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Résumé

La «protéine contenant de la wvalosine» (VCP) est essentielle au maintien de
I'homéostasie des protéines intracellulaires par son réle dans la dégradation des protéines, un
processus dont dépendent les cellules cancéreuses. Le but de cette étude était de déterminer
l'efficacité et d'¢lucider le mécanisme d'action moléculaire de CB-5083, un inhibiteur de
premiere classe de VCP congu pour une utilisation in vivo, dans un modéle de lymphome
canin. En utilisant des lignées cellulaires de lymphome (CLBL-1, CL-1 et 17-71) et des
cellules mononucléées de sang périphérique fraichement isolées (PBMC) comme controle,
nous avons d'abord déterminé les effets du CB-5083 sur la viabilité cellulaire et I'apoptose a
I’aide de I’exclusion au bleu de trypan et de la détection de 1’activité des caspases. Nous avons
ensuite évalué son effet sur le stress du réticulum endoplasmique, la voie de l'agrésome-
autophagie, et la réponse de la protéine dépliée (UPR) par immunobuvardage et des analyses
RT-PCR. Les résultats ont démontré une mort cellulaire préférentielle (lignées de lymphome
vs PBMC) a des concentrations de 1’ordre du nanomolaire (IC50: 120-360 nM). La mort
cellulaire a été attribuée a une augmentation de 1'apoptose, confirmée par une augmentation de
l'activité de la caspase 3/7 deés 6 heures post traitement (1 puM, p <0,0001). Bien que le
traitement au CB-5083 n’ait pas eu d’effets déléteres sur la voie de I’agrésome-autophagie, le
stress du RE et le UPR ont été rapidement induits, comme en témoigne 'augmentation de
l'expression de DDIT3 et de ATF-4 suivant I'augmentation de la phosphorylation de elF2a.
Ces résultats valident le CB-5083 en tant qu'agent thérapeutique potentiel pour le traitement
du lymphome canin, et identifient DDIT3 comme un biomarqueur de l'inhibition de la cible

d’intérét qui peut étre transposé aux études in vivo.
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Abstract

Valosin-containing protein (VCP) is central to the maintenance of cellular protein
homeostasis through its role in protein degradation, a process crucial for cancer cell survival.
The goal of this study was to determine the efficacy and elucidate the molecular mechanism of
action of CB-5083, a first-in-class small molecule inhibitor of VCP designed for in vivo use, in
a canine lymphoma model system. Using lymphoma cell lines (CLBL-1, CL-1 and 17-71) and
freshly isolated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) as controls, we first determined
the effects of CB-5083 on cell viability and apoptosis by trypan blue exclusion and Caspase
Glo assays. We then evaluated its effect on ER stress, the aggresome-autophagy pathway, and
the unfolded protein response (UPR) by immunoblot and RT-PCR analyses. Results showed a
preferential cell kill (lymphoma lines vs PBMCs) at concentrations in the nanomolar range
(IC50:120-360 nM). Cell death was attributed to increased apoptosis, as confirmed by
increased caspase 3/7 activity as early as 6 hours post treatment (1uM, P<0.0001). Although
the aggresome-autophagy path was not affected by CB-5083 treatment, ER stress and the UPR
were rapidly induced, as evidenced by increased expression of DDIT3 and ATF4 following
increased phosphorylation of elF2a. These results validate CB-5083 as a potential therapeutic
agent for canine lymphoma treatment, and identify DDIT3 as a biomarker for target inhibition

that can be translated to in vivo studies.
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Introduction

Le cancer survient a travers un processus mutagéne comprenant plusieurs étapes pendant
lesquelles les cellules cancéreuses acquierent un ensemble commun de propriétés, y compris le
potentiel de prolifération, l'autosuffisance en signaux de croissance et la résistance aux
signaux antiprolifératifs et apoptotiques (1). L'acquisition de ces caractéristiques dépend
majoritairement d'une succession d'altérations dans le génome qui impliquent une mutation par
gain de fonction, par amplification et/ou par surexpression d'oncogenes clés conjointement
avec la mutation par perte de fonction de suppresseurs tumoraux par la délétion et/ou le
silence épigénétique (1). En conséquence, la progression tumorale peut étre décrite comme
une succession d'expansions clonales, chacune d'elles étant déclenchée par l'acquisition
fortuite d’une mutation génétique favorable. Ces sous-clones forment la base de
I’hétérogénéité tumorale (2).

Les lymphomes, ou lymphosarcomes, sont une maladie hétérogéne englobant des sous-
types de tumeurs malignes qui résultent de la transformation néoplasique des lymphocytes B
et T a différents stades de développement. Ils sont parmi les tumeurs les plus diagnostiquées
chez le chien, toutes races confondues. Ils représentent environ 90% des cancers
hématopoiétiques canins et pres de 7-14% de tous les cancers diagnostiqués chez cette espece
(3). Des études plus récentes ont estimé 1'incidence du lymphome canin a 20-107 cas pour 100
000, ce qui représente une incidence plus élevée chez les chiens comparativement aux
humains (4-7).

Les lymphomes canins spontanés démontrent de grandes similarités avec les lymphomes
de hauts grades non-Hodgkiniens chez les humains en terme d’histopathologie, de génétique
tumorale, et de progression de la maladie (8, 9). Chez ces deux espéces, le lymphome est tres
hétérogene sur le plan morphologique, immunophénotypique, moléculaire, y compris la
réponse aux modalités chimiothérapeutiques (10, 11). A ce jour, les protocoles multi-drogues
CHOP (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, corticostéroides) et CHOP modifiés sont
le traitement de premiere ligne contre le lymphome humain et canin. Chez 1’humain, pour les
lymphomes plus agressifs, les schémas thérapeutiques modernes entrainent des taux de survie

a long terme de > 80% pour le lymphome Hodgkinien, de ~ 60% pour le lymphome diffus a



grandes cellules B et de <30% pour le lymphome T a cellules périphériques (12-14). Chez le
chien, ces protocoles résultent en une réponse compléte d’une durée de 6-11 mois pour plus de
80% des patients. Toutefois, ils sont considérés palliatifs ; la durée de survie totale demeure
basse et la survie moyenne est de 12 mois avec seulement 10% des patients canins qui
survivent deux ans (11). Similairement au lymphome non-hodgkinien en médecine humaine,
ces statistiques sont attribuables au phénoméne de chimiorésistance (15, 16).

En raison de la chimiorésistance, il y a un besoin criant de nouvelles modalités
thérapeutiques ciblées contre le lymphome. Parmi les thérapies ciblées actuellement a 1’étude
en médecine humaine et vétérinaire, les voies de dégradation protéique sont prometteuses.
Effectivement, il est maintenant établi que les cellules tumorales sont dépendantes des
mécanismes de repliement protéique afin de maintenir la protéostasie et d’assurer leur survie
(17, 18). Cibler les voies de dégradation protéique génere ultimement 1’apoptose dans
plusieurs lignées cellulaires tumorales (19-21).

Parmi les protéines contribuant significativement a la protéostasie, la protéine contenant
de la valosine, ou VCP, est au cceur de nombreuses études tant en oncologie humaine que
vétérinaire. Dans les années passées, notre laboratoire a démontré I’expression accrue de VCP
au sein des cellules de lymphomes canins (22). Cette étude supporte I’affirmation que les
cellules tumorales sont plus dépendantes de cette protéine que les cellules non tumorales pour
leur fonctionnement et leur survie (22). Notre étude met en lumicre le CB-5083, un inhibiteur
puissant et sélectif de VCP, congu pour une utilisation in vivo. A ce jour, aucune donnée
recensée dans la littérature n’évalue ’activité et I’efficacité de ce composé chez le chien.

Ce mémoire présente le ciblage des mécanismes de maintien de la protéostasie, plus
particulierement le ciblage thérapeutique de VCP contre le lymphome canin. D’abord, une
revue de littérature comprenant un survol du lymphome canin et de ses défis thérapeutiques,
suivie par ’importance de I’homéostasie protéique, le stress du RE comme cible thérapeutique
et les molécules ciblant la dégradation protéique, seront présentés. Cette section sera suivie de
I’article publié dans le cadre de ce projet de maitrise, et pour terminer, la discussion des

résultats et une conclusion.



Revue de la littérature

CHAPITRE 1. Le lymphome canin et ses défis thérapeutiques
1.1. Le lymphome canin

1.1.1. La biopathologie du lymphome canin

Les lymphomes sont un groupe diversifié de tumeurs spontanées caractérisées par leur
immunophénotype (B, T ou les deux). L’identification des lymphocytes est possible par la
technique d’immunoperoxidase pour I’identification de marqueurs de surface spécifiques a
I’immunophénotype (23, 24). La classification du lymphome est basée sur sa caractéristique
immunophénotypique, sa localisation, et son apparence histologique.

Les lymphomes prennent origine majoritairement des nceuds lymphatiques puis,
dépendamment du stade, se distribuent au foie, a la rate et a la moelle osseuse. Ils peuvent
cependant provenir de presque tous les tissus de I’organisme (25). Le type de lymphome le
plus commun chez le chien est le lymphome multicentrique qui apparait en premier lieu dans
les noeuds lymphatiques. Cette forme représente pres de 80-85% des lymphomes diagnostiqués
chez le chien (25). Il existe plusieurs autres formes de lymphomes, classées en ordre de
prévalence soit le lymphome multicentrique, médiastinal, gastro-intestinal et cutané (11).

L'aspect histopathologique du lymphome peut étre utilisé pour prédire le comportement
clinique et celui-ci prend en compte, entre autres, le type cellulaire, le degré de différenciation
cellulaire et la localisation des cellules d’origine au sein de la lymphopoicse (26). Les tumeurs
de bas grade sont caractérisées par de petites cellules, un faible index mitotique ainsi qu’une
progression clinique lente. Les tumeurs de haut grade ou de grade intermédiaire sont
caractérisées par de grandes cellules, un index mitotique élevé et une progression clinique
rapide (27).

La classification histopathologique des lymphomes non-Hodgkiniens humains est basée
sur la morphologie, I’'immunophénotype et 1’évolution clinique (28). La classification des
lymphomes canins a suivi les systémes de classification développés pour les humains et ces

derniers ont récemment ¢ét¢ adaptés pour inclure les tumeurs chez les animaux domestiques



(29). Ainsi, la distribution des sous-types de lymphomes chez les humains comparativement
aux chiens soutient que le lymphome diffus a grandes cellules B est le sous-type le plus
commun entre ces deux especes. Certains sous-types survenant couramment chez le chien tels
que lymphome de la zone marginale et le lymphome T lymphoblastique, entre autres, sont
plutot rares chez I’humain (29-31). L’évolution rapide des méthodes diagnostiques incluant
I’immunophénotypage sous entend que les publications actuelles sous-estiment 1’incidence des

sous-types de lymphomes canins (32).

Les lymphomes canins possedent une étiologie multifactorielle, incluant la génétique et
I’environnement (25). Les races avec une plus grande incidence de lymphome incluent entre
autres le boxer et le golden rétrieveur (33). Il existe une prédilection de race et une
susceptibilité¢ augmentée de développer un lymphome B ou a lymphocytes T. Par exemple, les
lymphomes T, bien qu’ils ne représentent que 25-30% de tous les lymphomes canins,
représentent pres de 85% des lymphomes retrouvés chez le boxer (34). De plus, le risque que
le boxer développe un lymphome est 4 fois plus élevé que le risque moyen de tous les autres
chiens (27). Les races de type spitz, le Shih Tzu et le Lhassa Apso, entres autres, développent
presqu’exclusivement des lymphomes T et le golden rétrieveur les deux immunophénotypes
en parts égales (35). De plus, le ratio des lymphomes B et T chez les races mixtes est 70:30,
respectivement (27). Enfin, les chiens femelles intactes, moins fréquemment affectées par le

lymphome, bénéficieraient d’un effet protecteur de leurs hormones sexuelles (36).

1.1.2. Signes cliniques

Le lymphome canin est plus rare chez le jeune chien et affecte majoritairement les
chiens d’aAge moyen a avancé (25). Les signes cliniques varient en fonction de 1’étendue de la
maladie ainsi que du type de lymphome présent. Les chiens atteints d’un lymphome présentent
généralement des signes cliniques peu spécifiques tels qu’une tolérance a I’exercice diminuée,
une fatigabilit¢é augmentée et une anorexie. La majorité des patients présentés ont une
lymphadénopathie périphérique, généralisée ou localisée. Le lymphome canin peut Etre
associ¢ a des syndromes paranéoplasiques pour la plupart détectables avec un bilan sanguin :

anémie, hypercalcémie, thrombocytopénie, neutrophilie et lymphocytose (11).



1.1.3. Diagnostic

Ces dernieres années, plusieurs progres scientifiques ont permis de mieux comprendre
les processus biomoléculaires régulant les tumeurs malignes hématopoiétiques et d’utiliser ces
cibles dans la détection, le traitement ainsi que 1’établissement du pronostic. Malgré les
nombreuses avancées importantes dans la compréhension de la biologie des tumeurs et
l'utilisation de biomarqueurs tumoraux, il existe peu de publications a leur sujet (34). Certaines
¢tudes rapportent 1’'usage de biomarqueurs tumoraux pour dépister de fagon hative le
lymphome, toutefois ils sont peu fiables en raison de leur faible sensibilité et spécificité (34).
Le défi consiste principalement a comprendre 1'hétérogénéité du cancer et la plasticité du

génome du cancer (37).

Le diagnostic du lymphome en tant qu'entit¢ générale peut étre relativement simple
grace a la cytologie standard, toutefois décrire les différents sous-types et anticiper leur
comportement biologique demeure difficile (38). Néanmoins, la biopsie et 1’examen
histopathologique d’un nceud lymphatique réséqué permettent d’orienter le pronostic, car ils
constituent la seule fagon d’obtenir le grade de la tumeur et de choisir le traitement approprié
(11).

Etant donné la nature systémique du lymphome, il est crucial de déterminer 1’étendue de
I’atteinte des différents tissus et organes et d’identifier les maladies concomitantes devant étre
traitées avant d’entreprendre un traitement chimiothérapeutique. Le stade clinique d’un chien

atteint d’un lymphome, est déterminé via I’examen physique et le bilan d’extension.

Tableau I. Stades cliniques du lymphome canin (39)

Stade 1 Un seul nceud lymphatique ou le tissu lymphoide d’un seul organe est

atteint (excluant la moelle osseuse)

Stade 11 Implication régionale de plusieurs nceuds lymphatiques
Stade I1I Lymphadénopathie généralisée
Stade IV Implication du foie, de la rate avec présence ou absence de

lymphadénopathie généralisée



Stade V Implication du sang, de la moelle osseuse et/ou d’autres organes non

lymphoides

Sous-stade A Absence de signes cliniques de la maladie

Sous-stade B Présence de signes cliniques de la maladie

1.1.4. Traitements et réponse clinique

Un chien atteint d’un lymphome multicentrique a une survie moyenne, sans traitement,
de quatre & huit semaines. A I’exception des lymphomes de bas grade ou indolents, les
lymphomes progressent treés rapidement, jusqu’a la phase terminale, s’ils ne sont pas traités.
Lorsque traités par chimiothérapie, ces patients ont une amélioration marquée de leur qualité
de vie et de leur durée de vie. Les chiens ayant un lymphome de stade IV, stade V ou sous-
stade B sont moins susceptibles de répondre a la chimiothérapie et sont plus susceptibles
d’avoir une réponse plus courte que les chiens atteints d’un lymphome avec stade inférieur

(stade I, II, III ou sous-stade A).

Etant donné la nature systémique de cette maladie, la chimiothérapie est la modalité
thérapeutique principalement utilisée (11). Le but ultime du traitement chimiothérapeutique
d’un lymphome multicentrique est d’induire une rémission compléte et durable. Plusieurs
facteurs peuvent influencer la réponse d’un patient aux cocktails chimiothérapeutiques tels que
les maladies concomitantes et la pharmacogénétique (I’influence du génotype sur les réponses
d’individus aux médicaments). Cependant, le facteur le plus important est la présence de
chimiorésistance qui encourage 1’utilisation de protocoles multi-drogues et le taux de réponse
approche 90% chez les chiens traités avec ces protocoles. Ces derniers ont 1’avantage de
surmonter le phénoméne de chimiorésistance, car ils affectent différentes voies métaboliques
de la cellule et permettent également d’augmenter les chances d’atteindre la cible (40). A
I’inverse, lorsqu’un seul agent est utilisé, le taux de réponse est faible et la durée de la réponse
est plus courte (11).

A ce jour, les protocoles chimiothérapeutiques multiagents de type CHOP

(cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, corticostéroides) sont le traitement de premiere



ligne contre le lymphome canin (11). Chacune des drogues utilisées dans ce protocole possede
sont propre mécanisme d’action : doxorubine (anthracycline qui conduit a l'inhibition des
enzymes topoisomérases et de la synthése de protéines), cyclophosphamide (agent alkylant),
vincristine (vinca-alcaloide qui se lie aux tubulines) et corticostéroides (anti-inflammatoire et
effets cytotoxiques via les récepteurs des glucocorticoides) (41).

Le protocole CHOP résulte en une réponse compléte pour une durée de 6-11 mois dans
plus de 80% des cas. Toutefois, ce protocole chimiothérapeutique est considéré palliatif avec
un taux de survie moyen de 12 mois et avec approximativement 10% des patients qui
survivent deux ans (11). Les réponses cliniques obtenues des patients sous traitement
chimiothérapeutique sont uniques a chaque individu. L’évaluation normalisée de la réponse
clinique aux traitements chimiothérapeutiques des tumeurs solides, incluant le lymphome,
suivent I’évaluation standardisée des lymphomes et « Response Evaluation Criteria for Solid
Tumors (RECIST). Ce consensus est une tentative pour décrire des mesures cliniques
applicables, simples et reproductibles contraintes a la pratique oncologique vétérinaire. Ce

consensus s’appuie fortement sur les lignes directrices de la littérature humaine (42-44).

1.1.5. Facteurs pronostiques

Le lymphome est I’une des tumeurs canines les mieux caractérisées permettant ainsi
d’établir un pronostic prenant en considération la globalité du patient. L’identification
appropriée de I’immunophénotype, de la localisation anatomique, du stade clinique et du
grade, ainsi que D’efficacité chimiothérapeutique sont tous essentiels a I’établissement du
pronostic. Les lymphomes de haut grade d’immunophénotype T ont un pronostic moins
favorable que ceux d’immunophénotype B. En effet, les chiens atteints d’un lymphome B sont
plus enclins a une rémission complete d’une durée beaucoup plus longue que les chiens
atteints d’un lymphome T (11). Plusieurs études démontrent que les lymphomes T sécretent
des cytokines, et cela expliquerait la raison pourquoi ces patients ont un pronostic plus pauvre

et une survie moins longue comparativement aux patients avec un lymphome B (45-48).



1.2. Les défis thérapeutiques du lymphome canin

1.2.1. La chimiorésistance

Le lymphome canin est & bien des égards comparable au lymphome non hodgkinien
chez les humains et chez ces deux espéces, cette tumeur est trés hétérogéne sur le plan
morphologique, immunophénotypique, moléculaire, y compris la réponse aux modalités
chimiothérapeutiques (10, 11). En médecine humaine, prés de 50% des patients atteints du
lymphome diffus a grandes cellules B (LDGCB) présenteront une progression de la maladie
et/ou une rechute en raison de chimiorésistance (13, 49, 50). L'acquisition de mécanismes de
résistance dans les lymphomes est en partie motivée par I'hétérogénéité génétique inhérente et
l'instabilité des cellules tumorales (51).

La présence de multirésistance aux agents chimiothérapeutiques, avec absence de
réponse optimale, est associée a une rémission plus courte et a une survie moins longue. La
cause principale de 1'échec au traitement est une résistance aux agents chimiothérapeutiques
qui peut étre présente au début de la chimiothérapie (résistance intrinseque) ou se développer
pendant ou apres une chimiothérapie initiale (résistance acquise). Les différents mécanismes
adaptés par les cellules cancéreuses pour résister a une drogue chimiothérapeutique
comprennent entre autres 1'altération du transport et du métabolisme des médicaments incluant
l'efflux actif de drogues cytotoxiques par des protéines transporteuses & ATP-Binding Cassette
(ABC) (34, 52, 53). L'expression ¢levée des transporteurs ABC a été associée a la fois a une
sensibilité réduite aux agents cytotoxiques, ainsi qu'a un mauvais pronostic pour plusieurs
types de cancer chez les humains et les chiens (53, 54). Entre autres, le gene ABCBI19,
initialement connu sous le nom de MDRI, code pour une protéine transmembranaire, la
glycoprotéine P (Pgp). Celle-ci conduit a la résistance de plusieurs médicaments
(antimicrotubules, anthracyclines, prednisone), dont les agents couramment utilisés pour
traiter le lymphome (55).

Il existe plusieurs options thérapeutiques pour les tumeurs réfractaires au traitement,
mais le pronostic demeure médiocre. En médecine humaine, plusieurs thérapies contre le LNH

ont été mises de 1’avant afin de contrer cette résistance : anticorps monoclonaux anti-CD20 de



troisieme génération permettant d’augmenter la puissance et l'avidité de la liaison au CD20,
conjugués anticorps-drogue, radio-immunothérapie, et petites molécules inhibitrices. Un grand
nombre de ces thérapies ont montré des taux de réponse significatifs mais non optimaux (56).
Bien que la résistance représente un obstacle majeur au succes de la chimiothérapie chez
les humains et les chiens, les mesures thérapeutiques pour contourner la résistance sont encore
limitées. Par conséquent, la conception de médicaments anticancéreux efficaces nécessite une
meilleure compréhension des mécanismes par lesquels les cellules cancéreuses ¢ludent le

traitement.

1.2.2. Les thérapies ciblées

La classification histologique du lymphome est de plus en plus précise et permet
I’identification de plus de 30 sous-types de lymphomes canins (29). Ces sous-types
hétérogenes ont une pathogénése moléculaire complexe et proviendraient de mécanismes
oncogéniques distincts (28). Néanmoins, les progres de la recherche sur la biologie tumorale
ont conduit a l'identification d'une variété de voies intracellulaires oncogéniques comme cibles
thérapeutiques potentielles (57).

La dérégulation des voies de signalisation dans les tumeurs peut entrainer une
augmentation de la prolifération, de la survie, de I'invasion locale et du potentiel métastatique
des cellules cancéreuses, et une apoptose réduite (58). Afin d’assurer leur survie, les cellules
tumorales dépendent de maniere critique sur l'activation continue de la signalisation
oncogénique (59). Les cellules tumorales ayant une signalisation oncogénique surexprimée
sont plus affectées par les thérapies ciblées que les cellules non tumorales. Dés lors, plutdt que
de baser les décisions de traitement sur les caractéristiques histologiques, les décisions
thérapeutiques futures peuvent étres prises en fonction de I’identité des voies de signalisation
dérégulées (57, 60).

Ces voies peuvent étre ciblées par 1’inhibition sélective de molécules connues pour étre
activées dans le lymphome, dont beaucoup contribuent a la survie cellulaire (57). Parmi les
voies oncogéniques les plus étudiées dans le lymphome figurent PI3K/AKT/mTOR,
JAK/STAT, la signalisation des récepteurs des cellules B (BCR) et le NF-kB. Ces voies



peuvent étre activées via la surexpression de certaines protéines, telle que la protéine
régulatrice de I’apoptose Bcl-2, et par une perte de fonction de génes suppresseurs de tumeurs
et des protéines qu'ils codent (60).

Plusieurs thérapies ciblées font maintenant partie intégrante des traitements de premiere
ligne pour plusieurs tumeurs solides humaines. Néanmoins, le développement d'inhibiteurs
ciblant certains oncogeénes dans certaines tumeurs solides a démontré un succes limité en
raison de la chimiorésistance et du fait que la plupart des mutations trouvées dans les tumeurs
ne peuvent étre directement ciblées (40, 61). La variabilité de réponse clinique résulte de
I’hétérogénéité moléculaire et il a été€ proposé que le traitement anticancéreux puisse exploiter
directement la dépendance qu’ont les cellules cancéreuses sur des génes non mutés et associer
correctement une thérapie ciblée a la composition génétique et moléculaire unique aux sous-
types de lymphome (57, 59). Cette approche a eu un impact minimal sur la progression
thérapeutique étant donné la présence d’oncogeénes additionnels inconnus (57). Bien que la
théorie et les concepts fondamentaux derriere la thérapie ciblée soient établis, certains défis

sont difficilement surmontables.

1.2.2.1. L’identification de la cible thérapeutique

Différentes approches peuvent étre envisagées pour l'identification d’une cible. Une
premiére approche consiste & comparer les quantités de protéines individuelles dans les
cellules cancéreuses avec celles exprimées dans les cellules normales. Les protéines qui sont
surexprimées dans les cellules cancéreuses, qui fournissent un avantage sélectif aux cellules
tumorales (croissance ou survie), et qui ne sont pas exprimées (ou exprimées a des niveaux
beaucoup plus bas) par des cellules non cancéreuses représentent des cibles idéales (62). Une
autre approche consiste & déterminer si les cellules néoplasiques produisent des protéines
mutées qui participent a la génération et a la progression du cancer. Par ailleurs, des anomalies
chromosomiques peuvent également étre présentes dans les cellules néoplasiques, ce qui
entraine des génes de fusion dont les produits peuvent stimuler le développement du cancer
(62). De telles protéines de fusion peuvent devenir des cibles potentielles pour le traitement

anticancéreux.
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L’identification de mutations qui favorisent chacune des étapes de la progression

tumorale est essentielle au développement de nouvelles drogues chimiothérapeutiques

spécifiques. La spécificité et 'efficacité de ces nouvelles approches entrainent toutefois un

certain nombre de défis :

a.

Il est essentiel d'identifier et de quantifier spécifiquement les cibles protéiques
dans les cellules tumorales pour 1'utilisation de telles thérapies ciblées (63).

La présence d'une protéine mutée n'est pas toujours suffisante pour prédire
l'issue de thérapies ciblées. La dérégulation des molécules de signalisation en
aval pourrait également jouer un role important dans le succes de ces approches
thérapeutiques (63).

L’hétérogénéité intra-tumorale, caractérisée par le développement de sous-
clones et au degré de différentiation de cellules hématopoiétiques, varie
considérablement avec la progression de la tumeur (64). En ce qui a trait plus
spécifiquement au degré de différentiation de cellules hématopoiétiques,
I’identification de sous-types histologiques distincts a peu d'impact sur le
développement de drogues chimiothérapeutiques ou sur I'amélioration du taux
de guérison (60). L’une des raisons expliquant ce manque de progrés est
I’hétérogénéité des sous-types histopathologiques qui possedent différentes
caractéristiques moléculaires sous-jacentes. En effet, les cellules malignes
hématopoiétiques ont la capacit¢ de découler de différents stades de
différenciation hématopoiétique donnant naissance a des tumeurs hétérogenes.
L'hétérogénéité tumorale représente donc une limite potentielle rendant ainsi le
développement de la thérapie moléculaire ciblée pour le lymphome plus
difficile que pour tout autre type de cancer (57).

Les voies de signalisation physiologiques peuvent étre activées de fagon
aberrante par une variété de cytokines inflammatoires et de facteurs de

croissance qui sont produits dans le microenvironnement tumoral (60).

A mesure que de nouvelles cibles moléculaires sont identifiées, le nombre de nouveaux

agents anticancéreux ciblés continue d'augmenter. Cependant, en raison de l'interaction

complexe entre plusieurs voies oncogéniques du lymphome, les médicaments ciblés a ce jour
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sont peu efficaces contre ce cancer (57).

1.2.2.2. Les anticorps monoclonaux

Les caractéristiques des anticorps monoclonaux visent non seulement a cibler et a
interférer avec la signalisation cellulaire, mais aussi a induire une cytotoxicité dépendante des
anticorps et du complément (65-67). Ceci dit, bien que des réponses cliniques aient été
observées avec une variét¢ d'anticorps monoclonaux qui ciblent des antigénes associés aux
tumeurs et des antigénes spécifiques aux tumeurs, il semble plus fructueux de cibler le
processus oncogénique sous-jacent. Néanmoins, plusieurs anticorps ont depuis été développés
mais avec un succes limité (60). Les hypothéses pouvant expliquer pourquoi ces anticorps
peuvent étre sous-optimaux comprennent une faible expression des récepteurs, l'internalisation
des antigenes/récepteurs, et/ou un manque de spécificité des anticorps permettant un blocage
complet (57).

En médecine humaine, le développement et l'utilisation de I'anticorps monoclonal
rituximab a considérablement amélioré le pronostic du LNH, cependant les réponses sont
variables selon le sous-type de lymphome (68). La co-administration du rituximab et de la
chimiothérapie CHOP, comparativement a la chimiothérapie seule, a significativement
amélioré les taux de réponse, de rémission et de survie des patients atteints de lymphome
diffus a grandes cellules B (LDGCB), avec un taux de guérison de 60 a 70% (13, 49, 69).

Le rituximab est un anticorps chimérique murin/humain ciblant CD20. Il s'agit d'une
immunoglobuline glycosylée associant d'une part les régions constantes d'une IgG1 humaine
et d'autre part les régions variables des chaines légeres et lourdes d'origine murine (70). Cet
anticorps est spécifique pour le marqueur de surface cellulaire CD20 humain présent sur les
cellules de lignée B, et par conséquent exprimé sur de nombreuses cellules de lymphome B
(71). En se liant au CD20 sur les cellules de lymphome B, le rituximab permet 1’inhibition de
cinq voies principales : NF-kB, PI3K/AKT/mTORCI1, STAT3, MEK/ERK et p38-MAPK.
Ceci résulte en la régulation négative de 1’expression des membres de la famille des protéines

anti-apoptotiques Bcl-2 et en I’activation directe de 1’apoptose FAS (72-81).
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Alors que le rituximab a considérablement amélioré le pronostic du LNH, un nombre de
patients demeure réfractaire au rituximab, tels que ceux atteint d’un LNH récidivant (71).
Plusieurs mécanismes de résistance au rituximab ont été postulés : les polymorphismes du
récepteur Fc a la surface des cellules tumorales, la régulation négative ou la perte d’expression
du CD20, et la pharmacocinétique altérée des anticorps, etc (71). Une étude démontre que la
régulation a la baisse de I’expression de la protéine CD20 est fortement corrélée a la résistance
au rituximab in vitro (82) cependant, la pertinence clinique n’est pas totalement élucidée (83-
86). De plus, la résistance a la chimiothérapie a été principalement associée a une régulation
négative des voies intrinséques de 1’apoptose et a I’activation des voies de survie dans le
DLBCL (73, 74, 77-79, 87, 88). Par exemple, une exposition répétée au rituximab peut
générer un phénotype résistant a la thérapie par la régulation a la hausse des protéines de la
famille Bcl-2 anti-apoptotiques (77) ou par la régulation a la baisse des protéines pro-

apoptotiques BAK et BAX (89).

En médecine vétérinaire, le rituximab n’a malheureusement pas démontré une efficacité
optimale dans le lymphome canin a cellules B en raison du manque d'homologie de I'épitope
CD20 reconnu par le rituximab (62). Le manque d'homologie des épitopes entre les protéines
humaines et canines, et par conséquent la faible réactivité croisée des anticorps monoclonaux
(mAb) pour la protéine canine, limite leur utilisation chez les chiens. Plusieurs obstacles
demeurent dans le développement des anticorps canins tels que la faible immunogénicité des
mAbs humains et murins chez les chiens, le colt de production des mAbs, la pénétration
difficile des tumeurs et les faibles résultats in vivo (62).

Bien qu'il existe maintenant de nombreux mAbs approuvés pour la thérapie du cancer
chez les étres humains, en médecine vétérinaire, peu d’anticorps thérapeutiques atteignent le
marché. Un anticorps anti-CD20 similaire au rituximab contre les lymphomes B et un
anticorps anti-CD52 contre les lymphomes T, ont été considérés prometteurs en oncologie
vétérinaire. Malgré une augmentation notable de la survie médiane chez les chiens atteints de
lymphome B, les derniers essais cliniques n'ont pas démontré des résultats encourageants. En
effet, les essais cliniques randomisés combinant I’anticorps anti-CD52 avec deux protocoles

de chimiothérapie différents n’ont pas montré des résultats significatifs comparativement au
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placebo. De plus, ces deux anticorps ont démontré une spécificité médiocre pour leurs cibles

respectives (62).

1.2.2.3. Les petites molécules inhibitrices

Les progres de la compréhension de la biologie moléculaire du lymphome ont permis
d’identifier plusieurs cibles thérapeutiques potentielles. Néanmoins, le processus
d’approbation de nouveaux médicaments contre le lymphome demeure lent et inefficace. Les
sous-types histologiques distincts et I’hétérogénéité moléculaire du lymphome font en sorte
que le développement de la thérapie moléculaire ciblée est plus difficile que pour tout autre
type de cancer (90). Bien que des progres significatifs aient été réalisés en médecine humaine
dans le domaine de I’immunothérapie, les progres les plus rapides ont été réalisés dans le
développement de petites molécules inhibitrices qui modulent les voies de signalisation clés
importantes dans la pathogenése du LNH. Au cours de la derni¢re décennie, 1’identification de
voies moléculaires clés dans la pathogénése du lymphome a permis le développement de
nouvelles thérapies ciblées. En autres, en médecine humaine, 1’ibrutinib, ’idelalisib et le
venetoclax représentent des thérapies pour les patients atteints de lymphome B. Malgré des
preuves d’innocuité a long terme de ces molécules, la toxicité demeure un obstacle important
et la résistance fait surface (91).

Le développement de petites molécules inhibitrices en médecine vétérinaire est récent.
Que deux petites molécules inhibitrices sont approuvées pour usage chez les patients
vétérinaires : le toceranib phosphate (Palladia) et le masitinib (Kinavet) (92). Le toceranib
phosphate est un inhibiteur de la tyrosine kinase qui cible PDGFR (platelet-derived growth
factor receptor), VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) et KIT (tyrosine-protein
kinase). Il est approuvé pour le traitement des tumeurs mastocytaires canines, et certains
groupes ont rapporté son efficacité chez les chiens atteints de plusieurs types de carcinomes
(93-95). Le masitinib, un autre inhibiteur de la tyrosine kinase qui cible PDGFR, VEGFR et
KIT, inhibe la croissance des cellules de lymphome canin in vitro (96, 97). De plus, ces
mémes groupes ont rapporté que le KIT est exprimé a des niveaux élevés chez les chiens

atteints de lymphomes T de haut grade, et que le masitinib présente des effets antitumoraux
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chez ces chiens (96, 98). Cependant, il est non documenté dans la littérature si le toceranib

phosphate peut étre utilisé pour traiter le lymphome canin a ce jour.

CHAPITRE 2. L’homéostasie protéique et le stress protéotoxique

2.1. Le systeme ubiquitine / protéasome (UPS)

L’homéostasie protéique au sein d’une cellule réfere a I’équilibre entre la synthése, le
pliage, le controle de qualité ainsi que la dégradation des protéines et est nécessaire pour la
survie cellulaire et la prévention du cancer (99). Le systéme ubiquitine / protéasome (UPS)
assure une protéolyse ciblée et appropriée qui est essentielle a la fonction cellulaire et a
I'homéostasie cellulaire. Dans les cellules eucaryotes, la voie ubiquitine-protéasome est la voie
centrale non lysosomale pour la dégradation des protéines. Dans des conditions normales, la
voie lysosomale dégrade les protéines extracellulaires importées dans la cellule par endocytose
ou pinocytose, alors que le protéasome controle la dégradation des protéines intracellulaires
(100, 101).

Le systéme ubiquitine-protéasome (UPS) assure la dégradation des protéines marquées
par l'ubiquitine par le complexe protéasome 26S. Cette voie protéolytique coordonnée dépend
de l'activité synergique du systéme de conjugaison de l'ubiquitine et du protéasome 26S (102).
Le protéasome 26S est un complexe présent dans le noyau et le cytoplasme des cellules
eucaryotes. Il est composé d’un noyau catalytique ainsi que de sous-unités qui ont la capacité
de reconnaitre et de lier les substrats polyubiquitinés. Ces sous-unités accessoires déploient
des substrats et les alimentent au complexe catalytique, tout en éliminant les molécules
d'ubiquitine attachées. L'assemblage du protéasome 26S et la dégradation des substrats
protéiques dépendent de I'ATP (103, 104).

Les protéines destinées a la dégradation protéasomale sont modifiées par la conjugaison
d’ubiquitine aux résidus lysine par l'action concertée de certaines enzymes (E1-E3) (105, 106).

L’ubiquitine consiste en une protéine de 76 acides aminés pouvant étre fixée de manicre
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covalente a la lysine des protéines cibles. Des cycles répétés de conjugaison conduisent a la
formation d'une chaine de polyubiquitine attachée a la protéine cible sur un seul résidu de
lysine, ce qui en fait un substrat ciblé pour le protéasome 26S (107). L’addition d’ubiquitine a
la protéine cible signale sa dégradation protéasomale, altére sa localisation cellulaire, affecte
ses activités, favorise et/ou empéche l'interaction de la protéine avec d’autres substrats au sein
de la cellule (100, 108, 109).

En contrdlant les niveaux de nombreuses protéines cellulaires clés, le protéasome agit
comme régulateur de la croissance cellulaire et de 1'apoptose. La perturbation de son activité
peut avoir des effets profonds a la fois sur 1'étiologie et le traitement du cancer. De nombreux
facteurs de transcription régulés par le systéme ubiquitine-protéasome sont impliqués dans
I'oncogenese tel que le NF-kB. NF-kB est un régulateur de la prolifération cellulaire, de
l'apoptose, des réponses immunitaires et inflammatoires et contrdle l'expression des genes
codant pour les cytokines, les chimiokines, les facteurs de croissance, les molécules d'adhésion
cellulaire et les récepteurs de surface cellulaire (110, 111). Les facteurs inductibles par NF-xB
peuvent contribuer a la résistance aux médicaments, a l'angiogenése et au potentiel

métastatique (112).

2.2.  Le stress protéotoxique

Les protéines doivent se plier dans des structures tridimensionnelles uniques pour
assurer une fonction optimale et la survie de la cellule (113). Une multitude de stress
protéotoxiques, y compris des mutations génétiques, des erreurs de biosynthese et des
agressions physiologiques et environnementales, remettent constamment en question le
repliement adéquat des protéines et la fonction optimale du protéasome. Pour contrecarrer
cela, les cellules ont des voies de signalisation élaborées pour les protéger contre le mauvais
repliement et l'agrégation des protéines pour maintenir l'homéostasie des protéines
(protéostasie). La cellule détient des mécanismes qui maintiennent les conformations
protéiques fonctionnelles grace a des mécanismes de repliement, d'assemblage et de
désagrégation ainsi que des voies de clairance qui reconnaissent et ¢liminent les protéines mal

repliées (114). Ces mécanismes de contrdle de la qualité des protéines sont contrdlés par des

16



réponses adaptatives au stress, qui ajustent la capacité de repliement et de dégradation des

protéines selon le degré de stress protéotoxique (115).

2.2.1. Le stress protéotoxique au sein des cellules tumorales

Lorsque survient la tumorigenese, celle-ci induit I’altération de nombreux procédés et
conduit a des niveaux de stress augmentés, tels que I'augmentation du stress de la réplication,
le stress métabolique, le stress protéotoxique et le stress oxydatif (1). Les cellules réagissent au
stress de diverses facons, allant de l'activation des voies qui favorisent leur survie, ou
I’activation des voies qui favorisent plutdt la mort cellulaire programmée. Le type de réponse
entrepris dépend en grande partie de la nature et de la durée du stress ainsi que du type
cellulaire. On y retrouve bien souvent une interaction entre les différentes voies de
signalisation déterminant ainsi le sort final de la cellule. Le mécanisme par lequel une cellule
meurt dépend de divers facteurs exogeénes ainsi que de sa capacité a maitriser le stress auquel
elle est exposée (116). La réponse initiale d’une cellule au stress permet de [’aider a se
défendre et de se remettre de l'insulte. Cependant, si le stimulus nocif est non résolu, celle-ci

active les voies de signalisation de la mort cellulaire (116).

L’identification de génes essentiels a la survie des cellules cancéreuses a mis en lumiere
les génes impliqués dans la dégradation protéasomale et le repliement des protéines. Ces génes
déploient leur importance lorsque les aberrations génétiques, comprenant des altérations
transcriptionnelles, conduisent & des protéines indument pliées qui contribuent a un stress
protéotoxique accru. Les aberrations génétiques, telle que I'aneuploidie des cellules tumorales,
peuvent altérer 1'équilibre relatif des signaux de croissance et de survie, favorisant ainsi la
tumorigenese (1). L’aneuploidie entraine également 1’augmentation et la diminution des
niveaux de protéines transcrites ce qui provoque des déséquilibres dans la steechiométrie de
complexes protéiques (1, 117-119). Ces déséquilibres augmentent la quantité d'agrégats de
protéines toxiques déployés dans la cellule et placent des charges supplémentaires sur les
mécanismes de repliement et de dégradation des protéines afin de maintenir I’homéostasie

cellulaire.
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Afin d’assurer la survie cellulaire, cette contrainte protéotoxique doit étre réduite par une
régulation positive de la capacité de pliage des protéines et de la dégradation protéasomale.
Elle est neutralisée, en partie, par les réponses protectrices telles que la réponse au choc
thermique ou la réponse de la protéine dépliée (UPR) (1). Ces réponses régulent
I’augmentation de l'activité des protéines chaperons ce qui améliore la capacité de pliage des
protéines, contrecarrant ainsi le stress et favorisant la survie cellulaire. La régulation positive
de ces protéines chaperons et 1’augmentation de la dégradation protéasomale surviennent
communément dans les cancers humains (120).

Etant donné que certaines tumeurs dépendent de la réduction des niveaux de stress pour
leur survie, certaines approches ont été proposées permettant de mieux cibler les cellules
tumorales comparativement aux cellules non tumorales. D’une part, l'inhibition des voies qui
parviennent a réduire la capacité de la cellule a répondre au stress intracellulaire devrait
théoriquement augmenter de facon marquée les niveaux de stress au sein des cellules
tumorales. D'autre part, I'application d'une surcharge protéique peut spécifiquement tuer les
cellules cancéreuses, car elles possédent moins de capacité tampon que les cellules normales

(59).

2.3. Le stress protéotoxique associ¢ au réticulum endoplasmique

2.3.1. La dégradation protéique associée au réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un réseau de tubules et de sacs aplatis comprenant
des régions rugueuses et lisses qui different selon leur structure et leur fonction. La fonction
du RE est essentielle a la régulation de nombreux aspects de la physiologie cellulaire, tels que
le trafic de vésicules, la biogenese des lipides et des membranes ainsi que le ciblage et la
sécrétion de protéines (121-124). Le RE joue un role crucial dans le fonctionnement cellulaire
normal, par le traitement de la modification post-traductionnelle et le pliage des protéines

sécrétoires et membranaires. Ces protéines sont synthétisées le long de la membrane du RE
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rugueux et sont ensuite passées a l'appareil de Golgi, ou elles subissent d'autres modifications
post-traductionnelles. La capacité du RE a replier correctement ces protéines dépend des
protéines chaperons qui, dans des conditions physiologiques normales, sont en exces dans la

lumiére du RE (122).

La majorité des protéines sécrétées ou associées a la membrane cellulaire pénetre le
réticulum endoplasmique pour étre repliées correctement et s’assembler. Tel un systéme de
contrdle de qualité, le réticulum endoplasmique peut percevoir I’accumulation de protéines
mal repliées et y répondre par l'atténuation de la traduction, la régulation positive de genes
pour les protéines chaperons et autres protéines apparentées, et la hausse de la dégradation des
protéines mal repliées (125). La dégradation protéique associée au réticulum endoplasmique
(ERAD) est le processus par lequel les protéines aberrantes et/ou mal repliées localisées dans
la lumiere ou dans la membrane du réticulum endoplasmique sont éliminées (21, 126). Au
cours de ERAD, les chaperons moléculaires et les facteurs associés reconnaissent et ciblent les
substrats pour leur rétrotranslocation au cytoplasme, ou ils sont polyubiquitinés et dégradés
par le protéasome 26S. ERAD est essentiel au maintien de I'homéostasie du RE, et la
perturbation de ce processus est étroitement associ¢e a l'apoptose. Dans certaines conditions
cellulaires, la quantité de protéines de conformation anormale dans le RE s’accumulent ce qui

génére le « stress du RE » et ultimement I’apoptose (127).

2.3.2. Laréponse de la protéine dépliée

Le stress associ¢ au RE est une caractéristique commune de plusieurs cellules tumorales
causé par I’accumulation de protéines mal repliées au sein du RE due entre autres aux
stresseurs environnementaux tels que I’hypoxie, le manque de nutriments, 1’acidose, la
déplétion calcique du RE, le stress oxydatif, le dommage a I’ADN et les perturbations
énergétiques (21). Plusieurs types de cancers reposent sur les mécanismes de repliement et de
clairance protéiques du RE pour replier correctement les protéines de voies de signalisation
clés. Ces cancers requi¢rent une activité augmentée de la machinerie du RE en raison de leur

synthese élevée de protéines (128-133). Ceci dit, un stress protéique trop sévere ou se
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prolongeant surpasse les mécanismes compensatoires résultant en un stress protéotoxique
irréversible induisant la mort cellulaire (134, 135).

Les cellules cancéreuses sont dépendantes des mécanismes de repliement protéique pour
leur survie, et les mécanismes de neutralisation du stress étant élevés dans les cellules
tumorales contribuent au processus de tumorigenése. Conséquemment, les cellules
cancéreuses sont constamment sur la limite d’un stress protéotoxique irréversible,
comparativement aux cellules non tumorales qui parviennent a maintenir un équilibre (136,
137). Afin d’assurer la survie cellulaire, les cellules normales et tumorales réagissent
rapidement au stress du RE par des mécanismes initiés par un ensemble de signaux de
transduction intracellulaires, regroupés sous le terme de « la réponse de la protéine dépliée »
(UPR). L'UPR est un mécanisme de protection et de compensation majeur qui favorise le
repliement des protéines et la dégradation des protéines mal repliées.

L'accumulation de preuves a démontré que 1'UPR est un mécanisme important requis
pour les cellules cancéreuses dans le cadre d’un stress du RE. La signalisation du UPR
favorise généralement la survie cellulaire en améliorant la capacité de pliage des protéines
dans le RE (115, 116, 138). Les geénes ciblés par 'UPR comprennent les chaperons
moléculaires dans le RE, les catalyseurs permettant le repliement optimal des protéines, et les
sous-unités de la machinerie de translocation (134, 135). L'activit¢ ERAD dépend des
fonctions du UPR; notamment, plusieurs composants du systtme ERAD sont sous controle
transcriptionnel du UPR (figure 1) (139). Si la charge de protéines dans le RE dépasse sa
capacité de pliage, ou que le UPR comporte certaines défectuosités, les cellules ont tendance a
mourir avec des caractéristiques apoptotiques via la voie intrinséque (127, 134, 140). Ceci dit,
le stress du RE et le UPR ont un double impact sur les tumeurs : ils promeuvent a la fois la

croissance tumorale et I’apoptose (141).

20



Non pliée Forme native Sécrétion

/\/\/\ +
\

|

7
- ——-——-T

!
!
!
/

-~

I

Mal repliée

!
I
!
!

ERAD

Figure 1. L'activit¢ ERAD dépend des fonctions du UPR. Les protéines
pénetrent dans le RE sous forme non pliée, apres quoi elles se replient, forment
des oligomeres et passent a la voie sécrétoire tardive ou deviennent
irréversiblement mal repliées et sont ¢éliminées par la machinerie ERAD. Le
stress cellulaire ou la perte de ERAD entraine ’accumulation de protéines mal
repliées et, par conséquent, I’activation du UPR (fléche pleine). L’UPR agit pour
réduire les niveaux de protéines mal pliées en améliorant le repliement a 1’état
natif, en favorisant le transit vers la voie sécrétoire et en augmentant le taux
d’ERAD, tout en réduisant simultanément la formation de protéines mal repliées.
Figure adaptée de Travers et al. Cell 101 (3) 2000.

Le UPR comporte trois voies conservées régulant 1’expression de nombreux genes qui
maintiennent I’homéostasie au sein du RE ou favorisent I’apoptose cellulaire lors d’un stress

persistant (figure 2). L'activation d'au moins une branche du UPR et I’expression accrue de
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nombreux chaperons du RE et de génes cibles du UPR ont ét¢ démontrés dans un certain
nombre de tumeurs humaines mais leurs rdles ne sont pas encore compleétement caractérisés
(116). Les trois voies du UPR opérent en paralléle et chacune possede ses propres effecteurs
de signalisation (142). Un régulateur essentiel du UPR est le GRP78 (connu sous le nom de
protéine de liaison a la chaine lourde d'immunoglobuline ou BiP). Celui-ci est 1'un des
chaperons les plus abondants dans la lumiére du RE et est li¢ aux protéines transmembranaires
du RE : la « protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase » (PERK), l'activation du
facteur de transcription 6 (ATF6) et « I’inositol requiring enzyme 1 (IRE1) (134). En réponse
au stress du RE, la dissociation de GRP78 des protéines transmembranaires permet leur

activation ultérieure (127, 134).
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Figure 2. Le stress du RE induit le UPR. Dans le RE des mammiferes, le
stress du RE est détecté par trois protéines associées a la membrane, ATF6,
PERK et IRE1. L'ATF6 est un facteur de transcription dont 'activation nécessite
la translocation d'ATF6 a l’appareil de Golgi et le traitement subséquent de
I’ATF6 par deux protéases membranaires. PERK est une protéine kinase qui est
autophosphorylée et activée lorsque GRP78 se dissocie du domaine luminal du
RE en réponse au stress du RE. PERK phosphoryle elF2a, conduisant a une
atténuation globale de la synthese protéique que seules quelques protéines dont le
facteur de transcription ATF4 peuvent échapper. L'ATF4 active les génes en aval
qui peuvent avoir un rdle pro-survie ou pro-apoptotique (les événements pro-
morts sont marqués en bleu alors que les événements pro-survie sont marqués en
rouge). IRE1 est également une protéine kinase liée & la membrane qui est
activée lorsque GRP78 se dissocie de celle-ci et promeut I’épissage de 'ARNm
qui code pour la protéine XBP1. Figure adaptée de Liu et Ye, Cell Reasearch
21(6) : 867-83, 2011.
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Certaines études citent qu’en situation de stress, les trois voies du UPR sont activées
séquentiellement, la voie PERK étant activée la plus rapidement, suivi par ATF6 puis IREI.
Cela suggere que PERK et ATF6 peuvent résoudre le stress de fagon temps-dépendante, et
bien que IRE1 contribue également a la survie cellulaire, cette voie finirait par induire les
voies apoptotiques (143). Cependant, il a été récemment démontré que l'atténuation d'IREI
induit les voies apoptotiques et que l'activation persistante d'IRE1 augmente la viabilité
cellulaire en situation de stress. Ces données suggérent que la durée de signalisation de IRE1
agit comme commutateur (144, 145).

Le moment relatif auquel survient le stress déplace 1'équilibre entre la cytoprotection et
l'apoptose au fur et a mesure que le stress du RE non résolu persiste (143). Citons par exemple
la voie PERK comme étant central avec GADD34 comme un des joueurs principaux dans le
déclanchement de la cascade apoptotique avec CHOP (figure 3). La signalisation PERK induit
sa propre désactivation via l'expression de GADD34. GADD34 code pour une sous-unité
d’une protéine phosphatase qui contrecarre PERK en déphosphorylant elF2 a. Une
phosphorylation soutenue d’elF2a permet a la fois une diminution transitoire de la traduction
globale et ’expression d’ARNm spécifiques induits par le stress (127, 134). L’activation
excessive de cette voie peut cependant étre nocive pour la cellule lorsque la réduction de la
quantité de protéines qui entre dans le RE doit étre balancée avec la nécessité de maintenir une
synthése protéique suffisante pour assurer le mécanisme de repliement des protéines incluant
toutes les autres protéines essentielles qui sont pliées dans le RE (146). Le blocage de cette

voie de protection peut étre un élément central du passage de la phase adaptatrice a 1'apoptose.
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Figure 3. Le domaine cytosolique activé de PERK du UPR. GADD34 code pour une
sous-unité qui déphosphoryle eIF2 o permettant la transcription de CHOP en
aval. Schéma adapté de Walter et al., Science (2011) .

2.3.2.1. Lavoie de IRE1

La protéine IREla est une protéine transmembranaire qui contient a la fois un domaine
serine/thréonine kinase et un domaine endoribonucléase. Son domaine endoribonucléase
promeut ’épissage de ’ARNm qui code pour la protéine XBPI1. Cette derniére sert de
régulateur transcriptionnel des génes cibles du UPR tels que le contrdle de la transcription des

chaperons, des co-chaperons ainsi que des genes impliqués dans la dégradation des protéines
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(127). XBP1 contribue a la réponse adaptative au stress du RE grice a une régulation positive
du GRP7S.

L'é¢tude auprés de modeles animaux a démontré que XBP1 était nécessaire pour la
croissance tumorale in vivo. Cette étude a été effectuée chez des souris SCID dans lesquelles
ont ¢été injectées des fibroblastes embryonnaires de souris spontanément transformés. Les
cellules Xbpl -/- et Xbpl- n'ont pu développer de tumeurs chez la souris, méme en présence
de VEGF. Des mutations de XBP1 ont été décrites dans des cellules tumorales de patients
atteints de myélome multiple (147-149). La surexpression de XBP1 dans les cellules de
myé¢lome a ét¢ démontrée et elle semble étre critique pour 1'induction du myélome multiple
(131). Fait intéressant, il a ét¢ démontré que l'inhibition de I'épissage de XBP1 réduit la
croissance des cellules de myélome multiple (150). En conséquence, 1'inhibition de I'REla a
montré qu'il sensibilisait les cellules de myélome multiple au stress du RE et réduisait leur
survie (151). Ces résultats supportent que la voie IREI du UPR est nécessaire a la

tumorigenese.

2.3.2.2. Lavoie de ATF6

ATF6 est activé par une protéolyse intramembranaire régulée aprés sa translocation du
RE vers l'appareil de Golgi. L'ATF6 actif est un facteur de transcription qui régule l'expression
des chaperons du RE et de la protéine XBP1 pour faciliter le pliage, la sécrétion et la
dégradation des protéines dans le RE. Il a ét¢é démontré que les deux processus d'activation,
ATF6 et I'épissage initi¢ par IREla de I'ARNm de XBP1, sont nécessaires pour 1'induction
complete du UPR (127, 134).

L'ATF6 est surexprimé dans de nombreuses tumeurs humaines solides et participe a la
promotion de leur prolifération et de leur survie dans des conditions de stress (152).
L'expression de I'ATF6 contribue a la formation du cancer en régulant négativement les genes

impliqués dans la sénescence cellulaire (153).
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2.3.2.3. La voie PERK

L’activation de PERK implique son oligomérisation et son autophosphorylation. Tel que
discuté ci-dessus, la phosphorylation du facteur d'initiation eucaryote 2a (elF2a) par PERK
inactive indirectement elF2 et la traduction globale de I’ARNm. La réduction de la traduction
globale entraine une réduction des protéines régulatrices clés qui sont sujettes a un
renouvelement rapide, facilitant l'activation de facteurs de transcription, tel que NF-xB,
pendant le stress cellulaire (134). La répression translationnelle entrepris par PERK est
transitoire et permet la traduction sélective de certaines protéines activées, y compris la
traduction du facteur de transcription ATF4. ATF4 se transloque au noyau et induit la
transcription des genes requis pour rétablir 'homéostasie du RE incluant CHOP et GADD34
(134, 142).

En culture cellulaire, les fibroblastes embryonnaires murins (MEF) PERK - / - ne
parviennent pas a phosphoryler elF2a en réponse a I'hypoxie. Lorsque des MEF PERK - / -
sont injectés par voie sous-cutanée chez la souris, ils croissent plus lentement et présentent des
niveaux plus faibles de p-elF2a que les cellules PERK + / + (154). La perte de PERK dans les
cellules cancéreuses supprime I’apparition et I’expansion de la tumeur, alors qu’elle augmente
I’instabilité¢ génomique dans les cellules normales et peut entrainer le développement de la
tumeur (155). En ce qui a trait a 'expression de PERK in vivo, il a été démontré que les
lymphomes humains ont des niveaux significativement plus élevés de I’activation du UPR par
rapport aux tissus normaux dans le but de favoriser la survie cellulaire par l'induction d'une
autophagie cytoprotectrice (156). En somme, I’inhibition de PERK a démontré réduire la

croissance tumorale a la fois in vitro et in vivo (157).

L'une des composantes transcrite en aval de la voie PERK et ATF6 du UPR est la
protéine homologue C/EBP (CHOP), également connue sous le nom du géne GADDI153.
CHOP est un facteur de transcription important du passage de la signalisation pro-adaptative a
pro-apoptotique par le contrdle de geénes responsables d'initier 'apoptose (142, 146). Celui-ci
régule 1'expression de plusieurs génes codant pour des facteurs pro-apoptotiques comprenant

DRS5 (récepteur de mort 5). Des preuves récentes suggerent que sous un stress du RE, les
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protéines Bcl-2 pro-apoptotiques, Bak et Bax, subissent une altération conformationnelle dans
la membrane du RE permettant I’activation de la procaspase-12 qui réside dans le RE. La
caspase-12 activée clive et active la procaspase-9 et par conséquent permet l'activation de la
cascade des caspases (158). Il a été rapporté que les cellules déficientes en CHOP démontrent

une résistance a ’apoptose suite a un stress du RE (159).

CHAPITRE 3. VCP comme cible thérapeutique

3.1.  Laprotéine contenant de la valosine (VCP) et ses fonctions cellulaires

VCP est une ATPase cytoplasmique qui permet l'extraction des protéines marquées par
l'ubiquitine destinées a étre détruites par I’UPS, grace a l'interaction avec un certain nombre de
cofacteurs distincts (160-165). Cette protéine est un homohexamére membre de la famille des
ATPases associées a diverses activités cellulaires (AAA) possédant un domaine ATPase
hautement conservé. VCP est également connue sous les noms de chaperon moléculaire p97
chez les vertébrés, Cdc48 chez S. cerevisiae, Cdc-48 chez C. elegans, TER94 chez Drosophila
melanogaster et VAT chez les archaebactéries (162, 166-170). Elle est I’une des protéines les
plus abondantes dans le cytoplasme et le nucléoplasme comptant pour pres de 1% de toutes les
protéines cytoplasmiques (161, 171).

La protéine VCP comprend un domaine N et un domaine C-terminal et deux ATPases,
D1 et D2. L’ATPase D2 contribuerait a la majorité¢ de l'activit¢ ATPase de VCP (161, 172,
173). VCP possede des protéines effectrices contenant des motifs d’interaction protéiques qui
se lient a ses extrémités N- ou C-terminales (162, 164, 174-176). Chacun de ces complexes
protéiques permet le recrutement de VCP aux substrats cibles intégrés au niveau de différentes
structures cellulaires telles que le réticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi (177-179).
Ils sont également spécifiques a un processus cellulaire tels que ERAD (180-182), le UPS
(183-185), la réparation de I’ADN (186), la maturation des autophagosomes (187, 188), et la
régulation du cycle cellulaire (179, 189, 190).

L’hydrolyse de I’ATP dans le domaine D2 de VCP permet un changement

conformationnel des protéines permettant leur extraction mécanique de complexes protéiques,
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de membranes lipidiques ou de la chromatine, afin de les remodeler ou de les déplier et de les
présenter pour dégradation protéasomale ou lysosomale (167, 168, 174, 191-195). La simple
présence de VCP n'est pas suffisante pour que la dégradation se produise; I’ATPase de VCP
est nécessaire pour effectuer un réarrangement structurel essentiel (172, 196). L'initiation du
dépliage protéique est un processus complexe ou les étapes et les mécanismes peuvent varier
en fonction de la nature structurelle de la protéine ubiquitinée. Ce faisant, il a été proposé que
les divers roles de VCP soient médiés par une activité “ségrégase” qui désintégre des
structures en déployant un substrat endogene, ce qui expliquerait son implication dans des
processus aussi divers que ERAD, par exemple (160). En plus de son activité “ségrégase”, elle
posséde une activité enzymatique « unfoldase » pour les substrats du protéasome permettant
d’améliorer le processus de dégradation (160, 161). Toutes les protéines extraites, remodelées
ou dépliées par I’activité unfoldase ou “ségrégase” de VCP sont dégradées par le protéasome

(173).

Les fonctions de VCP sont essentielles a 1’'UPS, ce dernier étant responsable de la
dégradation ciblée de la plupart des protéines intracellulaires. Les fonctions moléculaires de
VCP sont associées a une grande variété de processus cellulaires comprenant la dégradation
protéique ubiquitine-dépendante telles que la dégradation protéique associée au réticulum
endoplasmique (ERAD), la dégradation protéique associée a la chromatine (CAD), et la voie

de I’agrésome-autophagie, pour en nommer que quelques-uns (figure 4) (187, 188, 197-199).
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Figure 4. Les fonctions cellulaires de VCP. VCP est associée a une grande variété de
processus cellulaires comprenant la dégradation protéique ubiquitine-dépendante
tels que la dégradation protéique associée au réticulum endoplasmique (ERAD),
la dégradation protéique associée a la chromatine (CAD), la voie de 1’agrésome-
autophagie, la dégradation protéique associée a la mitochondrie (MAD),
I’endocytose, et le trafic des protéines. Les protéines effectrices spécifiques a ces
fonctions ne sont pas démontrées dans ce schéma. Les fonctions en bleu
représentent celles associées au UPS. Schéma adapté de Meyer et al., Nature Cell
Biology (2012).

3.1.1.  Les fonctions de VCP au sein de la voie de I’agrésome-autophagie

Les cellules eucaryotes possedent deux moyens pour dégrader les protéines : le systeme
ubiquitine-protéasome et I’autophagie. Le protéasome est utilisé lorsque les protéines sont
marquées avec des chaines de polyubiquitine lys-48. Pour sa part, I’autophagie dégrade les
protéines mal repliées qui forment des agrégats dans le cytosol (200). Les protéines
polyubiquitinées sont transportées en région péri-nucléaire pour former des agrésomes et
s’assemblent avec des membranes autophagiques pour former des autophagosomes (201-203).

Dans ce processus, les constituants a étre dégradés sont séquestrés dans les vésicules a double
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membrane connues sous le nom de vacuoles autophagiques. Celles-ci se fusionnent avec le
lysosome, un organite majeur pour la dégradation qui contient des hydrolases pouvant
dégrader tout constituant subcellulaire (protéines, lipides, acides nucléiques, et glucides). Ce
processus peut é&tre décomposé en étapes distinctes: l'induction, la formation de
I’autophagosome et sa fusion avec le lysosome pour former un autolysosome, et la dégradation
autophagique.

VCP prend part a la fusion des autophagosomes, qui contiennent des protéines mal
repliées, aux lysosomes pour la formation des autolysosomes (187, 188, 204, 205). Cette
action se fait en partenariat avec HDAC6, un complexe moteur dynéine rétrograde qui permet
le recrutement de p62-NBR1-ALFY (194, 206, 207). La dysfonction de VCP ou de HDAC6
cause une défectuosité de la fusion entre 1’autophagosome et le lysosome (187, 188, 205, 208).
Cela provoque une augmentation du nombre d’autophagosomes qui sont dans 1’incapacité de
maturer en autophagolysosomes et de dégrader les agrégats de protéines (188). Ce phénomene

mene ultimement la cellule vers 1’apoptose.

3.1.2.  Les fonctions de VCP au sein de la dégradation protéique associée a la chromatine

L'intégrité du génome est préservée par les mécanismes de signalisation et de réparation
des dommages a I'ADN, qui contrecarrent les conséquences néfastes des lésions a I'ADN. La
chromatine permet l'intégration et 1’association structurelle et dynamique de protéines
impliquées dans divers processus, tels que la transcription, la réplication de 1I'ADN, Ia
réparation de I'ADN et la division cellulaire (173). La majorité des protéines recrutées a la
chromatine au cours de ces processus est essentielle pour l'entretien du génome et nécessite
d’étre retirée ou désassemblée dans un temps donné. Divers composants du UPS sont
étroitement associés a la chromatine, en particulier lorsque le taux de renouvélement protéique
devient plus important, comme dans le cas de 1ésions a 'ADN (173).

La dégradation protéique associée a la chromatine (CAD) est le processus par lequel les
molécules régulatrices associées a la chromatine qui sont impliquées dans la réplication et la
réparation de I’ADN, la division cellulaire et la transcription de genes, sont dégradées. VCP

induit le retrait des substrats polyubiquitinés conjugués au résidu lysine-48 liés a la chromatine
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pour permettre 1’assemblage adéquat des facteurs de signalisation en aval (209). Lorsque

Ufd1-Npl4 , .
P est recruté aux sites

qu’un dommage a I’ADN double-brin survient, le complexe VCP
de cassures de I’ADN double brin (DSB) peu de temps aprés les dommages (209, 210)
permettant la réparation de I’ADN et ultimement la survie cellulaire (190, 211-213). Il a été
démontré que ’inhibition de VCP ou I'expression mutante de la fonction “ségrégase” de VCP
ont provoqués des niveaux accrus et la persistance de chaines lys48-ubiquitine sur les sites de
DSB (214). 1l est donc possible d’affirmer que VCP est recruté aux sites DSB par les chaines
lys48-ubiquitine et que sa fonction immédiate aupres des substrats lys48-ubiquitinés aux DSB
est importante pour le recrutement de molécules de signalisation et de réparation, telles que
53BP1, BRCA1 et Rad51 (214-216).

Interférer avec VCP résulte en une accumulation de protéines polyubiquitinées sur la
chromatine et le PICHROS « protein-induced chromatin stress ». Conséquemment, il y a une
réponse inadéquate au dommage a I’ADN, ce qui résulte en une instabilit¢ génomique et
ultimement 1’apoptose. PICHROS affecte négativement les événements en aval impliquant des

substrats accumulés, tels que la réplication de 'ADN, la réparation de I'ADN, la mitose et la

transcription (209, 211-213, 217).

3.1.3.  Les fonctions de VCP au sein de la dégradation protéique associée au réticulum

endoplasmique

La dégradation protéique associée au RE s’agit de I’'une des voies les plus étudiées dans
la littérature qui contribue & maintenir I’homéostasie cellulaire (218-220). Dans ce contexte,
VCP joue un rdle clé dans ERAD des protéines sécrétoires et membranaires mal repliées ainsi
qu’aupres du turnover protéique dépendant de l'ubiquitine du UPS (173). VCP favorise la
rétrotranslocation des substrats du protéasome a travers la membrane du RE pour leur
dégradation protéasomale. Suite a I’ubiquitination des protéines cibles, VCP les extrait d’une
maniére ATP-dépendante du RE et elles maintiennent leur état mal replié jusqu’a ce qu’elles
soient dégradées par le protéasome dans le cytosol (180-182, 195, 221, 222). La perte de
l'activitt ATPase de VCP par mutation ou modification oxydative entraine un

dysfonctionnement ERAD, un stress du RE et une mort cellulaire apoptotique (223-225). Dans
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les cellules avec une activit¢ VCP-ATPase diminuée, I'ARNi de VCP a entrainé une
prolifération cellulaire réduite et une mort cellulaire apoptotique avec 1'émergence de la
caspase-3 et -7 (226). Par conséquent, la déplétion de VCP, comme 1'expression diminuée de
VCP, entraine des effets similaires: le dysfonctionnement de ERAD et le stress du RE menant

a la mort cellulaire apoptotique (227).

3.2. VCP au sein des cellules cancéreuses

Dans les cellules non tumorales, la charge des substrats de dégradation (c'est-a-dire les
protéines marquées par l'ubiquitine) s’équilibre avec la capacité de dégradation du UPS avec
I’aide supplémentaire de VCP. Pour leur part, les cellules cancéreuses sont caractérisées par
I’expression accrue de protéines mutantes et/ou I’expression de protéines en exces résultant en
une charge protéique qui dépasse la capacité de dégradation du UPS (228, 229). Cela s’illustre
ultimement comme un déséquilibre entre la synthése et I’assemblage des protéines. Pour
contrer ce déséquilibre, les cellules cancéreuses se fient alors a I’efficacit¢ de VCP pour
maintenir ’homéostasie de la cellule, sans quoi la cellule entreprendra 1’apoptose (230).

VCP détient la capacité de réguler les niveaux d’oncogeénes et suppresseurs de tumeurs
critiques via le contréle du cycle cellulaire, I’autophagie, la protéostasie, les processus
endocytiques et/ou les mécanismes de dommages a ’ADN. VCP et ses protéines effectrices
sont impliquées directement dans la régulation (dégradation protéasomale) de protéines
associées au cancer telles que IkBa, un inhibiteur de NF-xB (231, 232). VCP a également été
impliquée dans la dégradation ou la régulation négative de HIF 1o (promoteur de I'angiogenese
tumorale et du potentiel métastatique), Aurora B kinase (impliqué dans I'instabilité
génomique), et NF1 (suppresseur de tumeur et inhibiteur de la signalisation Ras) (233-235).

Etant donné la nature essentielle de VCP, I’expression altérée ou une mutation de VCP
peuvent avoir des conséquences pathologiques tels que I’inhibition de ERAD, une élévation
du stress du RE et ultimement 1’apoptose (223-225). Il a également été démontré que
I’inhibition de VCP, via I'utilisation d’ARN interférants qui la compose ou I’expression
déficiente de son ATPase, provoque une instabilit¢ génomique. L’instabilit¢ génomique

résulte par ’induction du PICHROS qui affecte directement et négativement de multiples
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processus métaboliques de I'ADN, y compris la réplication, les réponses aux dommages de
I’ADN, la mitose et la transcription, conduisant a un stress génotoxique et a l'instabilit¢ du
génome (173). Cette instabilité génomique provoque ultimement la mort cellulaire dans les
lignées cellulaires tumorales (224, 226).

VCP est présent a un niveau significativement plus élevé dans le sérum d’humains
atteints d’un carcinome ovarien et du lymphome non-Hodgkinien, entres autres (236). Les
niveaux d'expression tumoraux de VCP sont en corrélation avec la récurrence et le pronostic
de plusieurs carcinomes humains, tels que les carcinomes gastrique, épidermoide gingival,
oesophagien, etc. (237-247). Au sein des lymphomes cellules B canins, les niveaux
d'expression de VCP se sont révélés augmentés avec le grade corrélant 1'expression de VCP
avec la malignité pour ce sous-type de lymphome (22). Sur la base de ces données, il est
possible que des niveaux d’expression ¢élevés de VCP contribuent au processus de malignité
par sa capacité a réguler les protéines inhibant la croissance tumorale et a départir les cellules

malignes de protéines abondantes, mal repliées / agrégées et potentiellement toxiques (233).

CHAPITRE 4. Molécules ciblant la dégradation protéique

Au sein des cellules tumorales, les protéines sont renouvelées sans cesse, la dégradation
se produisant rapidement, spécifiquement, et de mani¢re dépendante de I'ATP (248). 1l
devient donc intéressant d’investiguer 1’efficacité des molécules chimiothérapeutiques sur les
processus de dégradation protéique, comme le systeme ubiquitine-protéasome (UPS), qui est
responsable de la plupart de la protéolyse cellulaire (248, 249). Tel que déja mentionné, la
voie de signalisation du UPS est une composante fondamentale de la prolifération et de la
survie cellulaire en assurant le role de médiateur pour la dégradation des protéines impliquées
dans la régulation de la croissance cellulaire (15).

Les cellules cancéreuses, incluant celles de lymphomes, peuvent étre particulierement
sensibles a la mort cellulaire par la suppression des mécanismes de dégradation protéique, car
elles présentent une dépendance accrue vis-a-vis ces mécanismes de contrdle de qualité pour
¢liminer une charge élevée de substrats (250) et des niveaux déséquilibrés de sous-unités de

complexes protéiques (117, 118) en raison de mutations ou un environnement métabolique
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altéré (251). Les lymphomes B et T de haut grade ou a grandes cellules possedent une
régulation a la hausse de HSP90, une protéine de choc thermique, et les inhibiteurs du
protéasome permettent l'arrét du cycle cellulaire et 'apoptose en provoquant une dérégulation

d'un certain nombre de protéines pro-apoptotiques dans ces cellules (252).

4.1.  Le UPR comme cible thérapeutique

Les cellules tumorales se développent sous un stress cellulaire causé par I'hypoxie, la
privation de nutriments, les dommages a 'ADN, le stress métabolique et le stress oxydatif
(253-255). Dans des conditions de stress cellulaire, la régulation des chaperons est a la hausse
afin d’assurer 1’adaptation des cellules cancéreuses au stress associ¢ a l'oncogenese soit en
réparant les protéines endommagées (repliement des protéines) soit en les dégradant. Les
cellules tumorales dépendent donc d’un UPR activé pour survivre au microenvironnement
hostile, contrairement aux cellules non tumorales dans lesquelles les voies du UPR demeurent
faiblement exprimées ou inactives parce qu’elles sont peu ou pas soumises a ces stress (127).
Cet écart entre les cellules tumorales et les cellules normales offre un avantage pour les agents
chimiothérapeutiques qui visent spécifiquement 'UPR. Ce potentiel thérapeutique impliquerait
principalement deux approches aupres des cellules tumorales: induire 1'accumulation de
protéines mal repliées dans le RE pour induire un stress au RE et inhiber les réponses
adaptatives et antiapoptotiques du UPR.

L'é¢tude des cellules de myélome a démontré que certains inhibiteurs de HSP90
similaires a la tunicamycine et a la thapsigargine (activateurs du UPR connus), sont capables
d'activer les trois branches du UPR et d’inhiber la prolifération et les niveaux d'expression
accrus de certains chaperons moléculaires tels que BiP et GRP94 générant ultimement

I’apoptose par accumulation de protéines polyubiquitinées (127).

L'un des chaperons du RE les mieux caractérisés est la protéine régulée par le glucose
(GRP78), également appelée BiP. GRP78 est impliqué dans de nombreux processus
cellulaires, y compris la translocation des polypeptides nouvellement synthétisés a travers la

membrane du RE, facilitant le repliement et I'assemblage des protéines, ciblant les protéines
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mal repliées pour la dégradation protéique associée au RE, régulant I'homéostasie calcique et
servant de capteur de stress. Elle maintient dans un état inactif les signalisations associées a la
capacité de repliement des protéines du RE, a la sensibilité des capteurs de stress du RE et les
machineries pro-apoptotiques associées au RE. GRP78 régule 1'équilibre entre la viabilité des
cellules cancéreuses et I'apoptose (256).

Les niveaux de Grp78/BiP sont habituellement élevés dans les tumeurs solides et les
lignées cellulaires cancéreuses (257, 258). Trois principaux mécanismes ont été proposés pour
la survie tumorale associé au GRP78: la promotion de la prolifération des cellules tumorales,
la protection contre I'apoptose et la promotion de I'angiogenese tumorale. Le GRP78 régulé a
la hausse permet la surexpression de XBP1, I’activation d'ATF6, la phosphorylation de elF2-a,
et I’induction d'ATF4 et de CHOP (159, 259).

Une étude évaluant la croissance de lignées cellulaires de cancer mammaires murins in
vivo chez des souris hétérozygotes Grp78+/—a soutenu l’effet cytotoxique de la perte de
fonction de GRP78, qui entrave de manicre significative la croissance des tumeurs. Cette
¢tude a également obtenue des résultats similaires lorsqu’effectuée in vitro (260). Entre autres,
il a été démontré que I’inhibition du chaperon GRP78 et du facteur de transcription XBP-1
dans de nombreuses cellules tumorales in vitro entraine une augmentation importante de la
mort par apoptose des cellules tumorales via une augmentation du stress du RE (159, 256,
261). Dans un modele in vivo de souris nues injectées de fibroblastes embryonnaires de souris
PERK +/ + et PERK -/ -, il a ét¢ démontré que la croissance tumorale des ceulles PERK +/+
croissent plus rapidement que les tumeurs PERK négatives (154). Ainsi, le ciblage par
chimiothérapie des mécanismes du UPR offre une stratégie potentielle pour traiter diverses

formes de cancer.

4.2. Inhibiteurs du protéasome

Le systéme ubiquitine-protéasome est un régulateur important de la croissance cellulaire
et de l'apoptose. La dégradation de substrats individuels peut étre régulée a la hausse, sans
affecter la protéolyse d'autres substrats, permettant ainsi au protéasome de fonctionner comme

régulateur des voies métaboliques (262). Différentes classes d'inhibiteurs du protéasome
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peuvent affecter de manicre différentielle la dégradation de divers substrats du protéasome.
Cela permet de contrdler les niveaux cellulaires de certaines protéines impliquées dans la
cancérogénicité et la progression de la tumeur, sans nécessairement avoir un effet systémique
généralisé (262). Les inhibiteurs du protéasome présentent un certain niveau de cytotoxicité
sélectif dans les cellules cancéreuses en induisant préférentiellement 1'apoptose des cellules
prolifératives ou en favorisant la présence de molécules inhibitrices de la croissance ou pro-
apoptotiques (262). La voie d’induction de l'apoptose par les inhibiteurs du protéasome se
produit souvent via la voie apoptotique intrinseque. Il en résulte une activation de la caspase-9,
suivie de l'activation des caspases effectrices-3 et -7, qui sont responsables des changements
biochimiques et morphologiques associés a 1'apoptose (262).

Un exemple de cancer grandement affecté par les inhibiteurs du protéasome est le
my¢lome multiple (MM) humain. Celui-ci exprime de maniere constitutive des facteurs de
survie associés au stress du RE qui sont essentiels pour leur propagation et leur maintenance.
Ainsi, les inhibiteurs du protéasome induisent I’apoptose des MM parce que le UPR est
incapable d’assurer la dégradation des protéines mal repliées. En fait, comparativement aux
autres lignées cellulaires, les cellules de MM sont les plus sensibles a 1'apoptose induite par
des inhibiteurs de protéasome via l'activation des voies associées a I'UPR, y compris PERK et

les facteurs de transcription en aval, ATF4 et la cible pro-apoptotique CHOP (122).

4.2.1. Le bortezomib

Le bortezomib est un inhibiteur puissant, hautement sélectif et réversible du protéasome
26S approuvé pour le traitement du lymphome du manteau récidivant et du myélome multiple
(15). Seules des études in vitro ont confirmé les effets cytotoxiques du bortezomib sur une
variété de cellules cancéreuses, y compris des cellules cancéreuses de la prostate, du poumon,
du sein, du colon et le LNH (263). De plus, il peut induire des activités cytotoxiques additifs
ou synergiques contre les cellules cancéreuses lorsque combiné avec d'autres agents
antinéoplasiques. Par exemple, il a été rapporté que le bortezomib sensibilise les cellules de
cancer du pancréas in vitro a 1'apoptose induite par le stress du RE et augmente ainsi fortement

l'activité anticancéreuse de la cisplatine (264).
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Le bortezomib peut jouer un role dans I'amélioration de I’efficacité de la chimiothérapie
conventionnelle en modulant les facteurs de résistance intracellulaire, tels que NF-kB. En
effet, les effets antinéoplasiques du bortezomib ont été attribués, en partie, a 1'inhibition de la
dégradation de IkB, empéchant ainsi l'activation des facteurs de transcription Rel / NF-«B,
reconnus pour favoriser l'expression de geénes antiapoptotiques, tel que Bcl-2 (265).
Cependant, des résultats récents ont démontré que l'inhibition de l'activit¢ Rel / NF-kB ne
représente qu'une petite fraction de l'activité anticancéreuse du bortezomib. En outre, il a été
démontré que le bortezomib tue les cellules a travers un processus indépendant du gene
suppresseur de tumeur p53, qui implique l'activation d'une réponse pro-apoptotique au stress
du RE (265). Cette hypothése est actuellement testée dans des essais cliniques prospectifs
combinant le bortezomib avec une variété de protocoles chimiothérapeutiques (57). Certains
inhibiteurs de protéasome de deuxieme génération visant a améliorer 'activité clinique et a
réduire les effets toxiques ont été¢ développés, permettant de combiner ces agents avec la
chimiothérapie (57, 266).

Bien que le bortezomib ait probablement de multiples mécanismes d'action, l'inhibition
protéasomale entraine une accumulation de protéines dépliées dans le RE. Il a ét¢ démontré
que le bortezomib supprime la voie IRElo/XBPl du UPR en inhibant [l'activité
endoribonucléase/kinase IRE1a et en stabilisant la forme non épissée de XBP1 (265). Ceci
explique l'efficacité élevée du bortezomib aupres de cellules cancéreuses dans lesquelles le RE
est déja prédisposé a une charge protéique élevée (267). Dans les lignées cellulaires de
my¢lome multiple, l'apoptose induite par le bortezomib a été attribuée a l'activation du UPR,
caractérisée par la stimulation de PERK et sa cible pro-apoptotique, CHOP tel que déja
mentionné (127, 265) .

Les inhibiteurs protéasomaux représentent une classe de médicaments qui se sont révélés
efficaces dans le traitement de certains cancers, principalement par leur capacité a induire
I’apoptose des cellules tumorales via 1’activation du stress du RE (265). Néanmoins, bien que
le bortezomib ait démontré une activité antiproliférative in vitro, les lignées cellulaires
dérivées de tumeurs solides peuvent survivre a de longues expositions aux inhibiteurs du
protéasome et cela illustre pourquoi le bortezomib a montré peu d'activité clinique envers les
tumeurs solides (44) et il n’a pas démontré d’activité clinique significative contre le

lymphome Hodgkinien récidivant ou réfractaire (15).

38



4.3. Inhibiteurs pharmacologiques de VCP

La protéine VCP possede un large éventail de roles au sein de la cellule. Dés lors,
I’inhibition pharmacologique de VCP peut résulter en une grande variation d’effets au sein de
la cellule dépendamment du type et du lieu d’interaction entre la drogue et VCP. Il existe a ce
jour plusieurs inhibiteurs pharmacologiques (liants compétitifs de I’ATP et inhibiteurs
allostériques) de VCP ayant tous une activité résultante distincte (119, 268-276). Cependant,
ces derniers possédent une efficacité modeste, leur spécificité n’est pas bien caractérisée et ils

n’ont pas les propriétés pharmacologiques requises pour leur utilisation in vivo (277).

4.3.1. N2, N4-dibenzylquinazoline-2,4-diamine (DBeQ)

Le N2, N4-dibenzylquinazoline-2,4-diamine (DBeQ) est un inhibiteur sélectif, puissant,
et réversible de VCP. Il a été identifi¢é comme un composé induisant plus efficacement
I'apoptose dans les cellules cancéreuses humaines par rapport aux cellules non cancéreuses
(278). 11 a été démontré que DBeQ induit rapidement l'activation des caspases -3 et -7, inhibe
I’autophagie par évidence d’une accumulation de LC3-II et induit la mort cellulaire dans les
cellules HeLa (271). Le mécanisme par lequel DBeQ provoque une induction rapide des
caspases est méconnu. Une possibilité est la suppression du mécanisme de contrdle de qualité
protéique. Une autre possibilité est que VCP peut réguler l'activit¢ de facteurs dans les
cascades de signalisation extrinséques ou intrinséques qui aboutissent a l'activation des
caspases. Enfin, il est possible que l'activation des caspases et l'apoptose soient un effet «hors
cible». Toutefois, une étude in vitro aupres de lignées cellulaires de lymphome du manteau
démontre que la perte de fonction de VCP dans ces lignées induit également la cascade des
caspases et la mort cellulaire, suggérant un effet plutot « ciblé » (279).

Le DBeQ détient la capacité d’induire une activation rapide des caspases et la mort
cellulaire auprés de lignées cellulaires dérivées de tumeurs solides contrairement aux
inhibiteurs du protéasome qui démontrent une forte activité monothérapeutique uniquement

dans les cancers de la lignée hématopoiétique (44). Ces résultats suggerent que l'inhibition de
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VCP peut étre plus efficace que [l'inhibition du protéasome comme stratégie

chimiothérapeutique.

4.3.2. Eeyarestatin 1

Eeyarestatinl (Eeyl) est un inhibiteur pharmacologique de VCP de premiére génération
congu pour une utilisation in vitro (135, 280). Eeyl comprend deux domaines
fonctionnellement indépendants, un domaine contenant du nitrofurane (NFC) et un domaine
aromatique. Le domaine NFC de EeylI est requis pour l'interaction avec le domaine D1 de VCP
et pour ses activités inhibitrices et cytotoxiques auprés de ERAD. Le domaine aromatique
d'Eeyl est non-toxique par lui-méme, mais il peut recruter Eeyl a la membrane du RE
permettant au NFC de se lier directement & VCP et d'interférer avec ses fonctions associées au
RE (135).

Eeyl peut induire la mort cellulaire dans les cellules cancéreuses hématologiques par un
mécanisme similaire a celui du bortezomib. Il induit l'accumulation de protéines
polyubiquitinées dans les cellules, générant un stress du RE et activant I'expression de CHOP
en plus de causer une perte compensatoire de I’histone H2A mono-ubiquitinée, signe de
répression de la transcription protéique (279, 280).

Une étude a démontré que cette drogue induit ’apoptose dans des lignées cellulaires
dérivées de lymphomes canins par un mécanisme de dommage a ’ADN (22). Ces lignées
cellulaires ont une sensibilité augmentée aux effets létaux de Eeyl ayant un LC50 5-6 fois
plus faible comparativement aux PBMCs. Eeyl n’a ni induit le stress du RE, ni perturbé la

voie de I’agrésome-autophagie dans ces cellules (22).

4.3.3. Le CB-5083

Le développement d’inhibiteurs pharmacologiques de VCP pour utilisation in vivo, a
permis de mettre au point le CB-5083, un inhibiteur pharmacologique puissant et sélectif du
domaine D2 de I’ATPase de VCP possédant une activité contre un large éventail de types de

tumeurs. Les études in vitro démontrent que l'inhibition spécifique de VCP par le CB-5083,
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dans des lignées cellulaires cancéreuses humaines, conduit a la perturbation des mécanismes
cellulaires responsables de la dégradation protéique ubiquitine-dépendante. L’accumulation de
protéines polyubiquitinées dans le RE active les trois voies de IUPR et permet la
surexpression du facteur de transcription CHOP, un mécanisme important de la cytotoxicité de
CB-5083. L’induction de CHOP est requise pour I’induction de I’activité des caspases et de la
cytotoxicité (277).

Le CB-5083 a démontré des propriétés pharmaceutiques compatibles pour une
utilisation in vivo. Par le passé, I’activité anti-tumorale de CB-5083 a été caractérisée in vivo
pour plusieurs cancers hématologiques chez des souris porteuses de tumeurs solides. Une
inhibition puissante de la croissance tumorale dans plusieurs modeles de xénogreffes de
tumeurs solides a été constatée. Dans ces modeles, le CB-5083 provoque l'accumulation rapide
et soutenue de polyubiquitine dans des xénogreffes tumorales. Parallélement a 1'augmentation
des niveaux de polyubiquitine, 1'activation des voies du UPR et I’induction de marqueurs de
I’apoptose sont également observées (277). Cette drogue agit sur les voies de signalisation
UPS, UPR et I’autophagie dans des modeles in vivo avec une amplitude et un temps similaire
a ceux observés en culture cellulaire, suggérant que 1'inhibition de VCP conduit aux mémes
phénotypes in vivo que in vitro. De plus, CB-5083 a une forte activité antitumorale dans les
modeles de tumeurs hématologiques et solides. Une augmentation de I'induction du UPR avec
inhibition de VCP in vivo combinée a I’administration per os permettant un niveau sérique
prolongé de la drogue peut également contribuer a son activité anti-tumorale par rapport aux
inhibiteurs du protéasome.

Le CB-5083 est un candidat en téte de liste des thérapies ciblées notamment contre le
my¢lome multiple chez I'humain (277). Il posséde une activité puissante contre plusieurs
lignées cellulaires de myélome et un certain nombre de modeles de myélome multiple in vivo
en induisant 'accumulation de protéines polyubiquitinées, I’'induction du UPR et ultimement
I'apoptose. De plus, il diminue la viabilit¢ de lignées cellulaires de myélome multiple et de
cellules de myélome multiple dérivées de patients, y compris celles résistantes aux inhibiteurs
du protéasome (281). Le CB-5083 est en développement préclinique et est évalué dans deux
essais cliniques de phase 1 chez des patients atteints de myélome multiple récidivant et

réfractaire et chez des patients présentant des tumeurs solides avancées.

41



Les différences pharmacodynamiques et l'efficacit¢ de CB-5083 dans les tumeurs
solides comparativement aux inhibiteurs du protéasome ont été étudiées et contribuent a ses
nombreuses qualités comme thérapie ciblée. Un inhibiteur de VCP, par opposition aux
inhibiteurs du protéasome, permet une suppression plus puissante et durable des voies de
contrdle de la qualité protéique dans les cellules tumorales (282). L'activité antitumorale de
CB-5083 a été comparée au bortezomib, a la fois dans un modele in vivo de myélome multiple
(AMO-1) et de tumeur solide (carcinome pulmonaire A549). Le bortezomib a été administré a
sa dose prouvée efficace tout en respectant la voie d'administration (IV) et la posologie. Le
CB-5083 a été efficace dans le modéle de myélome multiple AMO-1 et dans le modéle de
carcinome pulmonaire A549 comparativement au bortezomib. Il a été démontré qu’apres une
administration unique de CB-5083, l'induction du UPR avec le CB-5083 se produit & une plus
grande amplitude et plus rapidement comparativement au bortezomib. Ceci suggére le
potentiel d'efficacité accrue de CB-5083 auprés des cancers sensibles a la mort cellulaire
induite par 'UPR (277). 1l s’agit d’une indication préclinique que les inhibiteurs de VCP sont
potentiellement efficaces contre les tumeurs hématologiques et solides et une preuve que CB-

5083 est non seulement efficace mais potentiellement supérieur au bortezomib (283).
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Hypothése et objectifs

L’expression élevée de VCP documentée au sein des cellules de lymphomes canins et
les résultats obtenus auparavant avec Eey-1 nous permettent d’émettre 1’hypothése initiale que
le CB-5083 démontrera une cytotoxicité sélective envers les cellules dérivées de lymphomes

canins in vitro en induisant I’apoptose via un mécanisme de dommage a I’ADN double-brin.

L’objectif principal du projet est de valider le CB-5083 comme une thérapie ciblée
efficace dans le traitement du lymphome canin in vitro, plus particuliérement en identifiant les
mécanismes d’action cellulaires et moléculaires du CB-5083 sur trois lignées cellulaires
dérivées de lymphomes canins (CLBL-1, CL-1 et 17-71). Spécifiquement, nous déterminerons
les effets du CB-5083 sur la viabilit¢ cellulaire et I'apoptose sur ces lignées cellulaires en
utilisant des cellules mononucléées de sang périphérique fraichement isolées (PBMC) comme
controle. Nous évaluerons ensuite son effet sur le dommage a I’ADN double brin, le stress du

RE, la voie de l'agrésome-autophagie, et la réponse de la protéine dépli¢e (UPR).
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ABSTRACT

Valosin-containing protein (VCP), through its critical role in the maintenance of protein
homeo- stasis, is a promising target for the treatment of several malignancies, including canine
lym- phoma. CB-5083, a first-in-class VCP inhibitor, exerts cytotoxicity through the induction
of irreversible proteotoxic stress and possesses a broad spectrum of anticancer activity. Here,
we determined the cytotoxicity CB-5083 in canine lymphoma cells and its mechanism of
action in vitro. Canine lymphoma cell lines were treated with varying concentrations of CB-
5083 and assessed for viability by trypan blue exclusion and apoptosis by caspase activity
assays. The mechanism of CB-5083 action was determined by immunoblotting and RT-qPCR
analyses of Lys48 ubiquitination and markers of ER stress (DDIT3), autophagy (SQSTMI,
MAPILC3A) and DNA damage (yH2AX). Unfolded protein response markers were also
evaluated by immuno- blotting (elF2a, P-e[F2a) and RT-qPCR (ATF4). CB-5083 treatment
resulted in preferential cytotoxicity in canine lymphoma cell lines over control peripheral
blood mononuclear cells. CB- 5083 rapidly disrupted the ubiquitin-dependent protein
degradation system, inducing sustained ER stress as indicated by a dramatic increase in
DDIT3. Activation of the unfolded protein response occurred through the increase elF2a
phosphorylation and increased transcription of ATF4, but did not re-establish protein
homeostasis. Cells rapidly underwent apoptosis through activation of the caspase cascade.
These results further validate VCP as an attractive target for the treatment of canine lymphoma

and identify CB-5083 as a novel therapy with clinical poten- tial for this malignancy.
KEYWORDS

canine lymphoma, ER stress, p97, targeted therapy, valosin-containing protein, VCP

Abreviations: RT-qPCR, reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction; ER,

endoplasmic reticulum; DMSO, dimethyl sulfoxide; PBS, phosphate buffered saline
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INTRODUCTION

The survival of dogs with lymphoma has remained largely unchanged in the last 15
years. Although it is now clear that certain lymphoma subtypes require different therapeutic

approaches, optimal treatment has not yet been elucidated, and palliation remains the goal for

1
most patients. Chemoresistance either at onset or at recurrence is often the reason for

1
treatment failure. Novel therapeutic approaches are currently being investigated to

circumvent this problem, and one that seems to hold particular promise is the development of
2
molecular-targeted therapies. Historically, the search for molecular targets has largely

3
focused on oncogenes, in line with the concept of “oncogene addiction.” This theory posits
that the inhibition of driving oncogenes results in dramatic consequences for cancer cells

while sparing normal, non-addicted cells. Although driving oncogenes have been successfully

4
defined in certain cancer types, they appear more difficult to identify in lymphoma. Recently,
a “non-oncogene addiction” concept has emerged, which posits that the cancer phenotype
requires the activity of genes and pathways that cannot be considered as onco- genic

5
themselves. This concept is based in part on the notion that cancer cells are exposed to more

6
stressful cellular conditions. Indeed, in order to survive such conditions, cancer cells must

adapt and there- fore become more reliant on compensatory pathways.

The protein degradation pathway is an example of a compensa- tory pathway that is
gaining momentum as an anticancer target. Cancer cells have long been known to carry

numerous mutations and supernumerary chromosomes, making them likely to produce abnor-

7.8
mal or excess proteins that must be eliminated. It has therefore been suggested that cancer

cells are more dependent on components of the protein degradation machinery to maintain

9
homeostasis and survive. Several components of the degradation machinery have been

10-12
reported to be overexpressed in cancer cells. Of particular interest to this study is valosin-

containing protein (VCP, also known as p97). It is a ubiq- uitously expressed hexameric
protein member of the AAA family of ATPases that is composed of 2 ATPase domains (D1

and D2), a N- terminal domain and a C-terminal tail. Through complex interactions with
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cofactors, it is involved in endocytosis, autophagy and protein traf- ficking but more
importantly, in ubiquitin-dependent protein degradation processes such as ER-associated

degradation (ERAD), mitochondrial- associated degradation and chromatin-associated

13
degradation (CAD). VCP overexpression has been documented in several malignancies

14-19
including canine lymphoma, and often in a manner relating to malig- nancy and outcome.

Due to its critical role in protein homeostasis, VCP has proven to be a promising target for the

20-22 19
treatment of several malignancies, including canine lymphoma.

Indeed, a previous study documented VCP as a valid target for canine lymphoma.
Canine lymphoma cells exposed to the VCP inhibi- tor Eeyarestin 1 exhibited marked
accumulation of cytoplasmic and (more importantly) nuclear polyubiquitinated protein.

Ultimately, induction of apoptosis was proposed to be related to increased DNA damage, due

19
to the requirement of VCP activity for CAD.

A recent study reported the development of CB-5083, a first-in- class small molecule

23
inhibitor of VCP with a promising pharmacologi- cal profile for clinical use. Studies report a

mechanism of CB-5083 action based on binding and inhibition of the D2 ATPase domain of
VCP, which results in the disruption of ubiquitin proteasome system (UPS), the accumulation

of cellular polyubiquitinated proteins, and consequent ER stress and activation of the unfolded

23,24
protein response (UPR).  Cells exposed to CB-5083 ultimately undergo apoptosis by failing
to restore protein homeostasis. This drug exhibited a broad range of cytotoxicity and antitumor

activity in vitro and in vivo when tested on a panel of human cell lines and mouse xenograft

23,24
models.  The aim of the present study was to evaluate the in vitro effects and mechanism of

action of CB-5083 in canine lymphoma, in order to develop therapeutic strategies for this
disease and further validate canine lymphoma as a research model for the study of VCP

inhibitory molecules.
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MATERIALS AND METHODS
Cell culture (canine lymphoid cell lines an PBMCs)

The canine lymphoma cell lines CLBL-1, CL-1 and 17-71 were maintained in culture

25,26
according to previously published conditions. Briefly, cells were grown in RPMI medium

(Invitrogen, Carlsbad, California) containing 20% (CLBL-1) or 10% (CL-1 and 17-71) heat-
inactivated foetal bovine serum (Invitrogen) and 1% penicillin/strepto- mycin/fungizone

(Invitrogen) at 37 C in humidified 5% C02/95% air.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from healthy donor dogs
using Histopaque 1077 (10771; MilliporeSigma, Oakville, Ontario, Canada) according to
manufacturer’s recommenda- tions. Briefly, whole blood was collected in heparinized tubes
and lay- ered on an equal volume of Histopaque-1077. Samples were centrifuged at 400g for
30 minutes allowing the retrieval of the mononuclear cell layer. PBMCs were cultured under
the same condi- tions as the CL-1 and 17-71 cells (see above). All animal procedures were
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Universit¢ de Montréal
and were in agreement with the Cana- dian Council on Animal Care (CCAC) policy on

humane care and use of laboratory animals.

Dose-response experiment

4 5
Using 24-well plates, 5 x 10 CLBL-1, 17-71 and CL-1 cells (or 2.5 x 10 PBMCs) were
seeded and treated with vehicle (DMSO) or increasing concentrations of CB-5083 for 48

hours (n = 3 wells/ treatment). The number of viable cells per well was counted 3 times using

27
the trypan blue exclusion assay and a haemocytometer. The number of viable cells in the

treated groups was normalized to the number of viable cells in the control group (vehicle), and
the data plotted as percentage reduction in viable cell numbers. The genera- tion of dose-
response curves and IC50 values were carried out using the Compusyn Software 1.0 (2005,

Combosyn Inc, Paramus, New Jersey).
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Time-course analyses

6
Using a 6-well plate, 2 x 10 CLBL-1 cells were seeded per well and treated for 0.25, 0.5, 1, 2,
4, 6, 8, 12 and 24 hours with vehicle (DMSO) or 1 uM CB-5083 (n = 3 per time point). Cells

were then either collected for protein, mRNA extraction or apoptosis analyses (see below).
Apoptosis assays

The Caspase-Glo 3/7 assay and Caspase-Glo 8 assay kits (# G8090 and #G8200; Promega,
Madison, Wisconsin) were used following manufacturer’s instructions for cells in suspension.

Briefly, in a 96- well plate, a 1:1 ratio of Caspase-Glo -3/7 or -8 reagent was added to each

4
cell sample (=2 x 10 cells) and incubated at room tempera- ture for 1 hour prior to
quantification using a plate-reading lumin- ometer (SpectraMax i3, Molecular Devices,

Sunnyvale, California).
Immunoblot analyses

Treated cells were collected, centrifuged at 1200g for 10 minutes and washed twice with PBS.
Protein extraction was performed fol- lowing the incubation of cells in M-PER mammalian
protein extrac- tion reagent (#78501; Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts) mixed with
Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (#78430; Thermo Scientific). Proteins were
quantified using the Brad- ford method (#500-0006; Bio-Rad Protein Assay, Bio-rad
Laborato- ries, Mississauga, Ontario, Canada) and stored at —80 C. Protein samples (15 pg per
well) were resolved on 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels and transferred to
Immobilon-PSQ PVDF transfer membranes. The blots were probed at 4 C overnight with
antibodies against YH2AX (# ab26350; Abcam, Toronto, Ontario, Canada, 1/1000), Lys48
ubiquitin (# 05-1307, Millipore, Etobicoke, Ontario, Canada, 1/2000) SQSTM1 (# ab56416;
Abcam, 1/1000), DDIT3 (# ab11419; Abcam, 1/100) MAPILC3A (# 4599, Cell signal- ling,
Denver, Massachusetts, 1/1000), eIF2A (# ab55924, Abcam, 1/1000), EIF2S1 (phospho S51)
(# ab32157, Abcam, 1/1000), or ACTB (# sc-8432, Santa Cruz, Mississauga, Ontario, Canada,
1/50000). ACTB was used as the loading control. Following incuba- tion with horseradish

peroxidase-conjugated secondary anti-rabbit or anti-mouse antibody, the protein bands were
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visualized by chemilu- minescence using the Immobilon Western HRP substrate (#
WBKLS0500, Millipore). Signal was visualized with the Bio-Rad ChemiDoc MP imaging

system and quantified using Image Lab 5.0 software (Bio-Rad Laboratories).
Real-time PCR

Treated cells were collected, centrifuged 10 minutes at 8000g, washed with PBS and
frozen at =80 C in 350 pL RLT buffer (manufacturer provided buffer) and 3.5 puL f-
mercaptoethanol as per manufacturer recommendation. Total RNA was extracted using the
RNeasy Mini Kit (# 74106, Qiagen, Venlo, Netherlands). RNA quanti- fication was performed
using a ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop, Thermo Scientific). RNA was reverse-
transcribed using the SuperScript Vilo cDNA Synthesis Kit (# 11754, Invitrogen) follow- ing

the manufacturer’s instructions.

Real-time PCR reactions were run using a C1000 Touch thermal cycler (Bio-Rad
Laboratories) and Universal SsoAdvanced SYBR Green Supermix (# 172-5274, Bio-Rad
Laboratories). Primer efficiency curves were generated using serial dilutions of cDNA, and

amplifica- tion efficiency (E) values were obtained using the slope of the log- linear phase

(1/slope)
derived from the formula E=e¢ . Only primers with efficiency values between 1.8 and 2.2

were used. The thermal cycling program to amplify transcripts typically consisted of 3 minutes
at 95 C, followed by 40 cycles of 15 seconds at 95 C, 30 seconds at 60 C and 30 seconds at 72

C. To quantify relative gene expression, the cycle threshold (Ct) values for each transcript
Ct RPL19 ECt target

were compared with that of RPL19, according to the ratio (R = [ / ]). RPL19 was

determined to be a good internal control and Ct values showed minimal variation across
19,28,29

conditions consistent with previous publica- tions. MIQE guidelines were followed

0
throughout. Primer sequences were: RPL19 sense 5 -AAACGGTGTCGCCTCCTGT-
0 0 0 0
GACCT-3 ; antisense 5 -TTTTTGTGAGACCGGGCGGCCTT-3 ; DDIT3 sense 5 -
0 0 0
TCACGGGGCTTCCTTTTTCC-3 ; antisense 5 -GACCTTTG TTCCTCCTTCTTAGTTT-3
0

0 0
; ATF4 sense 5 -GAACAGCGACCTCTTG GGTA-3 ; antisense 5 -

0
TGTTGCCTTTCCTCCTACGG-3 .
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Statistical analysis

All statistical analyses were carried out using GraphPad Prism 6 soft- ware (GraphPad Prism,
GraphPad software inc, La Jolla, CA). Caspase 3/7 activation was analysed using 2-way
analysis of variance (ANOVA) with Sidak’s post-hoc adjustment for multiple comparisons.
Lys48 ubiquitin, SQSTM1 and YH2AX expression were analysed by 1-way ANOVA with
Tukey’s post-hoc adjustment for multiple com- parisons. All other data were analysed using a
I-way ANOVA with Dunnett’s post-hoc test. Differences were considered significant when P

<.05.
RESULTS
The VCP inhibitor CB-5083 has anticancer activity against canine lymphoma

To determine the sensitivity of canine lymphoma and normal canine cells to the VCP
inhibitor CB-5083, CLBL-1, CL-1 and 17-71 cell lines and freshly isolated PBMCs were
cultured in presence of graded con- centrations of CB-5083, and viable cells were counted
after 48 hours (Table S1, Supporting Information). All canine lymphoma cell lines were
highly sensitive to CB-5083, with IC50 values in the nanomolar range (Figure 1). PBMCs
were more resistant, with an IC50 value =8 times greater than the most sensitive cell lines

(CLBL-1 and 17-71).

To assess if cell death was due to apoptosis, CLBL-1, CL-1 and 17-71 cell lines were
treated with CB-5083 (1 pM) for up to 24 hours and the activation of the caspase cascade
measured using the Cas- pase Glo 3/7 assay. Apoptosis was significantly induced as early as 6

hours post-treatment in CL-1 and CLBL-1 cells, and by 12 hours in 17-71 cells (Figure 2).
CB-5083 results in activation of the UPR and unresolvable ER stress

To determine the molecular mechanism through which CB-5083 exerted cytotoxicity in canine
lymphoma cells, CLBL-1 cells were treated with CB-5083 over a time course.
Immunoblotting was then done to assess levels of Lys48 polyubiquitinated proteins, as well as
markers of autophagy (SQSTMI1, MAPILC3A) and DNA damage (yYH2AX, a marker of
double-stranded DNA breaks). Results were con- sistent with a disruption of the UPS,
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characterized by a pronounced and sustained increase in Lys-K48 polyubiquitinated proteins
early following drug exposure. Furthermore, a decrease in SQTMI in the absence of
accumulation of MAP1LC3B was also noted early following CB-5083 exposure, suggesting
possible activation of autop- hagy (Figure 3). Although an induction of YH2AX was observed,
sug- gesting the occurrence of DNA damage, it occurred late relative to the induction of

apoptosis.

To determine if the observed accumulation of polyubiquitinated proteins resulted in ER
stress, the activation of UPR, and ultimately cell death, CLBI-1 cells were treated with CB-
5083 over time. The UPR can be activated via 3 pathways: IRE1, ATF6 and PERK. Of the 3,
the PERK pathway is essential to DDIT3 upregulation, which leads to apoptosis in the

presence of chronic ER stress (Figure 4).30’3 I To assess activation of the PERK pathway,
elF2a and phopho-elF2a levels were measured by immunoblotting, and the expression of the
phopho-elF2a downstream effectors ATF4 and DDIT3 was evaluated by RT-qPCR. Finally,
caspase-8 activation was assessed using the Caspase Glo-8 assay (Figure 5). Consistent with
activation of the PERK pathway, a rapid induction of phosphorylation of elF2a and a
significant increase in both ATF4 and DDIT3 mRNA levels occurred by 4 hours post-
exposure to CB-5083. Caspase-8 activation was also significantly increased compared with

controls by 4 hours post- treatment.
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DISCUSSION

Targeting of protein homeostasis has become a clinically proven anti- cancer strategy

32
since the introduction of proteasome inhibitors as a treatment for multiple myeloma.

Although their development pro- vided the rationale for targeting of the UPS, the clinical use

33
of protea- some inhibitors resulted in the development of high rates of resistance and they

32
were found to be ineffective in solid tumours, illustrating the need for novel targets in the

regulatory components of the UPS pathway. Since the clinical introduction of proteasome
inhibitors, several in vitro studies have documented the efficacy of targeting VCP in order to

induce cancer cell death in various haema- tologic and solid cancers including canine

19,24,34
lymphoma, providing important proof-of-principle for VCP targeting. However, until the

22,35
development of CB-5083, few if any VCP inhibitors had the right pharmacological

24
properties to be used in vivo. In this study, CB- 5083 was used to treat 2 B-cell (17-71, CL-

BL-1) and 1 T-cell (CL-1) canine lymphoma cell lines. Our results suggest a potent and
differen- tial cytotoxic effect of CB-5083 attributable to irreversible cellular stress caused by
protein accumulation. We propose that CB-5083 therefore represents a novel anticancer

approach for canine lymphoma.

19
Consistent with a previous publication on targeting VCP, treatment of canine

lymphoma cells with CB-5083 resulted in preferential cytotoxicity vs PBMCs, with an IC50 in
the nanomolar range. Cells subjected to CB-5083 rapidly accumulated polyubiquitinated

proteins as a response to the inhibition of the UPS. This is also in accordance with previous

19,24
reports on VCP targeting in canine lymphoma and in various human malignancies in vitro.

As previously stated, VCP also plays a role in autophagy, and inhibitors of VCP functions are
expected to result in the inhibition of autophagy. However, in the present study, an activation
of the autophagy pathway was obtained when canine lymphoma cells were subjected to CB-
5083. This does not seem to be a cell-type-dependent effect, as it has been observed in other

cell types. Recent work using CB-5083 also showed a clear- ance of SQSTMI1 that was

24
abrogated by the concomitant use of bafi- lomycin Al, an autophagy inhibitor. One
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possibility is that the strong ER stress response that is induced by CB-5083 is indirectly

responsible for the activation of autophagy, as a similar effect has been observed in normal

36
cells exposed to ER stress.

Previous in vitro work in canine lymphoma using Eeyarestatin 1 to inhibit VCP
suggested a mechanism of action involving the accu- mulation of DNA damage caused by a

disruption of chromatin- associated protein degradation, leading to the accumulation of

19
nuclear polyubiquitinated proteins. Using CB-5083 in the present study and under similar

conditions, an increase in YH2AX was also observed. However, the increase occurred after the
induction of apo- ptosis, and could therefore be easily explained by apoptosis itself. Indeed,

previous publications have documented an increase in YH2AX concurrent with the early DNA

37
changes following the onset of apo- ptosis. It therefore seems unlikely that DNA damage

played and early, direct causal role in the induction of canine lymphoma cell death by CB-

5083.

Whereas previous work in canine lymphoma cells failed to detect ER stress at cytotoxic

19
concentrations of Eeyarestatin 1, CB-5083 caused a rapid and sustained induction of ER
stress marker DDIT3. Our data therefore suggest that canine lymphoma cells exposed to CB-
5083 rapidly activate the UPR. The role of the UPR is to restore cellular protein homeostasis

and promote cell survival. However, when ER stress is prolonged or unresolvable, apoptosis is
activated.38 In this study, canine lymphoma cells exposed to CB-5083 did not recover
following UPR activation, and underwent apoptosis initiated by caspase-8 activation. Caspase-
8 in known to be an important mediator of ER stress-mediated apoptosis.m’39 Our findings are
consistent with previous studies that used CB-5083 in many human can- cer cell lines and

xenograft models, which also reported a mechanism of CB-5083 action involving the

24,40
induction of unresolvable proteo- toxic stress. Why the mechanisms of action of

Eeyarestatin 1 and CB-5083 differ is likely multifactorial. One likely explanation is that these

24,41
compounds have different specificities for the D1 and D2 ATPase domains of VCP.

The results of this study further validate VCP as a target for ther- apeutic intervention in

54



canine lymphoma. CB-5083 represents an attractive new drug for the treatment of this
malignancy. Its novel mechanism of action offers interesting opportunities, such as combi-
national therapy and treatment in the context of resistance to con- ventional chemotherapeutic
agents. Furthermore, the similarities between the elucidated mechanism of action of CB-5083
in canine lymphoma and human malignancies validate the use of canine lymphoma as a model
for continued work on VCP-targeted therapies. Further studies are needed to test the in vivo

efficacy of CB-5083 and to determine markers of target inhibition and tumour response.
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FIGURE CAPTION

FIGURE 1. CB-5083 is cytotoxic to canine lymphoma cells. Peripheral blood mononuclear
cell’s (PBMC’s), CLBL-1, 17-71 and CL- 1 were treated for 48 hours with doubling drug
concentrations. Cell viability was assessed using trypan blue exclusion (n = 3 wells/
concentration), and the data plotted as percentage reduction in viable cell numbers relative to
(untreated) control. IC50 values were calculated using Compusyn 1.0 (2005, Combosyn Inc.).
Fa = Fraction of affected cells. The experiment was repeated 3 times and representative results

are shown.

FIGURE 2. CB-5083 induces apoptosis in canine lymphoma. Caspase 3/7 activity measured
by fluorescence. Data are presented as means (columns) * SEM (error bars). Asterisks indicate
statistically significant (*P < .05, ****P < .0001) difference from vehicle (n = 3 replicates/

treatment). The experiment was repeated 3 times and representative results are shown

FIGURE 3. CB-5083 induces accumulation of Lys48 polyubiquitinated proteins. CLBL-1
cells were treated with 1 uM CB-5083 for the indicated times. A, Immunoblotting analysis
was done for Lys48 ubiquitin, MAPILC3A, SQSTMI and yH2AX. Single bands were
observed at the predicted molecular weight for MAP1LC3A (16 KDa), SQSTM1 (75 KDa)
and YH2AX (16 KDa) and a high molecular weight (>75 KDa) smear was observed for Lys48
ubiquitin. Representative blots are shown; each lane represents a single sample. B, Positive
control for autophagy disruption. CLBL-1 cells were treated with 50 uM chloroquine.
Immunoblotting analysis was done for MAP1LC3A. Single bands were detected at predicted
molecular weights for MAP1LC3A (16 KDa) and MAPILC3B (14 KDa). C, Quantitative
analyses using n = 3 replicates/condition and normalized to ACTB as loading control. Data are
presented as means (columns) © SEM (error bars). Asterisks indicate statistically significant
(*P < .05, **P < .01, ***P < .001, ****p < .0001) difference from vehicle (n = 3
replicates/treatment). All experiments were repeated 3 times and representative results are

shown.

FIGURE 4. PERK pathway. Upon homodimerization of PERK, elF2a is phosphorylated,

which result in increased transcription factor ATF4 mRNA levels. The increase in ATF4
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results in increased expression of its target gene DDIT3. While the ultimate goal of the

unfolded protein response is to restore protein homeostasis, when ER stress cannot be resolved
30

apoptosis will be triggered through the activation of caspase-8

FIGURE 5. CB-5084 induces ER stress in canine lymphoma cells and activates the unfolded
protein response. CLBL-1 cells were treated with 1 uM CB-5083 for the indicated times. A,
Immunoblotting analysis was done for total e[F2a and phospho-elF2a. Bands were observed
at predicted molecular weights for elF2a (65 KDa) and phospho-elF2a (36 KDa). For the
quantitative analyses, n = 4 replicates/condition normalized to ACTB were used to generate
the phospho-elF2a:total elF2a ratio. B, DDIT3 and C, ATF4 mRNA levels were analysed by
RT-qPCR, n = 3 replicates/time point. D, Caspase-8 activity was measured by fluorescence, n
= 3 replicates/time point. Data are presented as means (columns) * SEM (error bars). Asterisks
indicate statistically significant (*P < .05, **P < .01, ***P < .001, ****P < .0001) difference

from vehicle. All experiments were repeated 3 times and representative results are shown.
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FIGURE 1. CB-5083 is cytotoxic to canine lymphoma cells.
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FIGURE 3. CB-5083 induces accumulation of Lys48 polyubiquitinated proteins.
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FIGURE 4. PERK pathway.
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FIGURE 5. CB-5084 induces ER stress in canine lymphoma cells and activates the unfolded

protein response.
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Discussion générale

La protéine contenant de la valosine (VCP) est un médiateur critique de 1'homéostasie
des protéines. La surexpression de VCP se produit dans de nombreux cancers, et souvent d'une
maniere corrélant avec la malignité (238-242, 244, 245, 284). 1l a ét¢ démontré que les
lymphocytes B tumoraux de haut grade canins contiennent une surexpression de I’ATPase
VCP en comparaison aux nceuds lymphatiques canins normaux (22). L’expression amplifiée
de VCP dans ces cellules tumorales en fait une protéine clé essentielle pour compenser pour
les activités métaboliques et prolifératives plus ¢élevées de ces cellules (246-251, 253).

Notre étude met en lumiére le CB-5083, un inhibiteur puissant et sélectif de VCP,
comme cible thérapeutique pour le lymphome canin. Le CB-5083 induit une mort
préférentielle des cellules de lymphomes canins exposées a des doses de 1’ordre du
nanomolaire comparativement aux cellules normales (PMBCs) (22). Ces résultats illustrent la
sensibilité accrue des lignées de cellules tumorales a un inhibiteur de VCP par rapport a leurs
homologues normaux. Ainsi, les cellules tumorales posséderaient une dépendance accrue aux
fonctions cellulaires de VCP pour leur survie. Des résultats similaires furent aussi observés
lors du traitement des mémes lignées cellulaires avec Eey-1, un inhibiteur de VCP possédant
toutefois un mécanisme d’action différent (22). Ceci est de plus supporté par Magnaghi et al.
qui démontrent aussi la mort de cellules cancéreuses par différents inhibiteurs de VCP avec
des mécanismes d’action variables (274).

Notre étude démontre que les lignées cellulaires de lymphome canin traitées au CB-5083
meurent par apoptose, tel qu’illustré par une augmentation convaincante des caspases 3,7 et 8.
L’augmentation des caspases a également été observée aupres de diverses lignées cellulaires
cancéreuses humaines traitées avec le CB-5083 et des inhibiteurs de VCP structurellement
différents (119, 271, 274, 277, 285, 286). Puisque VCP régule D’activit¢ des facteurs
intrinséques et extrinséques dans la cascade signalétique, son inhibition induit rapidement
I’activation des caspases culminant ainsi a 1’activation de caspases exécutrices et ultimement
I’apoptose (271).

Afin d’investiguer les mécanismes cellulaires qui régissent la mort des cellules de

lymphomes canins traitées au CB-5083, les fonctions cellulaires de VCP au sein de la
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dégradation protéique associée a la chromatine et au RE ont été étudiés. D’abord, 1’expression
croissante de YH2AX, un marqueur pour les cassures d’ADN double brin (287), refléte une
perturbation de la dégradation protéique associée a la chromatine dans les lymphocytes
tumoraux 8 heures suivant le traitement au CB-5083. Ce mécanisme de mort cellulaire corréle
avec I’étude de Nadeau ef al. qui démontre des résultats similaires lorsque ces mémes cellules
sont traitées avec Eey-1 (22). Cependant, en raison de 1’apoptose des cellules de lymphomes
canins survenant plus tot tel qu’illustré par I’augmentation des caspases 6 heures suivant le
traitement au CB-5083, un mécanisme de mort cellulaire différent a été investigué. Pour cette
raison, I’expression du marqueur CHOP a été utilisé pour valider 1’effet de 1’inhibition de
VCP sur la dégradation protéique associée au RE puisqu’il est établi qu’une surexpression de
CHOP survient lors de l'apoptose induite par le stress du RE (288, 289). Etant donné que les
anticorps commerciaux manquent de spécificité vis-a-vis CHOP (290), l'expression relative de
I'ARNm de CHOP a été étudiée. Nos résultats démontrent que parallélement & une
accumulation de protéines polyubiquitinées, il y a une surexpression de ’ARNm de CHOP a 4
heures suivant le traitement au CB-5083, ce qui est plus hatif que l'expression de YH2AX. Ces
résultats suggerent qu’il y a une induction rapide d’un stress protéotoxique et que celui-ci
survient plus tot que les dommages a I’ADN double brin. La présence d'un stress prolongé du
RE ou d’un stress non résolu du RE peut augmenter ou prolonger 1'expression de CHOP et
contribuer a l'apoptose initiée par les caspases (291, 292). D¢s lors, dans le cadre d’un stress
protéotoxique induit par I’inhibition de VCP, il y a une augmentation de la traduction et de la

transcription de I’ARNm de CHOP, permettant d’initier la cascade apoptotique.

Le stress du RE active une série de mécanismes adaptatifs connus sous le nom du UPR.
Le facteur de transcription CHOP est un marqueur bien établi du UPR et est régulé sous la
voie PERK-elF2a-ATF4 de celui-ci (293, 294). Nos résultats démontrent qu’il y a une
augmentation de la phosphorylation de elF2a suivi par une augmentation de 1’expression
d’ATF4 et subséquemment une augmentation de I’expression de CHOP. Il y a donc une
accumulation de protéines polyubiquitinées et la phosphorylation subséquente de PERK
suivant le traitement des lymphocytes tumoraux au CB-5083. Ces résultats concordent avec ce
qui a déja été rapporté dans la littérature dans d’autres lignées cellulaires tumorales traitées au

CB-5083 (277). Les mécanismes d’adaptation au stress du RE initient la phosphorylation de
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PERK lors d’un stress du RE résultant en une phosphorylation de elf2a et une diminution de la
traduction protéique pour favoriser la survie cellulaire (295). L’inhibition de VCP génere un
stress prolongé ce qui active les geénes pro-apoptotiques qui contribuent a la mort cellulaire.
Dés lors, bien que la phosphorylation transitoire de elF2a soit une réponse d'adaptation
critique au stress du RE, une phosphorylation soutenue d’elF2a induit I'expression de CHOP

par le biais de la voie PERK et ultimement ’apoptose (295).
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Figure 5. CHOP est un marqueur bien établi du UPR et est régulé sous la voie PERK-
elF20-ATF4. VCP facilite I'¢limination des protéines dépliées. Lorsque VCP est
inhibée par le CB-5083, une accumulation accrue de protéines dépliées induit un
stress du RE et active la voie PERK. PERK phosphoryle elF2a et atténue la
traduction protéique, réduisant ainsi la charge protéique pour restaurer
I'homéostasie protéique. Le stress du RE active également I'induction
séquentielle des facteurs de transcription ATF4 et CHOP. La présence d’un
stress du RE prolongé ou d’un stress du RE non résolu peut augmenter ou
prolonger l'expression de CHOP et contribuer a l'apoptose initiée par les
caspases. Schéma adapté de Bastola ef al., Molecular Oncology, 2016.
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Nos résultats supportent que I’inhibition de VCP génére un stress protéotoxique
irréversible et induit la mort des lymphocytes tumoraux. Cette trouvaille est contraire a ce qui
¢tait attendu puisque la mort de lymphocytes tumoraux canins traitées avec l’inhibiteur de
VCP, Eey-1, induit la mort cellulaire par un mécanisme de dommage a I’ADN double brin
(22). Nos résultats seraient donc concordants avec Anderson et al. qui démontrent que le CB-
5083 induit la mort de cellules tumorales via les voies apoptotiques CHOP-dépendantes (277).
Ce méme groupe a également rapporté que la perte de fonction de CHOP était suffisante pour
diminuer la mort cellulaire induite par le CB-5083 dans d’autres lignées cellulaires tumorales
humaines (277). Une possibilit¢ pouvant expliquer les différents mécanismes de mort
cellulaire entre le CB-5083 et Eey-1 est qu’il est connu que les inhibiteurs de VCP inhibent
VCP via différents mécanismes par leurs liaisons covalentes et allostériques des domaines D1
et D2. Le site de liaison détermine de quel ordre I’activité enzymatique de VCP sera modifiée

(274).

Il a été récemment confirmé que I’apoptose induite par le stress du RE dans les cellules
cancéreuses fait suite a I'activation de la caspase-8 qui survient suite a une surexpression de
DRS5 par CHOP au sein de l'appareil de Golgi (134, 296-300). Nos résultats démontrent qu’il y
a une augmentation significative de la caspase-8 au sein des lymphocytes tumoraux canins
traités au CB-5083. Malgré que nous n’ayons pu valider la mort cellulaire via I’expression de
DRS5 dans notre étude, cette dernicre est cohérente avec 1’étude d’ Anderson et al. qui démontre
que le CB-5083 induit la mort cellulaire par 1’expression de CHOP et I’activation du DRS
(213).

Dans les especes animales non humaines et non rongeurs, le récepteur DR5 de TRAIL
(tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) n'est pas bien caractérisé. Il semble y
avoir une variation considérable des membres de la famille TNFRSF10 (tumor necrosis factor
receptor superfamily) entre les différentes especes. Bien qu'un orthologue TRAIL ait été
identifi¢ dans l'assemblage du génome du chien, il n'a pas été possible de trouver des
orthologues pour les membres de la famille TNFRSF10 humains. L'assemblage du génome du
chien est basé sur un chien Boxer; il est possible qu'il y ait des orthologues canins de

TNFRSF10A-D, mais que cette région ait été supprimée soit dans le Boxer individuel sur
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lequel l'assemblage du génome du chien était basé, ou dans la race Boxer ou chez le chien

dans son ensemble (250).
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Figure 6. Le stress protéotoxique irréversible. L’accumulation de substrats
ERAD dans le RE méne au stress du RE et a I'activation du UPR afin d’assurer la
survie cellulaire. Cependant, si le stress est trop sévere ou perdure dans le temps,
un stress protéotoxique irréversible et ultimement la mort cellulaire sont induits
via I’expression de CHOP et de DR5. Schéma adapté de Lurlaro ef al., The Febs
Journal, 2015.

Dans un autre ordre d’idées, étant donné que VCP détient un réle crucial pour
I’autophagie, 1’¢tude de la voie de ’autophagie a également été entreprise par la détection de

MAPILC3A et de SQSTMI1 par immunoblotting, une méthode fiable pour détecter
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'autophagie (301). Notre étude démontre que I’inhibition de VCP au CB-5083 n'a pas eu

d'effet délétere sur les voies de 'autophagie tel que démontre la clairance de SQSTMI1. Nos
résultats semblent témoigner que l'impact de l'inhibition de la dégradation protéique
dépendante de l'ubiquitine a été atténué par une régulation positive de l'autophagie (302, 303).
Des travaux récents utilisant CB-5083 ont également montré une clairance de SQSTM1 avec
l'utilisation concomitante de la bafilomycine Al, un inhibiteur connu de l'autophagie (277).
Une possibilité expliquant ’activation de ’autophagie est que la forte réponse au stress du RE
induite par le CB-5083 est indirectement responsable de 1'activation de l'autophagie. Un effet
similaire a été observé dans les cellules normales exposées au stress du RE (304).

L’effet sélectif de CB-5083 sur certaines fonctions de VCP peut étre expliqué en parti
par sa spécificité pour le domaine D2 ATPase de VCP ou par le fait que CB-5083 se lie
préférentiellement a des cofacteurs spécifiques de VCP. Des études approfondies a I’échelle
moléculaire permettraient de mieux définir les affinités et les fonctions précises de CB-5083
sur VCP au sein de cellules de lymphomes canins. Néanmoins, nos résultats indiquent que
l'inhibition de la D2-ATPase est suffisante pour provoquer un effet cytotoxique aupres des
cellules de lymphome canin. Ensemble, ils appuient un concept émergent selon lequel les
voies de stress du réticulum endoplasmique (ER) peuvent étre ciblées dans les lymphomes

canins.

Notre étude in vitro comportent des limitations tels que les modeles in vitro ne
représentent pas toujours les caractéristiques biopathologiques réelles retrouvées in vivo au
niveau des tumeurs des étres vivants. Les lignées cellulaires d’études in vitro subissent des
changements morphologiques aprés de nombreux passages qui altérent l'expression génique
des cellules (305-310). Comme elles ont subies des modifications phénotypiques, elles
s'¢loignent de la réalité physiologique ce qui induit un biais supplémentaire dans les résultats
obtenus in vitro (249). Toutefois, de tous les inhibiteurs de VCP décrits dans la littérature, CB-
5083 est le seul composé qui démontre des propriétés pharmacologiques pour utilisation in
vivo et module les voies du UPS et du UPR dans des mod¢les animaux de fagon trés similaire

a ce qui est observé dans les cultures cellulaires (213). Ceci suggere que 1’inhibition de VCP
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mene aux mémes phénotypes in vivo que in vitro et que ces concentrations effectrices de
I’ordre du nanomolaire prédit son efficacité clinique (311).

Les directions futures de ce projet inclus 1’é¢tude du CB-5083 sur un modele de
xénogreffe de lymphome canin in vivo afin de valider ses effets & un niveau macroscopique,
cellulaire et moléculaire. Nos résultats in vitro permettent de prédire CHOP comme
biomarqueur de réponse et comme un déterminant d’efficacité pour recherches futures in vivo.
Il est important d'établir les déterminants moléculaires de la sensibilité des cellules tumorales
au CB-5083 afin de mieux identifier les patients qui pourraient avoir une réponse clinique a

des doses bien tolérées.
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Conclusion

Etant donné le role fondamental de VCP au sein des cellules tumorales, les inhibiteurs
de VCP fournissent une avenue intéressante pour le développement de molécules
chimiothérapeutiques ciblées au sein de cellules tumorales exprimant davantage les voies du
UPR. Nous avons démontré que le stress du RE cause la mort des lymphocytes tumoraux
canins et représente donc une nouvelle avenue thérapeutique d’intérét. La corrélation de
I’expression augmentée de génes associés au UPR parallelement a une évidence qui soutient
une sensibilité des CLBL-1 au CB-5083, supporte un stress protéotoxique irréversible comme
mécanisme primaire de cytotoxicité des lymphocytes tumoraux canins traités au CB-5083.
Nos résultats appuient donc que les voies de stress du RE et du UPR sont vulnérables et

peuvent étre ciblées dans les cellules tumorales de lymphomes canins.
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