2016), (57)1165-1170.

- Furman C et al. Electrophoresis (2017), (19)2536-2541.

- Homerin G et al. / Med Chem (2017), (54)151-163.

- Homerin G et al. ] Med Chem (2020), (5):2074-2094.

- L. Douguet et al. Nature Cancer (2020), N° soumission: #: NATCANCER-A01173 (en révision)

En tant que plateforme, je collabore également a I'étude d’affinités et/ou de fonctionnalités

de composés potentiellement impliqués dans le traitement d’autres pathologies. Ainsi, des études
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d’interaction moléculaire d’antagonistes potentiels du récepteur sérotoninergique 5- HT6, d’agonistes
potentiels du récepteur sigma-1 et d’antagonistes potentiels du récepteur purinergique A2a dans le

traitement de maladies neurodégénératives ont été, ou sont actuellement développés.

IVb) Etude de l'affinité d’antagonistes potentiels du récepteur 5-HT6 et étude de la
cytotoxicité d’agonistes potentiels du récepteur sigma-1 dans le traitement de maladies

neurodégénératives

Introduction
Ce travail fait partie de collaborations initiées avec le laboratoire du Pr P. Melnyk, responsable

de I'équipe de chimie thérapeutique onco-neuro au sein de I'équipe Inserm UMR1172.

Présentation des sujets

Récepteur 5-HT6
Les récepteurs 5-HT6 sont des récepteurs couplés aux protéines G qui interagissent avec les

systemes de transmission cholinergique, glutamatergique, GABAergique et dopaminergique. Dans le
systeme nerveux central, ces récepteurs ont été considérés comme des cibles thérapeutiques
potentiels dans la prise ne charge de pathologies telles que la psychose, la perte de poids ou la maladie
d'Alzheimer. Des composés de type benzothiazolone, dans lesquels une chaine alkylamino et un cycle
aromatique aux positions 3 et 6 de cet hétérocycle respectivement selon un pharmacophore
précédemment publié, ont été synthétisés. Les composés finaux ont été évalués dans des études
d’affinité vis-a-vis du récepteur 5-HT6 a I'aide d’un radioligand radiomarqué de référence. Leurs effets
cytotoxiques potentiels ont été déterminés sur la lignée cellulaire de neuroblastome humain SY5Y. Les
résultats de ces études ont révélé que la plupart d'entre eux présentaient une inhibition inférieure a
50% a 100 nM, par rapport au dérivé SB 271046, qui lui présente un Ki de 1,7 nM. Le composé avec
une chalne diméthylamino en position 3 et un naphtylsulfonylamide en position 6, présente la

meilleure affinité de la série sulfonylamide (Ki = 100 nM).

Récepteur sigma-1
Les récepteurs Sigma 1 sont des cibles biologiques qui semblent étre impliqués dans des

troubles neurodégénératifs et psychiatriques. Ces récepteurs, par leurs fonctions de chaperon, qui
contrecarrent le stress du réticulum endoplasmique et bloquent la neurodégénérescence, peuvent
servir de cible pour une nouvelle génération d'antidépresseurs ou d'agents neuroprotecteurs.
L'implication de ces récepteurs a également été observée dans la douleur neuropathique et le cancer.

Seuls quelques ligands, comme Igmesine et Anavex 2-73, ont été testés dans des essais cliniques. Ainsi,
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le développement de ligands sigma 1 est intéressant pour une nouvelle génération de candidats
médicaments. Des travaux antérieurs dans le laboratoire ont souligné la puissance des composés
bicycliques benzannulés comme ligands potentiels du récepteur sigma-1. Les travaux ont ainsi été
étendus a une série de nouveaux composés tricycliques. Des composés dérivés de la carboline et de la
phénothiazine ont été congus et synthétisés. Des études d’affinité par compétition in vitro pour les
récepteurs sigma 1 et 2 ont montré que la plupart d'entre eux présentaient une forte affinité pour le
récepteur sigma 1 (Ki = 2,5-18 nM) et une sélectivité vis-a-vis du récepteur sigma 2, sans effets

cytotoxiques sur les cellules SY5Y.

Récepteur A2a
L'adénosine est un neuromodulateur ubiquitaire impliqué dans de nombreux processus

physiologiques dans le systeme nerveux central en agissant via différents récepteurs couplés a des
protéines G dont le récepteur A2a. Ce récepteur est connu pour son réle important dans la
transmission neuronale et dans le processus dégénératif d’origine extrapyramidale et s’est révélé étre
ainsi une cible biologique intéressante dans le traitement de maladies neurodégénératives telles que
la Maladie de Parkinson et la Maladie d’Alzheimer. L’étude de I'affinité et de la fonctionnalité

d’antagonistes potentiels de ce récepteur est réalisée sur notre plateforme de binding.

Résultats obtenus
Ces travaux ont donné lieu a 5 publications :

- Moas Heloire V. et al. Monat Chem. (2013), 144: 429-435.

- Larchanche PE. et al. Eur ) Med Chem. (2015), 92: 807-817.

- Donnier-Maréchal M. et al. Eur ) Med Chem. (2015), 92:575-582.
- Donnier-Maréchal M. et al. Eur ) Med Chem. (2015), 89:198-206.
- Duroux R. et al. Eur ) Med Chem. (2018), 54:151-163.
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PARTIE 2:

2020 TRAVAUX DE RECHERCHE ACTUELS ET PERSPECTIVES




Suite a une réorganisation interne de I’'U995 a la fin du quinquennat 2015-2019, j’ai décidé de
rejoindre I'équipe du Pr Eric Boulanger (équipe 6 de I’'U995), dans la continuité d’une collaboration
débutée en 2018, pour intégrer I’'Unité U1167 du Pr Philippe Amouyel, au sein de I'équipe 5 dirigée par
le Pr Eric Boulanger (Glycation: from inflammation to aging) afin de prendre la co-responsabilité, avec

le Dr Alina Ghinet (directrice du laboratoire de chimie, HEI, Yncréa, Lille) du groupe « Drug Discovery ».

I-Contexte scientifique des travaux de recherche actuels

la)-Présentation de I'Unité Inserm U1167 - RID-AGE - Facteurs de Risque et Déterminants

Moléculaires des Maladies liées au Vieillissement.

L'Unité Inserm U1167 RID-AGE, dont la labellisation vient d’étre renouvelée (2020-2024), est
dirigée par le Pr Philippe Amouyel et s’appuie sur un label d’excellence, le Labex DISTALZ. Elle est
constituée de 5 équipes :

- Team 1: Public health and molecular epidemiology of cardiovascular diseases (A. Meirhaeghe);

Team 2: Molecular determinants of cardiac remodelling and heart failure (F. Pinet);

Team 3: Molecular determinants of AD and related disorders (J.C Lambert);

Team 4: Integrative structural biology (I. Landrieu);
- Team 5: Glycation: from inflammation to aging (E. Boulanger).

Cette Unité est supportée par les instances suivantes : 'INSERM, le CNRS, I’'Université de Lille
(la Faculté de Médecine et la Faculté de Pharmacie), le Centre Hospitalier Universitaire, et I'Institut
Pasteur.

L'Unité, qui se concentre sur I'analyse des facteurs de risque et des déterminants moléculaires
des maladies liées a I'age, étudie les maladies cardio-vasculaires et cérébrovasculaires courantes ainsi
que les maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer sous les angles de
I'épidémiologie, de la génétique, de la biologie cellulaire et moléculaire, de la modélisation animale,
de la biologie structurale et des biomarqueurs.

Afin d’étendre le champ de I'exploration, de la clinique vers les mécanismes plus
fondamentaux, I’'Unité RID-AGE a intégré pour ce nouveau quinquennat, I’équipe 4 dirigée par le Pr I.

Landrieu et I'équipe 5 dirigée par le Pr E. Boulanger, équipe a laquelle j’appartiens.

Ib)-Projet de recherche de I'équipe 5 « Glycation: from inflammation to aging »
La longévité humaine et le vieillissement dit « en bonne santé » sont des phénotypes
complexes influencés par des facteurs génétiques et environnementaux tels que I'alimentation,

I'activité physique et les facteurs psychosociaux. Le vieillissement est un processus multifactoriel
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complexe caractérisé par une accumulation de changements délétéres dans les cellules et les tissus,
une détérioration progressive de l'intégrité structurelle et de la fonction physiologique dans plusieurs
organes. La glycation, modification post-traductionnelle des protéines, est I'un de ces changements.
Elle comprend une série de réactions chimiques complexes entre les dérivés aminés et les sucres
réducteurs conduisant a des condensations d'amino-sucre. In vivo, la réaction de glycation dépend des
concentrations de glucose et de substrat, du renouvellement des protéines et du temps
(vieillissement). Les produits finaux de glycation avancée (AGE) constituent un groupe hétérogéne de
molécules qui sont formées par glycation des protéines, des lipides et des acides nucléiques. Une autre
voie pour former des AGE a été décrite plus récemment : la glycoxydatio. Des composés dicarbonylés
hautement réactifs (méthylglyoxal ou glyoxal) peuvent se lier rapidement aux groupes amino pour
former des protéines glyquées.

Les étres humains sont exposés a deux sources principales d'AGE : les AGEs exogenes
(exoAGEs) qui sont ingérés dans les aliments et les AGEs endogénes qui se forment dans le corps. Le
régime occidental est riche en exoAGEs. Ces derniers se forment lorsque les aliments sont transformés
a des températures élevées, telles que la friture, la cuisson au gril, le rotissage, le grillage et le
traitement a haute température utilisés par l'industrie alimentaire (produits laitiers UHT, viandes
transformées, céréales de petit déjeuner, etc.). Les AGEs endogénes sont générés et accumulés a des
taux plus élevés pendant le diabéte (en raison d'une altération du métabolisme du glucose),
I'insuffisance rénale (diminution du statut antioxydant et diminution de la clairance de I'AGE),
I'inflammation (oxydation) et le vieillissement physiologique (temps). Les AGEs exercent leur toxicité a
travers trois mécanismes : la glycation in situ, le dépot d’exoAGEs et |'interaction avec des récepteurs

comme RAGE (Receptor for Advanced Glycation End-products).

Pour le quinquennal 2020-2024, le but du projet de recherche de I'équipe est de comprendre
par quels mécanismes biologiques, une exposition précoce ou permanente aux AGE, comme la CML
alimentaire exogene, participe a l'installation de I'inflammation et en particulier de I'inflammation
chronique de bas grade. Un des volets important de ce projet est I’étude de I'interaction moléculaire
de ligands connus du RAGE et, dans ce cadre, je m’intéresse notamment au développement

d’antagonistes potentiels de ce récepteur.
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ll-Caractérisation du Récepteur aux AGE (RAGE) : état de I'art

11a)- Le récepteur aux produits de glycation avancée (RAGE)

Le RAGE est une protéine présente chez les mammiferes et qui appartient a la superfamille
des immunoglobulines et a la famille des molécules d'adhésion cellulaire 1. Elle est exprimée dans tous
les organes, notamment dans les muscles squelettiques, les poumons, le cceur, le foie et les reins. Elle
est également exprimée dans les cellules circulantes de I'immunité adaptative et innée?™. Si son
expression est relativement faible dans la plupart des tissus dans des conditions basales, le RAGE est
plus fortement exprimé dans le poumon, notamment dans I'épithélium alvéolaire®’. Au moins 20
variants d'épissage de RAGE ont été décrits jusqu'a présent, mais seuls quelques-uns ont fait I'objet
d’une protéine entiérement décrite. Les principales isoformes de RAGE sont conservées entre les
especes et I’ARN messager codant pour le RAGE complet (RAGE full-length) est le variant le plus
exprimé dans les organes®°. Avec I'age, I'expression tissulaire de RAGE est augmentée et pourrait donc
jouer un réle important au cours du vieillissement et les pathologies qui y sont associées?®.
Principalement décrite a la membrane plasmique, cette protéine est également exprimée dans le
cytoplasme et dans le noyau, ou elle pourrait, dans ce dernier, avoir un réle dans la réparation des

dommages causés a ’ADN™,

Structure du RAGE

Le RAGE humain est une protéine transmembranaire constituée d'un domaine extracellulaire
(résidus d'acides aminés 23-342), d'un domaine transmembranaire (résidus d’acides aminés 343-363)
et d'un domaine cytoplasmique (résidus d’acides aminés 364-404)'2. La structure extracellulaire de
RAGE peut étre subdivisée en trois domaines de type immunoglobuline : un domaine variable (V)
(résidus d’acides aminés 23-116) et deux domaines constants C1 (résidus d’acides aminés 124-221) et

C2 (résidus d’acides aminés 227-317) (figure 1).
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Figure 1 : Structure du RAGE complet, y compris le domaine variable (V), les domaines constants (C1
et C2), la région transmembranaire et la queue cytoplasmique. Un pont disulfure entre les Cys38 (brin  B) et
Cys99 (brin F) relie les deux feuilles p du domaine V (A). Isoformes de RAGE. Les principales isoformes RAGE
comprennent (a partir de la gauche) le RAGE complet, le RAGE complet oligomérisé, le RAGE dominant négatif
(DN-RAGE), le RAGE N-tronqué (N-RAGE) et le RAGE soluble (sécrété) (sSRAGE) (B)*2.

La structure du domaine V est constituée de huit brins (A’, B, C, C, D, E, F et G) reliés par six
boucles formant deux feuillets B reliés par un pont disulfure entre la Cys38 (brin B) et Cys99 (brin
F)34(figure 2). Le domaine C1 se replie en un domaine immunoglobuline classique de type C. La
surface moléculaire des domaines V et C1 est représentée par une cavité hydrophobe et de grandes
zones chargées positivement. Plusieurs liaisons hydrogene et interactions hydrophobes se produisent
entre les domaines V et C1. Une cristallographie aux rayons X, une spectroscopie RMN et des études
in vitro et in vivo ont démontré que le domaine extracellulaire VC1 est capable de lier une grande
variété de ligands de RAGE a caractére acide (chargés négativement), tels que les AGEs, la famille des
protéines de type S100/calgranulines, la protéine HMGB1 (high mobility group box 1), et la protéine B
amyloide (AB)¥*%,
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Figure 2 : Diagramme en ruban montrant des vues orthogonales de la structure cristalline du domaine
VC1 de RAGE. Domaine 1 =V, domaine 2 = C1%.

En outre, une dimérisation ou une oligomérisation ligand-dépendante de RAGE, par le biais de
I'auto-association des domaines V-V ou C1-C1, a été décrite. Ainsi, la structure cristallographique d’un
complexe RAGE-S100 englobant le domaine extracellulaire entier du récepteur a révélé un complexe
de stoechiométrie 2 : 2 au sein duquel deux molécules de RAGE interagissent de maniere symétrique
avec la protéine S100A6, un membre de la famille S100, présente sous forme homodimérique. Cette
conformation permet de rapprocher les régions proximales a la membrane des deux molécules de
récepteur et de fixer leur distance respective a 60 A, distance qui permet de positionner correctement
les domaines cytoplasmiques de deux molécules de RAGE, assurant ainsi la transmission effective du
signal dans la cellule?! (figure 3). La stabilité d’un tel complexe VC1 oligomérisé pourrait expliquer son
affinité/spécificité pour une large gamme de ligands protéiques et la transduction du signal qui en

résulte!®?2-24,

26



B Formation d’un complexe RAGE : S100 actif
avec le nouvel homodimére S100A6

Dimere S100 canonique Nouvelle conformation

W
.g{'-‘.
S100A6
- )

\.4

Signalisation activée

& ComE = 3

Figure 3 : Modele illustrant comment la nouvelle conformation du dimere S100A6 permet de recruter
deux molécules de récepteur parallélement & la membrane et de bloquer la position relative de leurs régions
transmembranaires & une distance qui semble compatible avec le recrutement de molécules effectrices a [intérieur
des cellules. Le site de liaison a RAGE sur chaque monomere S100A6 est indiqué par un arc jaune tandis que les
ions calcium sont représentés par des ronds verts. RAGE : receptor for advanced glycation end-products?,

Contrairement au complexe VC1, les données provenant d'expériences de protéolyse, de
colorimétrie, de dichroisme circulaire et de RMN ont décrit C2 comme une unité structurelle
indépendante, connectée de maniére flexible a C1 par l'intermédiaire de 12 résidus d’acides aminés?®,
Par analogie avec le domaine V, les études par diffraction de rayons X et par RMN confirment que C2
existe sous la forme de deux feuillets B composés de huit brins (A, A’, B, C, E, F, G, et G’) stabilisés par
des ponts disulfures entre les brins B et F. La structure C2 semble également inclure une grande surface
chargée négativement avec des résidus acides dirigés vers la surface de I'oligomeére VC1%3.

Le domaine extracellulaire (VC1C2) de RAGE humain (UniProtKkB Q15109) partage une
homologie de séquence de 79,6 %, 79,2 % et 96,5 % avec la souris (Q62151), le rat (Q63495) et le
primate (rhésus macaque; FIABQ1), respectivement?. Les résidus chargés positivement impliqués
dans la liaison des AGEs au RAGE, y compris la Lys52, I’Arg98 et la Lys110, sont conservés chez les
quatre espéces, ce qui suggére un schéma commun de liaison!**8,

Le domaine transmembranaire de RAGE est une structure hélicoidale contenant un motif
"GxxxG", favorisant I'homodimérisation hélice-hélice du récepteur, qui serait impliqué dans la
transduction du signal®®. L'alighement de séquence et la superposition du domaine C-terminal du
RAGE, obtenu par une caractérisation RMN, avec les structures de la glycérol-phosphate
déshydrogénase (GlpA), connue pour former un dimére d’hélice transmembranaire, montrent une

interaction possible entre deux motifs GxxxG de RAGE et leur implication dans son homodimérisation®3

(figure 4).
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Figure 4: Probable homodimérisation de RAGE par sa région transmembranaire. Modele
d'homodimérisation en hélice de la partie transmembranaire de RAGE humain (hRAGE) basé sur la structure
RMN du dimére de I'hélice transmembranaire de la GIpA et sur la structure RMN de la région terminale C de
RAGE humain comprenant les résidus 363 a 376. Les résidus ont été attribués en alignant la séquence
342ALxxGIxxGLxxA354 de hRAGE a la séquence 75LIXxGVxxGVxxT87 de la GIpA. Gréace a la superposition de
la partie C-terminale de hRAGE (Trp363 a Pro376), déterminée par RMN, la construction d'un modéle en
hélice couvrant les résidus Gly337-Arg365 a été réalisé’s,

La queue cytoplasmique de RAGE (résidus d’acides aminés 364-404) est constituée de 42
acides aminés. Cette région est divisée en au moins trois parties : un domaine membranaire de 17
acides aminés, riche en acides aminés basiques (Arg366, Arg368, Arg369 et Glu371), un domaine
central de 17 acides aminés contenant des acides glutamiques et un site de phosphorylation (Ser391)
et une extrémité C-terminale®®?’. Des études de liaison in vitro ont démontré que ces deux domaines
(membranaire et central) sont cruciaux pour l'interaction du domaine cytoplasmique de RAGE avec
des molécules effectrices telles que la diaphanous-related formin 1 (DIAPH1), la protéine TIRAP (Toll-
interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein) et les kinases ERK % (extracellular signal-
regulated kinase 1 and 2). Il en résulte une activation intracellulaire de NF-kB (nuclear factor k-light-
chainenhancer of activated B cells) médiée par la voie de la MAPK (mitogen-activated protein kinase)?’.
Le domaine cytoplasmique de RAGE joue un réle important dans la transduction induite par RAGE. Sa

délétion, in vitro et in vivo, supprime sa fonctionnalité et réduit les effets pathologiques associés?®%°,
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Isoformes de RAGE
Il existe différentes isoformes de RAGE qui sont dérivées de la structure décrite précédemment

(figure 5).

Soluble form of

Full-length RAGE N-truncated Dominant-negative RAGE
RAGE RAGE

V-type domain

C-type domain
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Figure 5 : Structures du récepteur des produits finaux de glycation avancée et ses trois principales
isoformes. Le récepteur pleine longueur des produits finaux de glycation avanceée (RAGE) posséde trois domaines
extracellulaires différents (V, C1, C2), un domaine transmembranaire et un domaine cytosolique. L'isoforme N-
tronquée ne possede pas de domaine de type V. La forme dominante négative n'a pas de domaine cytosolique. Le
RAGE soluble est formé soit par épissage alternatif, soit par I'activité d’une protéase. Il est sécrété et empéche
les ligands de se lier au RAGE. V : domaine variable ; C : domaine constant®,

La premiére isoforme est communément appelée RAGE pleine longueur (FL-RAGE) ou
simplement RAGE. Les autres isoformes sont soit le résultat d'un épissage ou d'un clivage alternatif de
FL-RAGE. On retrouve ainsi le RAGE dominant-négatif (DN-RAGE) dont le domaine intracellulaire est
absent en raison du clivage par une y-secretase ou un épissage alternatif®3?, le RAGE N-tronqué (AN-
RAGE), dépourvu du domaine V en raison d’un épissage alternatif®?, et le RAGE soluble (sRAGE) qui
comprend le RAGE soluble endogéne (esRAGE), résultant d’un épissage alternatif®, et le RAGE clivé
(cRAGE), résultant du clivage constitutif et inductible du domaine extracellulaire de FL-RAGE par des
métalloprotéases, dont 'ADAM-10 (A disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein
10) et d’autres métalloprotéases comme la MMP-9 (matrix metalloproteinase-9)33*, Le domaine
intracellulaire, restant attaché a la membrane, peut étre libéré par une y-secretase®. D'autres
isoformes ont été décrites, notamment dans le cerveau, mais elles sont beaucoup moins exprimées ou
étudiées®. Enfin, d'autres variants d'épissage ont également été décrits mais sans réle majeur ou
conséquences physiologiques associées®. Dans la suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons

principalement a la forme FL-RAGE.
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Ligands de RAGE
L'une des principales caractéristiques de RAGE est le nombre et la variété de ses ligands. A ce
jour, on en dénombre plus de 20, tous ayant des origines, des réles et des structures tres différents

(figure 6).

RAGE ligands Full-length RAGE

Multiple or unreported CML/CEL/MG-H1
binding sites AB fibril
§100s*
HMGB1 V domain
Quinolinic acid
Phosphatidylserine Positively charged
C3a/C1q Pentosidine :
AOPPs Argypirimidine G
Amyloid fibrils BYP
HSP70 Imidazole

Pyrraline
gDNA/mtDNA/RNA
Mac-1(CD11b/CD18)

C2 domain
* Kd ranges from nM to uM following 5100 subtype and
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B domain Negatively charged
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Figure 6 : Ligands de RAGE. La plupart des ligands RAGE interagissent avec le domaine VC1. Abeta :
protéine Beta Amyloide, AOPPs: produits protéiques d’oxydation avancée, CEL : carboxyethyllysine, CML :
carboxyméthyllysine, gDNA : ADN génomique, HMGBL1 : highmobility group box 1; HSP70 protéine de choc
thermique 70 ; LPA : Lipide A du LPS (Lipopolysaccharide), LPS : lipopolysaccharide, Mac-1 :macrophage-1
antigen (intégrine de type beta2) ; MG-H1 : dérivé du méthylglyoxal3®

Un certain nombre d'entre eux sont des protéines, des peptides ou des acides aminés
chimiquement modifiés, tels que les AGEs (y compris la CML (Carboxy-Methyl Lysine), la CEL (Carboxy-
Ethyl Lysine) et la MG-H1), les produits protéiques d'oxydation avancée (AOPP) ou la
phosphatidylsérine et les fibrilles amyloides. Des protéines impliquées dans les processus
inflammatoires peuvent également se lier a RAGE, comme la protéine HMGB1 ou les protéines S100.
On trouve également comme ligands de RAGE des composants des parois bactériennes, les
lipopolysaccharides (LPS), des molécules plus petites comme l'acide quinoléique ou l'acide
lysophosphatidique, et divers types d'acides nucléiques. Beaucoup de ces ligands présentent des
motifs moléculaires associés aux PAMP (pathogen-associated molecular patterns), aux DAMP
(damage-associated molecular patterns) ou au SASP (senescence-associated secretory phenotype),
capables de reconnaitre des récepteurs spécifiques appelés PRR (pattern recognition receptors).

Les ligands de RAGE les mieux caractérisés a ce jour sont décrits ci-dessous

Les Produits de glycation avancée (AGEs)
Les produits finaux de glycation avancée (AGE) sont une famille de molécules issues de la

réaction entre un nucléophile, tel que le groupe amino d’une lysine, et un composé carbonylé tel que

des sucres réducteurs. Une base de Schiff instable est initialement formée, qui évolue vers un produit
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d’Amadori plus stable. Ces premiers produits de glycation sont cliniquement représentés par

I'hémoglobine glyquée, la fructosamine et I'albumine glyquée (figure 7).

Amadori rearrangements

> Fructosamine I
Schiff’s Basesl /

. And/or Arg And/or Arg % A‘n\d/or Arg

GLUCOSE

| ADVANCED GLYCATION END PRODUCTS I

~ AN

Glycolytic | Lipid peroxidation [
intermediates

Figure 7 : Voie de la glycation des protéines formant les produits de la réaction de Maillard. Les
réarrangements d'Amadori sont mis en évidence dans les premiers produits d'addition réversibles, tels que les
bases de Schiff. Ces produits d'addition glyques sont irréversiblement modifiés en produits finaux de glycation
avancée®.

Des réarrangements inter- et intra-moléculaires de la base de Schiff et du produit d’Amadori
conduisent a la génération d'oxoaldéhydes tels que le glyoxal (GO), le méthylglyoxal (MG) et la 3-
désoxyglucosone qui interagissent rapidement avec des macromolécules, conduisant a la génération
irréversible d'AGE. La Ne-carboxymethyllysine (CML) et la Ne-carboxyethyllysine (CEL) sont toutes deux
formées la liaison du glyoxal et du méthylglyoxal, respectivement, a une lysine. La CML peut également
étre le résultat de la fragmentation d'une fructoselysine. La pyrraline est formée par I'addition de
désoxyglucosone et conduit a la formation, aprés réarrangements, d'un cycle stable. Les AGE dérivés
de I'arginine semblent plus complexes car les composés carbonylés peuvent réagir avec les deux
groupes amino disponibles. Ainsi, I'nydroimidazolone 1 (MG-H1) dérivée du méthylglyoxal et de
I'argypirimidine (ou argpyrimidine) possédent toutes deux un cycle dans leur structure. Enfin, les AGE
réticulés, qui nécessitent plus de temps pour se former, sont encore plus complexes dans leur structure
car ils impliquent deux acides aminés différents. Le dimére de lysine du glyoxal (GOLD) et le dimére de
méthylglyoxal-lysine (MOLD) sont néanmoins des structures assez simples car elles n'impliquent qu'un
seul cycle entre deux lysines. La différence entre GOLD et MOLD est définie par la nature (C ou H) du
radical lié au cycle. La pentosidine et le glucosepane sont, quant a eux, formés par deux cycles entre
une lysine et une arginine (figure 8). Il est a noter que les AGE qui ont un cycle aromatique peuvent

étre détectés par fluorescence.
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Figure 8: Représentation schématique de la production endogéne de produits finaux de glycation
avancée. Des réactions non enzymatiques entre des sucres réducteurs et des groupements amino de protéines
produisent des bases schiff, qui subissent ensuite un réarrangement d'Amadori. D'autres modifications chimiques,
par la voie des polyols, conduisent & des composés carbonylés hautement réactifs (GO, MG et 3-DG) qui
réagissent ensuite avec les groupements amino de protéines, formant une variété d’AGE tels que la CML, la CEL,
la pyralline, le GOLD, le MOLD etc®

Alors qu'il faut des mois ou des années pour former des AGE in vivo a 37°C, ils peuvent étre
produits en quelques minutes ou secondes par des procédés de cuisson utilisant des températures
élevées. Leur concentration in vivo est élevée dans des pathologies telles que le diabéte, |la maladie
d'Alzheimer (AD)* et la cataracte® et augmente avec I'dge®.. Les tissus composés de protéines avec
une demi-vie longue, comme le cristallin ou le collagene, sont plus susceptibles d'accumuler des AGE
et sont altérés par cette accumulation®®*2, Les AGE se forment de maniére endogéne ou sont d'origines
exogenes et, bien que le RAGE soit désigné comme le récepteur des AGE, il n’est pas démontré
aujourd’hui, en raison de leur hétérogénéité (figure 9), que tous soient capables d’interagir avec ce

récepteur.
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Figure 9 : structures des différents sucres et des produits finaux de glycation précoce, intermédiaire et
avancée (Saurabh Awasthi, RCS advances, 2016).

Il a été décrit que I'hydroimidazolone-1 (MGH1) dérivée du méthylglyoxal interagit avec le
domaine V de RAGE humain avec un Kd = 40 nM*8, D'autres expériences de RMN et de mesure de la
fluorescence ont démontré que la carboxyméthyllysine liée a des peptides et des protéines (CML) ainsi
que la carboxyéthyllysine (CEL) étaient également capable d'interagir avec le domaine V avec un Kd =
100 pM**22, Cependant, la CML et la CEL libres, la lysine modifiée non liée a d'autres résidus d'acides
aminés, ne semblent pas interagir avec le RAGE?2. Ceci a été confirmé par |'observation qu’un excés de
CML libre ne peut inhiber I'interaction de la CML-BSA (CML-serum albumine bovine) avec le 125I-
SRAGE dans une expérience de compétition de liaison par radiomarquage®*. Des analyses de
modélisation moléculaire in silico prédisent également que la pentosidine, I'argypirimidine, I'imidazole

et la pyrraline seraient capables d'interagir avec le domaine C1 de RAGE*,

Les protéines S100 (calgranulines)
Un autre groupe de molécules, les calgranulines, a également été signalé comme interagissant
avec le RAGE. Les calgranulines représentent la famille de protéines de type S100, liant le calcium et

impliquée dans différents processus cellulaires tels que la migration, la prolifération ou la
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différenciation cellulaire®. Les protéines S100, surexprimées en contexte cancéreux ou lors de
cardiomyopathies, sont libérées dans le milieu extracellulaire, interagissent alors avec leur récepteur
et déclenchent des voies de signalisation intracellulaires qui activent plusieurs facteurs de
transcription, dont NF-kB et AP1%47, || a été démontré que la majorité des 21 membres de la famille
des protéines S100 interagissent avec les domaine V, C1 et méme C2 de RAGE!?*, Les constantes de
dissociation (Kd) calculées pour ces interactions s’échelonnent du uM au nM et sont dépendants de
I'oligomérisation des protéines S100%%°°, Certains travaux suggérent que la protéine S100B interagit
avec les zones chargées positivement du domaine V??, tandis que d'autres suggérent une interaction
hydrophobe dépendante du Ca2+ dans la boucle C'D du domaine V. Les détails de la structure et de
la stoechiométrie du complexe RAGE-S100B dans des conditions physiologiques restent encore
inconnus et peuvent en fait varier en fonction des protéines membranaires et des peptidoglycanes
présents. Des résultats suggérent que les résidus Trp61 et Trp72 du domaine V pourraient tous deux
servir de médiateurs pour la liaison de la protéine S100B a RAGE et donc devenir une cible de choix

pour I'élaboration d’antagonistes potentiels®..

Les fibrilles amyloides

Les fibrilles amyloides sont définies par des structures insolubles, super enroulées et riches en
feuilles formant des fibrilles B. L'enchevétrement de ces fibrilles constitue le composant principal de
la substance amyloide. De nombreuses protéines telles que le peptide AB, le sérum amyloide de type
A (SAA), les chaines légeres d'immunoglobuline ou méme l'insuline peuvent étre a l'origine de
I’accumulation de fibrilles amyloides, encore appelée amylose>2. L'amylose est liée & un certain nombre
de pathologies, notamment la maladie d’Alzheimer ol les plaques AB sont augmentées. Il a été
démontré que les fibrilles amyloides AR interagissent avec le domaine V de RAGE avec un Kd =70 - 80
nM et que cette interaction joue un réle dans la neurotoxicité d’AB>*>%, D'autres fibrilles amyloides de
type SAA, des peptides dérivés de prions et de I'amyline (polypeptide amyloide des flots pancréatiques)
ont également été identifiées comme des ligands potentiels de RAGE. Enfin, la transthyrétine (protéine
de transport de la thyroxine (T4) et du rétinol (vitamine A) soluble et fibrillaire présente une affinité

pour le RAGE, définie par un Kd =120 nM*>,

HMGB1
La « High—Mobility Group Box 1 » (HMGB1) est considérée comme la protéine de liaison a
I'ADN non-histone la plus abondante. Elle est principalement localisée dans le noyau mais peut
transiter vers le cytoplasme lorsqu'elle est acétylée, régulant ainsi sa fonction. En interagissant avec
les protéines impliquées dans I'autophagie, 'lHMGB1 cytosolique régule potentiellement les processus
associés a I'apoptose®. L'HMGB1 est impliquée dans la formation des nucléosomes et peut moduler

la transcription en interagissant avec les facteurs de transcription et les histones®’. L'HMGB1 peut
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également étre libérée dans le milieu extracellulaire par des processus actifs ou passifs. La libération
active implique généralement un stress sévere, comme une inflammation ou une ischémie, qui peut
inhiber la désacétylation de I'HMGB1 et conduire a sa séquestration dans le cytoplasme jusqu'a ce
qu'elle soit finalement sécrétée®°, La libération passive de I'HMGB1 se produit lors d’un processus
de nécrose®. L'HMGB1 augmente avec I'Age dans le rein et le foie chez la souris®:. L'HMGB1 circulante
est associée a un ensemble de processus pro-inflammatoires, a la sénescence et a diverses
pathologies®?. Parmi les ligands de RAGE, I'HMGB1 a l'une des affinités les plus élevées, avec un Kd =

25 nM™®.

L’acide quinoleique

L'acide quinoléique, un métabolite neuroactif de la voie de la kynurénine, produit sa
neurotoxicité en suractivant le récepteur NMDA, ce qui entraine des déficits énergétiques, un stress
oxydant et la mort cellulaire®. L'excés d'acide quinoléique a été impliqué dans le développement de
divers troubles neurodégénératifs tels que la maladie d’Alzheimer et la maladie de Huntington. Des
études d’interaction moléculaire, effectuées sur les domaines VC1 humain et de rat ont permis
d'identifier un schéma de liaison sur sept sites, y compris les sites de liaison connus de la CML, de la
CEL et de la MG-H¥®, Le Kd de l'acide quinoléique pour le VC1 a été estimé 3 environ 43 nM.
L'administration, in vivo, d'acide quinoléique a des rats a permis |’activation de la voie de signalisation
médiée par le RAGE, en augmentant les niveaux de stress oxydant, de lactate déshydrogénase et
d'oxyde nitrique, en augmentant I'expression de RAGE, de la cyclooxygenase de type 2 (COX-2) et de

NF-kB, ce qui a conduit & une mort neuronale dose-dépendante du striatum®5>,

Autres ligands de RAGE
D'autres ligands de RAGE, bien que relativement peu étudiés, ont également été identifiés. Le
LPS et son composant lipidique A interagissent tous deux avec le domaine V, potentiellement au niveau
du site KGAPKKPPQRLEWKLN, avec un Kd = 35 nM et un Kd = 2 nM, respectivement®. Le RAGE interagit
également avec des oligonucléotides présentant des motifs CpG, I'ADN double brin et I'ARN double
brin2%%¢, | a phosphatidylsérine se lie au RAGE avec un Kd = 0,563 puM®’. L'acide lysophosphatidique, un
phospholipide endogéne qui joue un role dans I'homéostasie et diverses pathologies, se lie également

au domaine V de RAGE avec un Kd = 9 nM?%’.

lib) Pourquoi le RAGE est un récepteur multiligands ?
Comprendre comment ces différents ligands lient le RAGE et déclenchent une signalisation
cellulaire associée est essentiel pour concevoir des candidats médicaments ciblant ce récepteur. Avec

un tel répertoire de différents ligands, la connaissance de la structure de la protéine peut non
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seulement fournir des informations cruciales pour la conception rationnelle de médicaments, mais
également nous éclairer sur la facon dont RAGE réagit en tant que PRR. La plupart des études sur la
structure protéique de RAGE se sont concentrées sur le domaine extracellulaire ou de liaison aux
ligands, en partie en raison de la difficulté de cristalliser les régions de signalisation transmembranaire
et intracellulaire hautement chargées'>*9%8 Des analyses structurelles ont révélé que la région
extracellulaire peut étre divisée en deux sous-domaines principaux : une unité structurelle formée des
domaines V et C1 (VC1), reliée au domaine C2 par une séquence de sept acides aminés. Le domaine
VC1 présente une charge nette positive en raison de la teneur élevée en résidus de lysine et d'arginine
dans le domaine V. Ceux-ci forment une zone positive a la surface du VC1 En effet, le domaine V de
RAGE contient plus d'arginine et de lysine que toute autre protéine de type immunoglobuline
contenant un domaine V*°. Les principales caractéristiques communes des ligands de RAGE sont qu'ils
contiennent des régions a forte charge négative et peuvent ainsi, en se liant au domaine VC1 chargé
positivement, engendrer la formation de multiméres®®. Il semble donc que la formation d’un
multimere, au niveau des domaines VC1 de RAGE, soit la forme prédominante pour que la protéine
puisse transduire un message cellulaire apres la fixation du ligand. Ce domaine VC1 facilite donc la
liaison des ligands par une combinaison de résidus chargés positivement et d'une poche hydrophobe
créée par la formation d’'un homodimére®>®, La dimérisation de RAGE se produit en fonction des
résidus d'acides aminés dans les domaines V et transmembranaire!®?, Ainsi, la formation de
multimeres constitutifs de RAGE a la surface de la cellule, constitués de quatre molécules RAGE ou
plus, se produirait avant la liaison du ligand. Ceci est conforté par le fait que les monomeres de RAGE
présenteraient une affinité relativement faible pour leurs ligands. Ces études révelent ainsi que pour
inhiber ce récepteur, deux approches peuvent étre envisagées : empécher la liaison des ligands au

récepteur ou empécher son assemblage en multimeres a la surface de la cellule.

lic) Signalisation intracellulaire apreés I’activation de RAGE

Lors de l'interaction avec ses ligands, le domaine intracellulaire de RAGE est phosphorylé par
la protéine kinase C { (PKCT) au niveau de la sérine 391 (Ser391). Les protéines adaptatrices TIRAP (Toll-
interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein) et MyD88 (Myeloid differentiation primary
response 88) se lient alors au RAGE phosphorylé pour transduire une signalisation cellulaire, similaire
a celle observée pour les récepteurs TLR (Toll-like Receptor)?®. La protéine mDial (Protein Diaphanous
holog 1) est également capable d'interagir, via son domaine de type formine (FH1), avec une partie
d’un domaine intracellulaire en hélice a de RAGE. L'augmentation de la concentration locale de mDial
au niveau de la membrane active mDial et ses effecteurs cellulaires?, tels que les protéine c-Src,
CDC42 et RAC1%%7°, Cette voie peut notamment induire |'activation de la NOX1 (nicotinamide adénine

dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase 1) et donc la production d’espéces réactives de I'oxygéne,
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la migration cellulaire et I'activation de divers facteurs de transcription. De nombreuses études ont
démontré que le stress oxydant, issu de la génération d’espéces réactives de I'oxygéne lors de
I'activation de RAGE, et la modulation de I'expression de certains genes étaient inhibés en présence
d'antioxydants tels que la N-acétylcystéine, le probucol ou la vitamine E. D'autres voies importantes
de signalisation peuvent étre activées lors du recrutement de différents adaptateurs et comprennent :
la voie PI3K/AKT (phosphatidylinositol 3-kinase), la JNK (c-Jun N-terminale kinase), la JAK(Janus
kinase)/STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription proteins) et la voie MAPK (Mitogen
activated Protein Kinases)’*™74, Un ensemble de facteurs de transcription, tels que NF-kB, SP1, AP-1
(Activator Protein 1) ou les STAT, est ensuite activé et transloqué dans le noyau®*’>7%. Ces facteurs de
transcription pro-inflammatoires engendrent la sécrétion de plusieurs médiateurs de l'inflammation
tels que des facteurs de croissance, des cytokines et des molécules d'adhésion. Il est particulierement
intéressant de noter que NF-kB et SP1 ont tous deux été décrits comme étant capables d'activer la
transcription de RAGE’”7, renforcant ainsi I'intensité et la durée de la signalisation de RAGE (figure

10).
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Figure 10 : Signalisation intracellulaire de RAGE. L'oligomérisation de RAGE lors de la liaison du
ligand provoque sa phosphorylation sur la Ser391 par la PKC(, recrutant ainsi TIRAP et MyD&88, et induisant
lactivation de mDIAI. La voie PI3K/AKT/mTOR est activée tandis que FOXO est inhibée. Plusieurs voies MAPK
sont également stimulées, activant les voies ERK 1/2, p38-MAPK et JNK. La voie JAK/STAT est également activée.
Enfin, la protéine kinase c-Src est également phosphorylée, ce qui active le complexe RAC1/CDC42, puis les
MAPK kinases (MKK) et la NADPH oxydase (production de NADP+ et d’especes réactives de [’oxygene).
D'importants facteurs de transcription sont impliqués, notamment NF-xB, SPI, AP-1 et les STAT, favorisant

Uinflammation, la migration cellulaire, l'angiogenése, l'apoptose et I’expression de RAGE®,
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De maniere plus indirecte, le RAGE peut participer a l'inflammation par le biais d'un
dysfonctionnement mitochondrial, de I'activation de I'inflammasome et d’un stress du réticulum
endoplasmique®. D’autre part, I'expression de la GLO1 (Glyoxalase-1) est augmentée chez les souris
RAGE-/-, ce qui suggére que l'activité de RAGE peut, soit indirectement, soit directement, réguler a la
baisse, I'activité de cet enzyme. D'autre part, I'inhibition de la GLO1 entraine une accumulation d'AGE

et une stimulation de RAGE”2.

lid) Pathologies associées a I’activation de I'axe ligand-RAGE

Le RAGE est exprimé dans divers tissus, notamment le cerveau, le cceur, le foie, les poumons,
les reins et le cartilage, et joue un réle important dans la progression de la maladie. L’expression basale
de RAGE est faible mais elle augmente lors d’états physiopathologiques tels que la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, les maladies vasculaires, le diabéte, le cancer, la maladie rénale
chronique (MRC), la fibrose hépatique, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et les
maladies inflammatoires, qui peuvent étre le résultat de Ilésions cellulaires causées par la
surproduction d’espéces réactives de I'oxygene, de cytokines et de molécules pro-inflammatoires

(figure 12).
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* AGEs from activated macrophage also involved.
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*** Matched references are listed in Supplementary Table 1.

Figure 12: Implication de [’activation de ['axe ligand-RAGE dans diverses pathologies™. AD;
Alzheimer's disease, PD; Parkinson's disease, Alc; Alcoholic brain damage, AMI; Acute myocardial infarction,
LC; Liver cirrhosis, IPF; Idiopathic pulmonary fibrosis, DN; diabetic nephropathy, OA; osteoarthritis, F; fibrosis,
I; inflammation, O; oxidative stress, A; autophagy, D; degeneration, Cd; cell death.

Dans le diabéte, il a été démontré que le RAGE était impliqué dans des complications

microvasculaires et macrovasculaires®. La CML, dans un régime alimentaire enrichi en cet AGE, induit
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un vieillissement vasculaire accéléré chez des souris sauvages d'age moyen, caractérisé par une
augmentation de la rigidité vasculaire et une perturbation de I'élastine, une réduction de la relaxation
aortique et une augmentation de |'expression de VCAM-1 et de RAGE, alors que I'expression SIRT1 est
diminuée. Cependant, chez des souris RAGE-/- exposées a la méme quantité de CML, tous les
parameétres observés précédemment étaient complétement absents®. Il a également été démontré
qgue le FPS-ZM1, un antagoniste de RAGE, a considérablement limité le vieillissement vasculaire et
I'inflammation de |'aorte chez des rats agés®?.

Il a été démontré que la CML alimentaire (dCML, dietary CML) s'accumule préférentiellement
dans les reins et que cette accumulation était indépendante de RAGE®, avec un faible impact sur le
vieillissement de ces organes chez les souris agées étudiées. D'autre part, la délétion de RAGE a réduit
de maniere significative les caractéristiques du vieillissement rénal telles que la fibrose, I'atrophie
tubulaire, I'hyalinose artériolaire et, plus important encore, la glomérulosclérose et I'amylose des
apolipoprotéines A-ll glomérulaires. L'inflammation rénale, caractérisée par la mesure des taux d’ll-6,
de TNF-a et de VCAM-1, a également été réduite de maniére significative®®. Ces résultats sont en
accord avec d'autres résultats observés dans la néphropathie diabétique ou la signalisation cellulaire
médiée par RAGE contribue a I'établissement d’un environnement pro-inflammatoire conduisant a la
glomérulosclérose et a la protéinurie®®. L'inflammation chronique est un facteur important de la
maladie rénale chronique et le RAGE pourrait donc jouer un role important dans I'apparition et le
développement de cette maladie®.

Les premieres études de RAGE dans un modéle murin de la maladie d’Alzheimer ont montré
que l'activation de ce récepteur était responsable de I'inflammation de la microglie, essentielle a la
formation des plaques amyloides Ab caractéristiques de la maladie®®. Il a également été démontré que
I'activation de RAGE par les AGE induit la protéine de l'inflammasome NLRP3 et donc de la
neuroinflammation, et que celle-ci est inhibée par le FSP-ZM1¥ (figure 13A). En outre, le RAGE a
également été impliqué dans d'autres caractéristiques de l'apparition de la maladie d’Alzheimer,
indépendamment de I'inflammation. On pense notamment que son interaction avec les peptides AB
joue un réle important dans le transport de ces peptides a travers la barriere hémato-encéphalique,
favorisant ainsi la formation de plaques amyloides®. L'utilisation du FPS-ZM1 dans un modéle murin
de la maladie d'Alzheimer a permis de limiter le transport de la protéine A ainsi que l'inflammation
associée et de normaliser les fonctions cognitives®3. Suite a ces résultats, un essai clinique a été
entrepris avec un autre antagoniste de RAGE, I'azeliragon (TTP488). Cet essai a atteint la phase 3 mais
a été récemment interrompu en raison d'un manque d'efficacité dans la cohorte sélectionnée. Il est
toutefois important de noter qu'aucun effet indésirable significatif n'a été signalé ou n'est responsable
de I'arrét de I'essai, et il est suggéré que le manque d'efficacité pourrait s'expliquer par le fait que le
traitement a été initiée de facon trop tardive. Cependant, dans une analyse post hoc de cet essai de

phase 3 STEADFAST, un sous-groupe de patients atteints de la maladie d'Alzheimer Iégére et de diabete
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de type 2 (défini par un taux d'hémoglobine glyquée (HbA1lc) supérieur a 6,5% a tout moment au cours
de I'étude) traités a I'Azeliragon a présenté un bénéfice potentiel a la fois sur le plan cognitif et
fonctionnel et une diminution des biomarqueurs inflammatoires par rapport au méme sous-groupe de
patients traités avec un placebo. L'inhibition de RAGE reste donc intéressant en tant qu'approche
thérapeutique dans les premiers stades de la déficience cognitive®.

Ces résultats démontrent donc clairement que le RAGE est impliqué de maniére significative
dans l'augmentation de l'inflammation chronique et notamment I'« inflammaging ». L’inhibition
pharmacologique de RAGE ou la délétion génétique de celui-ci modifie sensiblement I'apparition ou la
progression de pathologies a composantes inflammatoires, ce qui constitue des éléments importants

pour considérer le RAGE comme une cible pharmacologique d’intérét.

lle) RAGE en tant que cible thérapeutique : inhibiteurs connus de RAGE

L'exploration de différentes stratégies pour inhiber I'activation et la signalisation de RAGE
repose, entre autres, sur différentes études montrant que les souris invalidées pour le gene du RAGE
sont pour la plupart en bonne santé et qu'aucune anomalie de leur développement n'a été signalée.
De plus, il a été observé que I'administration de RAGE soluble, d’antagoniste ou I'invalidation du géne
dans plusieurs modéles de rongeurs ne produit pas d'effets toxiques significatifs. Les différentes
stratégies mises en ceuvre pour inhiber la signalisation de RAGE concernent l'inhibition de la partie
extracellulaire a I'aide d’anticorps, de peptides (dérivés des protéines S100 ou HMGB-1), de
glycosaminoglycanes, de petites molécules synthétiques, de médicaments repositionnés (Benazepril,
Tranilast, perindopril) ou de produits naturels (hesperidine, matrine, papaverine) ou concernent
I'inhibition de la signalisation intracellulaire médiée par le RAGE a I'aide d’inhibiteurs protéine-
protéine entre la partie C-terminale de RAGE et la protéine Diaph-1°,

Notre programme de recherche se focalisant sur l'identification de petites molécules
antagonistes potentiels du domaine extracellulaire de RAGE, une présentation des molécules connues

a I’heure actuelle est présentée dans le paragraphe suivant.

Inhibiteurs de RAGE : domaine extracellulaire

Aujourd’hui, un certain nombre de petites molécules inhibitrices ou antagonistes de RAGE ont
été développées’?. Parmi les composés décrits, deux sont reconnus comme inhibiteur ou antagoniste
de référence pour le RAGE. Il s’agit du FPSZM1 (figure 13A) (Constante d’inhibition, Ki = 25 nM) et de
I’Azeliragon (TTP488, Concentration inhibitrice 50, Clso = 500 nM) (Figure 13B).
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Figure 13 : Structures chimiques du FPS-ZM1 (A) et de I’Azéliragon (B).

FPS-ZM1

Pour générer cet inhibiteur de RAGE, Deane et al.>® ont criblé une chimiothéque de 5000
petites molécules afin d’étudier leur capacité a inhiber l'interaction de RAGE avec la protéine AB. Une
fois les hits identifiés, une deuxieme chimiotheque de 100 composés structurellement apparentés a
été criblée, a la fois pour l'inhibition de I'interaction RAGE-AB mais également pour leur capacité a
traverser la barriere hémato-encéphalique. Ce composé, le FPS-ZM1 (N-Benzyl-N-cyclohexyl-4-
chlorobenzamide), inhibe l'interaction entre les peptides AB1-40 et AB1-42 et le domaine V de RAGE
in vitro et in vivo. En utilisant un test sans cellule avec du sRAGE immobilisé, le FPS-ZM1 a modulé la
liaison de RAGE au peptide AR (Ki = 25 nM), a la protéine S100B (Ki = 230 nM) et a 'THMGB1 (Ki = 148
nM)*3. Les études de relation structure-activité du FPS-ZM1 ont révélé que les caractéristiques
associées a sa liaison au RAGE sont (1) un noyau central d'amide tertiaire, (2) un benzéne déficient en
électrons, (3) une fraction hydrophobe, et (4) un cycle benzénique riche en électrons lié a I'amide avec
un espaceur de type alkyle. De plus, des études d’interaction moléculaire in silico d’un analogue fluoré
du FPS-ZM1 avec le domaine V ont montré que les modes de liaisons semblent dépendre largement
d’interactions hydrophobes avec les Pro45, Leu49, Trp51, Pro66, Leu78 et Pro80>,

Des études in vitro ont montré que le FPS-ZM1 diminue le stress oxydant intracellulaire médié
par RAGE, le nombre de transcrits ainsi que I'activité de BCAE1 (Beta-site APP-Cleaving Enzyme 1) ainsi
que la translocation nucléaire de NF-kB induite par le peptide AB1-40. In vivo, ce composé a montré
une diminution de la neuroinflammation dans un modele murin, tout en diminuant I’accumulation de
la protéine AR et en améliorant les performances cognitives. Le FPS-ZM1 n'a pas présenté de toxicité
chez les souris, méme a des doses élevées (500 mg/kg). Il est cependant intéressant de noter que
I’étude du métabolisme de 'analogue fluoré, dans des microsomes hépatiques, a montré un T1/2 de

ce composé a 0,66 minutes®..

L’Azeliragon (TPP488)
La [3-(4-{2-butyl-1-[4-(4-chlorophénoxy)-phényl]-1H-imidazole-4-yl}-phénoxy)-propyl]-

diéthylamine (Azéliragon, également appelé PF-04494700 ou TTP488) est une molécule développée
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par la société vTv Therapeutics Inc. Il a été démontré que ce composé inhibe l'interaction entre le RAGE
et la protéine S100B, HMGB1, la CML et le peptide AB1-42, avec, pour ce dernier, la détermination,
par la technique de polarisation de la fluorescence, d’'une IC50 d’environ 500 nM?*2. Une valeur de Kd
de 12,7 nM, vis-a-vis de la protéine recombinante sRAGE, ainsi qu’une grande sélectivité de la molécule
ont été décrites®, cependant, aucune information précise, quant a la méthode employée pour I'étude
de ces interactions moléculaires, n’est disponible dans la littérature.

L’Azeliragon ralentirait le déclin cognitif chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer
mais deux essais cliniques de phase Il ont récemment été interrompus en raison d'un manque
d'efficacité. L'analyse de sous-groupes de ces études indique un bénéfice potentiel chez les patients
diabétiques (HbAlc 6,5%), dont on suppose qu'ils présentent des concentrations plus élevées de
SRAGE ainsi qu’une expression plus importante du récepteur®.

La structure de I’Azeliragon présente deux fragments hydrophobes, une chaine aliphatique et
un groupe aromatique déficient en électrons, attachés a un noyau central hétéroaromatique (figure
13B). Le noyau central est lié a une chaine alkyle contenant un azote protonable. Des études de relation
structure-activité (RSA) ont révélé que le groupement aminoalkiloxy est essentiel pour l'inhibition de
RAGE, alors gu’aucune différence significative de I'activité inhibitrice n'est observée en modifiant le
cycle thiazole ou en insérant un amide ou un groupe amino entre le thiazole et le 4-
chlorophénoxyphényle. La synthése et I'étude d’autres composés, tels que des dérivés de type 2-
aminopryridine, pyrazole-5-carboxamide, benzoxazole, ont permis de montrer que tous ces composés
partagent un pharmacophore commun : un ou deux cycles aromatiques hydrophobes, un noyau
central avec des atomes accepteurs/donneurs de liaisons hydrogéne, et un groupement alkyle portant
une amine protonable (figure 14). Il a été proposé, par des études d’interaction moléculaire in silico,
gue ces composés interagissent avec une poche constituée par les Lys43, Lys44, Argd8, Met102 et

Arg10412,

//r

hydrophobic region Linker

AT

e

Pasitive Charge

Figure 14 : Pharmacophore proposé
D’autres composés, de type alcaloide, tels que la papaverine® ont été identifiés, malgré une
faible affinité pour le RAGE, comme des inhibiteurs potentiels de la voie de signalisation RAGE

dépendante médiée par HMGB1 ou par le peptide AB. Des études d’interaction moléculaire in silico

supposent que la matrine®® (produit naturel cité précédemment) interagit avec le domaine V de la
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protéine par des liaisons hydrogéne et une interaction hydrophobe avec les lle26, Leu34, Val35, Leu36
et Lys37%.
Les sites d’interaction de ces différentes molécules avec le domaine V de RAGE est présentée

dans la figure 15.

Azeliragon et composés ayant
un pharmacophore commun

inhibiteurs

Figure 15: Domaine V de RAGE et sites de liaison de [’Azeliragon (et composés ayant un
pharmacophore commun), du FPS-ZM1 et de la Matrine!?.
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lll- Objectifs

Le RAGE, dont notre compréhension actuelle repose en grande partie sur la recherche menée
dans la pathologie diabétique, est plus largement impliqué a la fois dans I'immunité et I'inflammation®,
et notamment dans ce que I'on appelle I « inflammaging » (inflammation liée au vieillissement)®. Ce
récepteur est donc un récepteur transmembranaire a ligands multiples qui favorise I'activation de
voies pro-inflammatoires et pro-oxydantes clés. Les réponses cellulaires, suite a |'activation du RAGE,
sont diverses et impliquent I'expression de molécules pro-inflammatoires, -oxydantes, -adhésives, -
apoptotiques, -angiogéniques et pro-fibrotiques. Le RAGE peut donc également étre considéré comme
un récepteur de reconnaissance de formes PRR (Pattern Recognition Receptor), et a été qualifié de
récepteur de type TLR (Toll-like receptor) par certains auteurs.

I a été démontré que la délétion de RAGE protége a la fois contre les maladies
cardiovasculaires et les maladies d'Alzheimer chez les souris RAGE-/-, et bien que l'impact des
thérapies anti-RAGE reste a démontrer chez I'homme, les résultats obtenus en laboratoire soulignent
le potentiel du ciblage de ce récepteur pour répondre a de multiples problémes de santé publique. En
outre, nous avons récemment fait état d'une prévention significative des lésions de néphrosclérose
liges au vieillissement chez les souris RAGE-/-, ce qui suggére que le RAGE joue également un rble
crucial dans le vieillissement rénal® et souléve la question de savoir si la signalisation RAGE pourrait
étre un moteur du vieillissement "physiologique".

L'expression membranaire de RAGE, méme en l'absence d'un événement pathologique,
pourrait favoriser des processus pro-inflammatoires persistants de bas grade qui, a leur tour,
pourraient entrainer une production accrue de DAMP (damage-associated molecular patterns) et
I'expression de RAGE®, Ce cercle vicieux d'événements pro-vieillissement place le RAGE sous les feux
de la rampe en tant qu'acteur clé de l'inflammation, notamment parce que les cellules sénescentes

produisent également des ligands de RAGE tels que HMGBI et les protéines S100s.

Ces résultats de la littérature conduisent donc a I'hypothése que linhibition du RAGE
(invalidation du gene ou antagonisme d’activité) est capable de prévenir et de contréler non seulement
I'inflammation aigué mais aussi l'inflammation chronique. De nombreuses études sont menées
aujourd’hui pour tenter d’inhiber ou de réduire les effets délétéres de l'interaction ligand-RAGE. Les
pistes thérapeutiques actuellement explorées pour contrer la voie de signalisation de I'axe ligand-
RAGE sont les molécules ciblant les AGE, le domaine extracellulaire du RAGE ou les voies de
signalisation intracellulaire post-récepteur.

Dans le cadre de notre programme de recherche, nous nous sommes focalisés sur

I'identification d’antagonistes potentiels du domaine extracellulaire.
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Le récepteur RAGE posseéde une multitude de ligands, et donc une multitude de motifs
potentiels sont capables de bloquer ce récepteur. Cependant, un nombre relativement faible de
molécules sont connues dans la littérature pour bloquer I'activité de RAGE. De plus, les molécules
décrites en tant qu’antagonistes RAGE présentent un mauvais profil pharmacocinétique. Ceci explique
probablement qu’aucune molécule antagoniste de RAGE ne soit pas encore mise sur le marché. Ce
domaine de recherche est d'actualité, la concurrence est peu visible et, de ce fait, nous avons besoin
d'agir rapidement.

Les atouts de notre approche sont :
> L'originalité de la cible du RAGE et des molécules synthétisées
- L'innovation sera garantie par une analyse minutieuse de la brevetabilité et de la
pharmacocinétique (log P, profil ADME, toxicité) des molécules proposées.
» Un large champ d’application de molécules bloquant le RAGE :
- Phases aigués ou chroniques de Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin (MICI),
Psoriasis, Polyarthrite Rhumatoide et Sclérose en Plaque ;
- Complications macro- et micro- vasculaires du diabéte ;
- Vieillissement accéléré au cours de I'inflammation chronique de bas grade ;
- Maladie d’Alzheimer et autre pathologie du systéme nerveux central ;
- Vieillissement physiologique.

» Co(t réduit de production par rapport aux biothérapies.

Afin de tester des molécules issues de la chimiotheque d’HEI (laboratoire du Dr Alina Ghinet),
il m’a été confié la mise en place de modeéles d’études des interactions moléculaires de ligands
potentiels de RAGE pour déterminer leur affinité ainsi que leur fonctionnalité.

Jaborderai donc, dans la partie suivante, les différentes approches envisagées pour étudier
I’affinité potentielle des ligands testés vis-a-vis du RAGE (étude de liaison par radiomarquage, ELISA,
thermophorese a microéchelle (MST)) ainsi que les résultats obtenus et décrirai, dans une derniere
partie, nos avancées récentes dans la mise au point d’'un modeéle cellulaire qui nous permettra

d’explorer la fonctionnalité de ces ligands potentiels (propriétés antagonistes, agonistes).
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IV- Contribution personnelle: développement d’un modeéle d’étude

d’interactions moléculaires

IVa) Etude de I'interaction moléculaire de ligands potentiels de RAGE a I’aide d’une molécule
de référence radiomarquée

De nombreuses techniques ont été utilisées pour étudier I'interaction de ligands potentiels de
RAGE et déterminer, soit une concentration inhibitrice 50 (concentration d’'un composé inhibant de
50% la liaison de RAGE a un ligand de référence) par la technique ELISA (Enzymes Linked
ImmunoabSorbant Assay), soit un Kd ou constante de dissociation a I’équilibre (concentration d’un
composé liant la moitié des récepteurs RAGE présents dans I'échantillon) par les techniques de
polarisation de fluorescence, de résonance plasmonique de surface, de thermophorése a microéchelle
ou par le radiomarquage d’un ligand de référence. Cette derniére technique a également été utilisée
pour déterminer les constantes d’affinités (Ki) ou de certains composés.

Afin d’étudier les interactions moléculaires de ligands potentiels de RAGE de composés issus
de la chimitothéque d’HEl, il nous était indispensable de mettre au point une technique nous
permettant de réaliser ces mesures. Responsable d’un plateau technique permettant la manipulation
de radionucléides et ayant, dans de nombreux projets, réalisé des études d’affinité ligand-récepteur
par cette méthode, c’est donc la technique par radiomarquage d’un ligand de référence qui a tout
d’abord été choisie.

Le principe de cette technique repose, dans un premier temps, sur des études de saturation.
Des cellules ou des homogénats membranaires, exprimant le récepteur d’intérét, sont incubés avec
une concentration croissante de ligand radiomarqué, qui peut étre un analogue marqué d’un ligand
endogene ou exogéne de ce récepteur. Cette premiére étape permet d’obtenir le Kd et le Bmax
(densité du récepteur d’intérét dans les cellules ou 'homogénat) du composé de référence. Dans un
deuxieme temps, des expériences de compétition de liaison entre une concentration fixe du ligand
radiomarqué de référence et des concentrations croissantes de ligands potentiels du récepteur

permettent de déterminer le Ki (figure 16).
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Figure 16 : Principe de la méthode d’étude de [’affinité et de la fonctionnalité de ligands potentiels de

RAGE a l'aide d’un radioligand.
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ligand de référence de RAGE, la protéine AP radiomarquée a I'iode 125. Notre laboratoire n’étant pas

autorisé a détenir ce type de radionucléide, nous avons décidé de radiomarquer au tritium un ligand

de référence, identifié comme antagoniste de RAGE, le FPS-ZM1.

Radiomarquage du FPS-ZM1

Le composé FPS-ZM1 radiomarqué au tritium n’étant pas disponible commercialement, nous

avons synthétisé (laboratoire HEI) son précurseur iodé, ol I’'halogéne est situé sur le cycle benzyle lié

a 'azote de I'amide. L’échange halogéne/ tritium a été réalisé par la société Pharmaron (Pharmaron

UK limited) (figure 17).

Cl

Figure 17 : Précurseur iodé du FPS-ZM1
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Modéle cellulaire sur-exprimant le RAGE

A mon arrivée au sein de I'’équipe du Pr Boulanger, un modele de cellule HEK293 (human
embryonic kidney 293 cell line), transfecté de maniere stable par un plasmide codant le FL-RAGE
(provenant du laboratoire du Dr Anne-Marie Schmidt, New York University) était disponible au
laboratoire. Un homogénat de membranes de cellules HEK293-FL-RAGE a été préparé a I'aide d’un
tampon de lyse (RIPA ou Mper contenant 1% d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases) et utilisé pour

étudier I'interaction moléculaire de RAGE avec le FPSZM-1 tritié dans une expérience de saturation.

Principe de la méthode

Cette méthode est basée sur le fait que la fixation du ligand a son récepteur suit la loi d’action

de masse :

R+L <> RL
A l'équilibre, les vitesses d’association et de dissociation sont égales :
(L) (R) K
(RL) K
Ou L = Ligand, R = Récepteur, LR = complexe Ligand-Récepteur, K-1 = vitesse de dissociation, K1 =

vitesse d’association.

D’autres part, la densité de récepteurs RAGE dans I’'homogénat (Bmax) peut étre défini par :

Bmax = (R) + (RL)

Alors,
Bmax x (L)

(RL) =
Kd + (L)

Ainsi, en incubant des concentrations croissantes du ligand de référence radiomarqué avec
une concentration fixe d’homogénat de membranes, il est possible de déterminer le Bmax de
I’'homogénat ainsi que le Kd du ligand pour le récepteur. En réalisant cette méme expérience en
présence d’une concentration élevée de ligand de référence non radiomarqué, il est possible de

déterminer la liaison spécifique du ligand de référence pour le récepteur d’intérét (figure 18).
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Figure 18 : Expérience de saturation. Détermination du Kd spécifique a I’équilibre.

Pour les tests de saturation, 7 concentrations croissantes (0,1- 2 uM) de [3H]FPS-ZM1 diluée
dans un tampon d’affinité (Tris-HClI 50 mM, PH 7.4) ont été ajoutées aux suspensions de membranes
diluées (2, 5 et 10 pg), et incubées 1h a température ambiante afin de déterminer la fixation totale du
radioligand. La fixation non-spécifique a été déterminée en pré-incubant les solutions de membranes
diluées avec le FPS-ZM1 non radiomarqué (10 uM) durant 5 min a température ambiante avant I'ajout
du radioligand. Au bout d’une heure d’incubation, I'ensemble du contenu de chacun des tubes a été
transféré dans une microplaque, puis la réaction de fixation a été arrétée par une filtration au travers
d’une plaque filtrante (Harvester, PerkinElmer, Boston, MA). La plaque filtrante a été lavée 10 fois avec
du tampon de lavage (Tris-HCI 50mM, pH 7,4) froid (4°C), puis le nombre de désintégrations
radioactives ont été mesurées en utilisant un Top Count (PerkinElmer, Boston, MA) aprés |'ajout de

liquide scintillant.
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Résultats

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 19 :
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Figure 19 : Courbes de saturation RAGE - [®H]FPS-ZM1 avec 2, 5 ou 10 ug d’homogénat, dans un
tampon d’affinité Tris-HCI 50 mM, pH7.4 et des concentrations croissantes de [*H]FPS-ZM1 (A) et (B). Méme
expérience de saturation avec 2ug d’homogénat et 10uM de FPS-ZM1 non radiomarqué (C).

Cette premiere étude de saturation montre que nous n’avons pas obtenu de plateau de
saturation des récepteurs par le ligand radiomarqué, et ceci quelles que soit les concentrations
d’homogénats testées. De plus, il a été constaté une importante liaison non spécifique du [3H]FPS-
ZM1. Ces résultats nous interrogent, d’'une part sur la densité des récepteurs RAGE présents dans notre
homogénat et d’autre part sur la sélectivité d’interaction du FPS-ZM1. Afin de tenter de répondre a
ces deux questions, nous avons réalisé des expériences de saturation sur des membranes issues de
cellules HEKFL-RAGE et des membranes issues de cellules HEK sauvages, dans deux tampons d’affinité
différents. Une expérience de saturation dans un tampon d’affinité Tris-HCl| 50mM, pH 7.4 sur des
plaques filtrantes pré-imbibées avec du polyéthylene imine (PEl) a 0,5% a également été réalisée. Les

résultats sont rassemblés figure 20.
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Figure 20: Etude de saturation de membranes HEK-FL-RAGE (2 pg) et HEK sauvages (2 pg) en
présence de 1uM de [*H]FPS-ZM1, dans un tampon d’affinité composé de Tris-HCI 50 mM, pH7.4 (A), PBS,
pH7.4 (B) ou Tris-HCI 50 mM, pH7.4 et filtres pré-imbibés avec du PEI 0,5% (C). L étude du ligand radiomarqué
seul (en I’absence de membranes) est également réalisée.

Nous constatons, d’apres les résultats ci-dessus, aucune différence significative de liaison du
ligand radiomarqué sur les membranes issues des HEK-FL-RAGE ou les membranes issues des HEK
sauvages. Nous en déduisons donc que ceci peut étre la conséquence d’une trop faible densité de
récepteurs RAGE dans I'homogénat issu de cellules HEK-FL-RAGE comparée aux cellules sauvages et/ou
une liaison non spécifique importante du [*H]JFPS-ZM1 dans les deux cas. Cependant, I'étude du ligand
radiomarqué seul (en I'absence de membranes) nous permet d’observer une liaison importante du
ligand avec le filtre (mesure de coups par minute (cpm) comparable a celles obtenues en présences de
membrane). Cette liaison du ligand au filtre a été comparée a un autre ligand radiomarqué de
référence stocké au laboratoire et utilisé dans le cadre d’autres études d’interaction moléculaire que

le RAGE. Les résultats sont présentés figure 21.
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Figure 21 : Etude de I’interaction ligand — filtre (HFPS-ZM1 versus H-A804598 (ligand de référence
du récepteur P2X7).

Nous observons, d’apres les résultats présentés dans la figure 21, une interaction
concentration dépendante du [*H]FPS-ZM1 avec les filtres des plaques filtrantes, ce qui n’est pas le cas
du [3H]-A804598, ligand de référence du récepteur P2X7. Afin de diminuer cette interaction ligand —
filtre, nous avons étudié I'effet d’'une pré-incubation de deux types de plaques filtrantes (GFB (taille
des pores du filtre = 0,6 nm) ou GFC (taille des pores du filtre = 1,2 nm)) avec des détergents (Triton X-
100 (0,1%), Tween-20 (0,1%)) ou I'addition de ces mémes détergents dans le tampon d’affinité. Aucune
diminution de l'interaction du [3H]FPS-ZM1 avec les filtres n’a été constaté.

Une étude de I'expression de RAGE par Western-blot a également été réalisée dans des cellules
HEK-FL-RAGE ou des cellules sauvages ainsi que dans les homogénats membranaires respectifs de ces

cellules (figure 22).
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Figure 22 : Etude par Western-blot de [’expression de RAGE dans des extraits membranaires de cellules
HEK sauvages et FL-RAGE ainsi que dans des culots de cellules HEK-FL-RAGE.

Alors qu’une expression significative du récepteur est observée dans le culot de cellules HEK-
FL-RAGE comparée a des cellules HEK sauvages, celle-ci est bien plus faible dans ’"homogénat
membranaire des cellules HEK-FL-RAGE. Cette faible densité de récepteurs RAGE membranaires dans
ces cellules, comparée aux cellules sauvages ne nous a donc peut-étre pas permis d’observer des
différences significatives d’interaction moléculaire dans les expériences de saturation précédemment
décrites.

A I'heure actuelle, ce test ne nous permet pas de d’obtenir des paramétres d’interaction
moléculaire entre le récepteur RAGE et des ligands potentiels de ce récepteur. Des études
d’optimisation sont en cours de réalisation, a la fois sur I'obtention d’'un modele cellulaire exprimant
une densité plus importante du récepteur RAGE a la membrane ainsi que sur le choix du ligand
radiomarqué de référence. Concernant ce dernier, nous avons décidé de procéder au radiomarquage
du deuxieme ligand de référence de RAGE, I’Azéliragon.

Afin d’avancer dans cette étude, il était impératif de nous intéresser au développement ou a
I'utilisation d’outils de screening pharmacologique capables de nous renseigner, le plus simplement et
le plus rapidement possible, sur I'affinité de ligands potentiels de RAGE (issus de la chimiotheque

d’HEI).
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IVb) Etude de I'interaction moléculaire de ligands potentiels de RAGE a I’aide d’un kit ELISA

Apres avoir consulté la littérature, j'ai choisi d’effectuer ces premiers screening de molécules
a I'aide d’un kit ELISA (Créative BioMart® AGE-RAGE in vitro binding assay kit), principalement congu
pour le criblage des inhibiteurs de l'interaction AGE2 (AGE modifié par le glycéraldéhyde) -sRAGE
(RAGE soluble) in vitro. En outre, ce kit peut étre utilisé pour I'évaluation rapide et sensible de
candidats inhibiteurs de cette liaison ainsi que pour la caractérisation de l'interaction AGE2-sRAGE in
vitro. Le sSRAGE (RAGE soluble) recombinant utilisé dans ce kit a spécialement été congu pour conserver
la bonne conformation afin de se lier efficacement aux AGE2-BSA mais pas a la BSA (Albumine de
Sérum Bovin), qui estimmobilisée sur la surface de la microplaque. Cette technique permet de mesurer
I'interaction entre le SRAGE recombinant et I'AGE2-BSA dans un systeme de test en phase solide tel
gu'un systeme ELISA classique. Elle permet de déterminer les concentrations inhibitrices 50, Clso, des
molécules évaluées comme inhibiteurs potentiels. Ci-dessous est représenté le principe du test

développé (figure 23).

JiRPJiRP T™MB TMBDI JiRinRp
Lavage
Lavage
o
\_?j_' HRP TMB HRP
< o b eo! I
;). Lavage Lavage \\/ _

Iy

~wv = AGE-BSA (Q =sRAGE
f‘ = Inhibiteur

"*"= Anticorp couplé a la HRP

Figure 23 : Principe du test ELISA (HRP Horse Radish Peroxydase)

Principe de la méthode

Le fond des puits d’une plaque 96 puits a préalablement été sensibilisé avec une protéine
glyguée (AGE-BSA). Des dilutions en série (100, 80, 60, 40, 20, 10 et 5 UA/mL) d’une solution mére de
SRAGE-His (SRAGE marquée a I'histidine) sont déposées en duplicate afin d’obtenir une gamme
d’interaction de sRAGE avec la protéine glyquée. Dans les autres puits, apres I'addition d’'un tampon
de réaction, d’un inhibiteur de référence interne ainsi que 10 UM (concentration finale dans le puit)

des composés a tester, la protéine sRAGE-His est ajoutée. Apres une heure d’incubation a 25°C, une
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incubation des puits avec un anticorps anti-RAGE marqué a la HRP (Horse Radish peroxydase) est
réalisée. L’addition d’un substrat chromogénique ainsi que d’une solution d’arrét de la réaction nous
permet, en fonction de la gamme étalon, de quantifier le pourcentage d’inhibition de I'interaction
entre la protéine glyquée et le SRAGE aprés une lecture au spectrophotométre UV/visible a 450 nm.
Les analyses des données ont été réalisées en utilisant le logiciel GraphPadPrism 5 (GraphPad software
Inc., San Diego, CA). La figure 23 ci-dessous représente le schéma classique d’un plan de plaque (orange
= dilutions en série (100, 80, 60, 40, 20, 10 et 5 UA/mL) d’une solution mére de sRAGE-His, vert =
molécules contrdles, bleu = composés testés) : une plaque ELISA, sensibilisée avec de I’AGE-BSA, apres
addition de la solution stop ; les tracés des courbes étalon, sur une plaque sensibilisée avec I'’AGE-BSA

ou de la BSA).

His-tagged SRAGE Dose-Response Curve

A450

—&— AGE2-BSA coated Microplate
~ & = BSA coated Microplate

0s

0 10 20 3% 4 s 60 70 S 9% 100
His-tagged SRAGE (AU/mL)

Figure 23: Représentation d’un plan de plaque du kit ELISA utilisé et visualisation de la plaque avant la
lecture & 450 nm. Les tracés des courbes étalon, sur une plaque sensibilisée avec une protéine glyquée (AGE-
BSA) ou de la BSA sont visualisables sur la droite de cette figure.

Pour les meilleurs composés testés dont le pourcentage d’inhibition de I'interaction AGE-BSA-
SRAGE a 10 uM est supérieur a 50%, il est possible de déterminer leur Clso en réalisant le méme type
d’expérimentation mais cette fois-ci en présence de concentrations croissantes du composé a tester

(figure 24).
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Figure 24: Détermination de I'IC50 des composés 2601 et 2619.

Résultats

A ce jour, 169 molécules, représentatives de familles chimiques distinctes, issues de la
chimiotheque d’HEI ont été testées a I'aide de ce kit. Ce premier screening m’a permis d’identifier 14
hits (tableau 1) présentant un potentiel d’inhibition de I'interaction AGE2-sRAGE comparable, voire
meilleure que I'Azeliragon (inhibiteur de référence). Dans ce test, I'Azeliragon présente un
pourcentage de I'inhibition de I'interaction AGE2-sRAGE de 46 a 50% a 10uM. L’étude de la cytotoxicité

de ces hits sur un modele de cellules HEK293 a été réalisée et s’est révélée négative.
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Composé ELISA ELISA
(% Inh a 10 pm) (1G5, M)

HEI 4 86

HEI 6 64

HEI 13 80

HEI 19 90

HEI 23 75

HEI 1820 100

HEI 1806 74

HEI 2601 904s.68 1.42+0.38
HEI 2619 534854 6.54+0.52
HEI 2654 80

HEI 1785 49 >10
HEI 1846 36 >10
HEI 1416 37 >10
Urolithin B 26 >10
FPS-ZM1 14

Azeliragon 47

Tableau 1 : % d’inhibition et Clso de composés testés a I'aide du kit ELISA

Afin de s’assurer que les hits sélectionnés interagissent avec la protéine RAGE et non avec la
protéine glyquée (AGE-BSA), j’ai décidé de m’intéresser a une autre technique d’étude des interactions
moléculaires, la thermophorése a microéchelle (MST), afin de déterminer un parametre d’affinité, le

Kd, entre ces composés et le RAGE (et valider ainsi le potentiel de liaison au RAGE de ces molécules).

IVc) Etude de l'interaction moléculaire de ligands potentiels de RAGE par la technique de
thermophorése a microéchelle (MST)

La thermophorese, ou effet Soret, désigne un phénomeéne basé sur la mise en mouvement de
particules ou de molécules soumises a un gradient de température. La thermophorese d’un composé
varie en fonction de sa taille, de sa charge ou de son niveau de solvatation selon les termes de
I’équation de Soret. Lors d’une interaction spécifique entre deux molécules, une au moins de ces
propriétés est affectée (taille, charge, solvatation) et modifie en conséquence la courbe de
thermophorese. L'appareillage ainsi que le principe de la thermophorése a microéchelle sont

présentés figure 25.
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Figure 25: (A) Un appareil de mesure de thermophorése (MST-Monolith NT.115 de NanoTemper
Technologies GmbH). (B) Représentation schématique du systéme optique. Les molécules fluorescentes dans les
capillaires (16 capillaires de ~ 4 ul) sont excitées et la fluorescence détectée par le méme objectif. Un laser IR
chauffe localement et la thermophorése des molécules fluorescentes a travers le gradient de température est
détectée (C) Initialement, les molécules sont distribuées de maniere homogene et une "fluorescence initiale"
constante est enregistrée. Aprés l'activation du laser IR, le mouvement thermophorétique des molécules
fluorescentes hors du point chauffé par le laser est mesuré. Aprés la désactivation du laser IR, il se produit une
"backdiffusion” de molécules, uniquement due a la diffusion (D) Le mouvement thermophorétique d'une molécule
fluorescente (trace noire, "non liée") change lors de la liaison a un ligand non fluorescent (trace rouge, "lié"), ce
qui entraine des courbes différentes. Le titrage du ligand non fluorescent entraine un changement progressif de la

thermophorese, qui est représenté par AFnorm pour donner une courbe de liaison, dont dérivent les constantes
d’affinite.

Basée sur le principe de la thermophorese, la thermophoréese a microéchelle permet la mise
en évidence d’interactions moléculaires entre biomolécules de nature physico-chimique différente,
purifiées ou non.

L’équipement que nous avons utilisé (Monolith NT.115, Nanotemper, laboratoire du Pr P.
Melnyk U1172) permet de détecter des variations de la mobilité d’'une molécule fluorescente (dans
notre cas, le RAGE couplé a une protéine GFP) soumise a un micro-gradient de température établi dans
un capillaire, en présence de concentrations croissantes d’un interactant spécifique (les hits

sélectionnés).

Principe de la méthode
A 10 pL d’une série de dilution du composé a tester, préparée dans un tampon d’affinité
optimisé (PBS 1X, tween 20 0,05% ou 50 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl, 10 mM MgCl2, Tween 20 0,05%

en fonction du ligand testé) est ajouté 10 uL d’un homogénat de membranes HEK-RAGE-FL-GFP.
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L'enregistrement des courbes de thermophorese est réalisé avec une intensité de LED a 100% et une
intensité du laser IR ou MST power allant de 20 a 80%. L’allumage du laser IR a débuté 5 s aprées le
début de I'enregistrement de la courbe de thermophorese. Il a été éteint aprés 30 s d’enregistrement.
L’étude a été menée a une température controlée égale a 23°C. le protocole simplifié d’une expérience

de thermophorése a microéchelle est présenté figure 26.
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Figure 26 : Protocole simplifié d 'une expérience de thermophorése a microéchelle

Résultats

Lors de chaque expérience de thermophorese, la fluorescence de base des homogénats
membranaires est contrélée via un « CapScan ». Celle-ci doit étre comprise entre 200 et 1000 unités

de fluorescence (FU, gamme dynamique de I'appareillage), idéalement aux alentours de 500 FU.

D’autres parametres sont également contrélés tels que I'uniformité de I'intensité de fluorescence de
la protéine dans toutes les conditions testées, la fluorescence intrinseque éventuelle des composés
testés ainsi que des réactions d’agrégation éventuelles entre I'homogénat membranaire et le
capillaire. La figure 27 ci-dessous représente la vérification de ces parametres effectuée en

thermophorese.
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Figure 27 : Etude préalable de ['uniformité de [’intensité de fluorescence dans les capillaires (4), de la
fluorescence intrinséque éventuelle des composés (B) ainsi que de I’agrégation entre les protéines de I’homogénat
et les capillaires lors d’une expérience de thermophorese.

Les résultats de thermophorése (figure 28) ont été obtenus entre les homogénats
membranaires exprimant FL-RAGE-GFP et une gamme de concentration des différents composés
testés allant de 0,625 a 160 uM et de 2,4 nM a 5uM lors de I'étude de I'interaction moléculaire entre
le RAGE et 'HMGBL. A partir de ces isothermes de liaison, le logiciel extrapole une fraction liée et une

fraction non liée et il est possible de déterminer la constante de dissociation Kd.
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Composé ELISA ELISA MST
(% Inh a 10 pM) (1Cs0, HM) Kd /uM for RAGE
HEI4 86 47.347,05
HEI6 64
HEI'13 80 79.3
HEI19 90 3.74
HEI 23 75 20.3
HEI 1820 100 10.3
HEI 1806 74 14.6
HEI 2601 901s.68 1.42+0.38 ND
HEI 2619 5318.54 6.54:052 ND
HEI 2654 80
HEI 1785 49 >10
HEI 1846 36 >10
HEI 1416 37 >10
Urolithin B 26 >10
FPS-ZM1 14
Azeliragon 47 16.2+7.05
HMGB1 0.049:+0.028

Figure 28 : Etude de l’inhibition de l'interaction AGE-BSA — sRAGE par des composés issus de la
chimiothéque d’HEI (4). Etude des composés actifs par thermophorése (B). Valeurs des pourcentages d’inhibition,
des Clsp ainsi que des Kd obtenus a ce jour pour les composés les plus acitfs (C).

L’obtention de molécules ayant une affinité pour le RAGE nous permet maintenant d’envisager

des études de fonctionnalité afin de déterminer I'absence ou la présence d’effet antagoniste des

composés sélectionnés.
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IVd) Etude de la fonctionnalité des composés sélectionnés

Les études de fonctionnalité des composés sélectionnés par ELISA et par thermophoréese
nécessitent un modele cellulaire exprimant de fagon stable le récepteur RAGE a la membrane. Un des
modeles cellulaires les plus étudié dans la littérature est le modéle HEK transfecté de maniere stable
par le RAGE-FL. A mon arrivée dans le laboratoire, ce modele était en cours d’étude mais aucun résultat
de fonctionnalité, en présence de différents ligands de RAGE connus, n’a pu étre obtenu. Apres I'étude
de l'expression membranaire du récepteur (voir figure 22), le Pr E. Boulanger m’a confié le
développement de ce modele cellulaire.

Avec l'aide de Charles Paul-Constant, technicien en biologie cellulaire et moléculaire au
laboratoire, nous avons procédé a I'étude de I'expression membranaire de RAGE du modéle alors

disponible au laboratoire, par la technique de cytométrie en flux.

Principe de la méthode

Le principe de Il'analyse des cellules en cytométrie en flux est basé sur la réaction
d’'immunofluorescence. Cette réaction associe la spécificité des anticorps monoclonaux et les
propriétés des fluorophores. La technique de marquage que nous avons choisi est
I'immunofluorescence indirecte ou I'anticorps engagé dans la réaction est révélé par un deuxiéme
anticorps lui-méme fluorescent.

Des cellules HEK sauvages ou HEK-RAGE-FL sont incubées avec un anticorps primaire anti-RAGE
de souris (abcam ab89911) puis avec un anticorps secondaire anti-souris de chévre marqué a la
phycoérythrine (R&D F0102B). Les controles internes réalisés sont les suivants: la mesure de
I"autofluorescence des cellules, la mesure de la fluorescence résiduelle en présence de I'anticorps
secondaire seul ou l'utilisation d’un isotype de souris. Les cellules en suspension passent une a une
devant un ou plusieurs faisceau(x) laser et des détecteurs captent des signaux émis par chaque cellule:

- La lumiere diffusée aux petits angles (Forward Scatter, FSC) qui renseigne sur la taille des

particules

- Lalumiére diffusée a 90 degrés (Side Scatter — SSC) qui renseigne sur la forme, la structure

interne et la granularité des particules.

- Les signaux de fluorescence
Les données ainsi recueillies se présentent sous forme de graphiques auxquels s’ajoutent des

statistiques concernant les populations cellulaires et les parametres étudiés.

Résultats
Cette expérience nous a permis, d’'une part, de constater qu’environ 20% seulement des
cellules du modele détenu au laboratoire présentaient une expression membranaire du RAGE et,

d’autre part, de procéder a un tri de ces cellules de maniére a obtenir, apres réensemencement, trois
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populations distinctes de cellules exprimant le RAGE membranaire de fagon plus ou moins importante.

Nous avons pu ainsi isoler des cellules exprimant faiblement, moyennement et fortement le RAGE a la

membrane. Aprés cette étape de tri et de réensemencement, 80% de la population cellulaire

expriment le RAGE. Cette différence d’expression a été confirmée dans une expérience préliminaire

d’immunocytochimie (figure 29).
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Figure 29 : Graphiques obtenus lors de ’étude par cytométrie en flux de cellules HEK sauvages et de
cellules HEK-RAGE-FL (A). Autofluorescence des cellules HEK-RAGE-FL (a), expression de RAGE dans les
cellules HEK sauvages (b), expression de RAGE dans les cellules HEK-RAGE-FL (c). Etude par cytométrie en
flux aprés isolement et réensemencement (B) de cellules exprimant faiblement (a), moyennement (b) ou fortement
(c) RAGE. Etude préliminaire des cellules exprimant faiblement, moyennement ou fortement RAGE en

immunocytochimie (C).
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Nous poursuivons actuellement la caractérisation des cellules exprimant plus ou moins le RAGE
a la membrane afin d’envisager prochainement I'étude de la fonctionnalité des hits obtenus. Les
cellules seront stimulées avec divers ligands de RAGE (AGE-BSA, HMGB1, S100A6, ou CML), impliqués
dans les voies inflammatoires médiées par ce récepteur, en présence ou en l'absence de hits. La
mesure des especes réactives de I'oxygeéne par cytométrie en flux et des études de géne rapporteur
NF-kB/luciférase seront effectuées pour rechercher les meilleurs antagonistes de la réponse oxydative
et inflammatoire dépendante de RAGE. Les meilleurs antagonistes feront I'objet d'une évaluation plus
poussée de l'inhibition du processus inflammatoire en vérifiant I'activation des protéines Akt et Erk par

Western Blot et la détection de la production de I'll-6 et de TNFa par la technique de PCR quantitative.
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V- Conclusion, perspectives et valorisation

Sur la base des ligands et des antagonistes du RAGE (petites molécules) décrits dans la
littérature, et particulierement les structures de I’Azéliragon et du FPS-ZM1, une série de 80 molécules
provenant de la chimiotheque d’HEI (contenant 3700 molécules) a été sélectionnée pour réaliser un
premier criblage in vitro sur le récepteur aux AGEs. Ce criblage a été réalisé a I'aide d’un test ELISA.
Des molécules présentant une affinité suffisante (inhibition de l'interaction AGE2-BSA/RAGE a 10uM
> a 50%) pour les considérer comme des « hits », ont été identifiées (HEI 2601 et HEI 2619) et des
valeurs de Clsp ont pu étre mesurées : HEI 2601 : Clso (AGE2-sRAGE) = 1.42+0.38 uM et HEI 2619 : Clso
(AGE2-sRAGE) = 6.54+0.52 uM. A titre de comparaison, le pourcentage d’inhibition de I’Azéliragon
déterminé dans le méme test varie entre 47 a 53 % pour une concentration testée de 10 pM. La Clsg

de I’Azéliragon dans ce test avoisine donc 10 uM.

Ces hits ont constitué nos molécules « modéle » pour :

1) isoler des molécules supplémentaires de la chimiothéeque HEI présentant une structure
chimique similaire a celle des hits HEI 2601 et HEI 2619 ;

2) la synthése de dérivés des hits identifiés avec une affinité anti-RAGE améliorée (drug design).

Pour ce faire, des synthéses supplémentaires sont nécessaires pour consolider les relations
structure-affinité et pour proposer une nouvelle série de molécules ciblant ce récepteur.

Une nouvelle série de 89 molécules supplémentaires, issue de la chimiothéque d’HEI, a donc
été sélectionnée pour une évaluation par la technique ELISA. Ces nouveaux tests nous ont permis
d’identifier 12 nouveaux « hits » (molécule présentant une activité inhibitrice de I'interaction AGE2-
SRAGE in vitro).

Pour résumer, sur un total de 169 molécules HEI testées, 15 hits ont été identifiés a I’aide du
test ELISA. Pour certains de ces composés, une constante d’affinité, Kd, a été mesurée en
thermophorese. Il est important de noter que 11 des 15 hits identifiés présentent un potentiel
d’inhibition de linteraction AGE2-sRAGE plus important que celui engendré par la molécule de
référence Azéliragon a la méme concentration testée, soit a 10 uM.

Quatre séries chimiques différentes, identifiées comme ligands potentiels de RAGE, ont été

découvertes (Figure 30).
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Figure 30 : Structure des 4 séries chimiques interagissant avec RAGE

Les composés les plus prometteurs a ce jour appartiennent a la série des métallocenes.

Dix hits appartiennent a cette famille. Cette famille de composés fait actuellement I'objet d’'une

déclaration d’invention déposée a la SATT Nord. Deux hits appartiennent a la famille des pyrrolidine-

2-ones. Deux dérivés de type quinoléine ont également présenté une affinité prometteuse. Enfin, un
dérivé naturel appelé urolithine B a présenté une inhibition modérée de I'interaction AGE2-sRAGE.

La technique de thermophorése a microéchelle nous a permis aujourd’hui de mesurer une

constante d’affinité, Kd, pour 6 des 15 hits identifiés. Les autres sont actuellement en cours

d’évaluation. Cette technique nous permet de conforter les hypothéses initiales observées par ELISA.

L’équipe de chimie d’HEI s’est derniérement focalisée sur la synthése de nouveaux analogues
de certains hits identifiés. Ainsi, une nouvelle série de 53 molécules, non décrites dans la littérature,
vient d’étre obtenue. Les composés ont été réceptionnés et seront prochainement évalués.

Des études in silico seront également conduites en parallele pour évaluer l'interaction
moléculaire potentielle de nouveaux composés identifiés. Ce travail sera réalisé en partenariat avec
I'université de Rouen. Le mode de liaison de ces composés sera étudié pour découvrir les principales

caractéristiques responsables de leur affinité et de leur activité antagoniste potentielle.

La caractérisation de modeles cellulaires HEK-RAGE-FL est actuellement en cours et nous
permettra, dans les semaines a venir, d’étudier, en présence de ligands connus du RAGE (HMGB1, AGE-
BSA, S100A6...), la fonctionnalité de ce récepteur dans ces cellules. Le prétraitement de ces cellules

avec les hits identifiés nous permettra de déterminer leur propriété antagoniste.

66



Par la suite, I'étude de l'affinité de ces hits, vis-a-vis de récepteurs a forte homologie de
séquence avec le RAGE ou connus pour lier avec une affinité élevée les mémes ligands, sera effectuée

afin d’augmenter la sélectivité des hits identifiés pour le récepteur.

Des données préliminaires ont montré une réduction de I'hypertrophie cardiaque quantifiée
par zone myocytaire chez des souris RAGE-/- dgées de 22 mois par rapport aux souris témoins de la
portée. Une fois la fonctionnalité des hits confirmée, ceux-ci seront testées sur un modele de
cardiomyocytes afin de déterminer les antagonistes qui bloquent I'hypertrophie des cardiomyocytes

induite par I'activation du RAGE (collaboration avec le Dr Florence Pinet, équipe 2, U1167).

C. elegans est un modeéle pertinent pour étudier le vieillissement et pour analyser I'expression
hétérologue de molécules humaines actives, y compris les récepteurs et leur intégration dans la
machinerie de signalisation des nématodes. Bien que C. elegans n'ait pas d'orthologue du RAGE
humain, nous avons réussi a exprimer ce récepteur dans le ver (Dr Chantal Fradin). Les données
préliminaires montrent que le RAGE humain a contré6lé la longévité de C. elegans sur un milieu riche
en CML. Nous avons récemment montré que la CML exogéne peut induire des genes de réponse au
stress oxydatif dépendant de SKN-1/Nrf1, 2 chez C. elegans (données non publiées). Dans ce contexte,
nous utiliserons ce modele pour étudier la modulation in vivo de la génération controlée et prolongée

de ROS par les antagonistes de RAGE et son impact sur la longévité du ver.

Enfin, les « hits » les plus intéressants, appelés « leads », seront évalués sur un modéle murin

de vieillissement rénal induit par la CML.
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L'exploration de différentes méthodes nous permettant aujourd’hui d’identifier des ligands
potentiels de RAGE ainsi que les résultats obtenus m’ont permis ou me permettent aujourd’hui de
participer :

- au projet CPER-CTRL (Contrat Plan Etat Région — Centre Transdisciplinaire de

Recherche sur la Longévité) de juin 2018 a juin 2019, intitulé “Antagonistes du RAGE pour

controler le vieillissement inflammatoire systémique chronique” (RAGE Antagonists fighting

inflammaging) et coordonné par le Pr Eric Boulanger (UMR995 / LIRIC) et le Dr Florence Pinet

(Inserm U1167).

- au projet ANR ExoAgeing (obtenu en juin 2019) “Effets d'une exposition précoce et
chronique aux AGE alimentaires sur l'inflammation chronique a bas bruit et les troubles liés a

I'dge”, coordonné par le Pr Philippe Gillery (Reims).

- a une déclaration d’invention déposée a la SATT Nord. Cette déclaration
d’invention intitulée « Développement de ligands du récepteur des produits de
glycation avancée (RAGE) dans le cadre du contréle et de la prévention du vieillissement
physiologique normal en lien avec «l'inflammaging», et également dans le vieillissement
accéléré des maladies chroniques et/ou liées au vieillissement» a été déposée en juin 2019.
Suite a ce dépo6t, un programme de pré-maturation financé par la SATT Nord a démarré
afin de confirmer I’activité de ces hits et d’avancer sur I'évaluation de cette activité via un
test de fonctionnalité. Un programme de maturation est également envisagé en fonction

des résultats.

Ce projet d’étude de I'affinité de ligands potentiels du RAGE m’a permis également d’accueillir
en stage et d’encadrer M®'® Gaelle Grolaux, étudiante en Licence Pro “Innovation Thérapeutique et
Biotechnologies” (Novembre 2019 — Février 2020) et Mr Zhuo La, étudiant en 4°™ année de Pharmacie
(Université de Wuhan, Chine, Novembre 2019 — Avril 2020).

Le co-encadrement d’un étudiant en Master 2 (février 2021 — juin 2021), en collaboration avec
le Dr Muriel Billamboz (HEI) est envisagé dans le cadre du Projet ReAGIr — “Développement

d’antagonistes potentiels du RAGE”.

Enfin, une collaboration internationale a également été initiée avec le Dr Anita Kornicka
(Université de Gdansk, Faculté de Pharmacie, Pologne) concernant I'étude de I'affinité de composés

de type acrylonitrile, N-vinylindole et imidazoline avec le RAGE.
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