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Introduction

|. Les interactions protéine-protéine au sein de la membrane

plasmique

1) Lesinteractions protéine-protéine : historique

Les protéines, nommeées ainsi par J.J. Berzelius en référence au mot grec « Proteios » qui
signifie « premier, primaire », ont été décrites dés les années 1830 par G.J. Mulder (1). Plusieurs
protéines ont ensuite été étudiées, dont la trypsine en 1876 par W. Kiihne. En 1906, un inhibiteur de
la trypsine a été découvert dans le plasma sanguin et son activité décrite. Le premier couple
protéine-protéine (ici enzyme-inhibiteur) a ainsi été présenté, comme se combinant en un composé
inactif mais indissociable (1). Une autre interaction protéine-protéine faisant partie des premiéres a
étre analysées est I'interaction entre un anticorps et un antigene par P. Ehrlich en 1891 (1). Malgré la
description de ces phénomeénes dés le XIXeme siécle, il faudra attendre les années 1920, avant que
les enzymes et les anticorps ne soient considérés comme des protéines. De par leur poids
moléculaire important, considérer les protéines comme des molécules uniques a été difficile a
démontrer et a accepter, expliquant qu'elles étaient pendant longtemps jugées comme étant un
assemblage de petites molécules et électrolytes (1). A la fin des années 1940, F. Sanger a pu
déterminer la séquence de la chaine B de I'insuline, permettant ainsi de comprendre la structure
primaire de cette protéine (1). Ensuite, au cours des années 1950-1960, 'avenement des techniques
cristallographiques et l'arrivée des technologies informatiques ont permis de déterminer les
structures secondaires, tertiaires et quaternaires des protéines. Finalement, la caractérisation de ces
structures a permis la compréhension des interactions allostériques et I'identification des interfaces
d’interaction spécifiques. De ce fait, de nombreux mécanismes ont pu étre reliés a des interactions
protéine-protéine. La contraction musculaire, par I'interaction entre I'actine et la myosine, la
régulation des enzymes du métabolisme ou encore l'activité de la glycogene phosphorylase dans la
conversion du glycogene en glucose en sont des exemples. Dans larticle décrivant cette
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phosphorylase, le premier exemple détaillé d'interaction protéine-protéine régulée par la
phosphorylation est retrouvé (1). L'étape suivante a été la preuve de I'existence des récepteurs dans
les années 1960 grace au développement des méthodes de radio-marquage. Les récepteurs sont en
effet des protéines qui interagissent avec d’autres protéines : leurs ligands, mais aussi d’autres co-
récepteurs ou sous-unités (1). Au fil des décennies, I'intérét pour les interactions entre protéines n’a
cessé de croitre, comme en témoigne le développement de nouvelles techniques pour les étudier.
Ainsi, une augmentation du nombre d’articles scientifiques traitant de ce sujet, passé de moins de
50 en 1980, a plus de 2000 apres les années 2000 a pu étre observée (1). Parmi les techniques d’étude,
une en particulier a permis de mettre au point la majorité des méthodes de criblage a haut-débit : la
fusion de genes, pour I'étude des protéines dans les années 1980 (1,2). Ainsi, des étiquettes (« tag »)
ont pu étre fusionnées aux protéines permettant de les détecter et de les purifier. C’est par exemple
le cas de I'étiquette HA (Human influenza hemagglutinin) qui est reconnue par des anticorps
spécifiques (1). Une autre méthode permettant de mesurer I'interaction entre deux protéines est la
technique du double hybride originellement développée dans la levure (Yeast Two Hybrid YTH)
(Figure 1). Dans ce systéme, chaque partenaire de I'interaction est couplé a un fragment d’'un facteur
de transcription codant une séquence activatrice d'un géne rapporteur: I'un a la séquence
permettant la fixation du facteur de transcription a 'ADN, l'autre permettant l'induction de la
transcription. Lorsque les deux partenaires sont proches, le gene rapporteur est transcrit (1,3). Cette
méthode a par la suite été étendue pour I'étude dans les bactéries (Bacterial Two Hybrid BTH) et les
mammiferes (Mammalian Two Hybrid MTH) (4,5). Ces méthodes, ainsi que les travaux de
séquencage du génome humain ont permis la création de réseaux d'interactions : les interactomes,
permettant de comprendre le fonctionnement et I'organisation de systémes biologiques complexes.
Dans ces réseaux, certaines protéines n’ont que quelques partenaires interagissant avec eux, tandis
que d’autres sont de véritables plaques tournantes impliquées dans de nombreuses interactions

mais également a l'origine de nombreuses situations pathologiques (1).
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Figure 1: Fonctionnement général des techniques de double hybride.

Une protéine « appat» est couplée a un rapporteur se liant a 'ADN et une protéine « proie »
interagissant avec la premieére est couplée a un inducteur de la transcription. Lorsque les deux
protéines interagissent, les deux fragments du facteur de transcription sont assez proches pour
induire la transcription d’'un géne rapporteur. Lexpression de celui-ci peut ensuite étre mesurée et
est indicatrice de l'interaction entre les deux protéines.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Sawma et al,, (6).)

Au vu de leur importance, les interactions protéine-protéine constituent donc des cibles
particuliéerement intéressantes dans la recherche de nouveaux composés thérapeutiques.
Cependant, la découverte de composés ciblant ces interactions représente un défi. En effet, les
interactions protéine-protéine sont des cibles atypiques : les surfaces d’interaction sont larges (1300
a3000A) et planes (7,8). Celles-ci présentent des points chauds (« kot spots ») contribuant fortement
a l'interaction. Ces points chauds, identifiés notamment par analyse cristallographique ou
mutageneése dirigée, constituent la cible principale des inhibiteurs d’interactions protéine-protéine
(Figure 2) (1,7,8). Ces composés y jouent le role d'un grain de sable, empéchant I'interaction de se

réaliser. Malgré les difficultés rencontrées pour concevoir ce type de composés, cibler les
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interactions protéine-protéine avec des petites molécules notamment, est une approche démontrée
comme faisable et plusieurs exemples ayant atteints le marché ou des phases cliniques avancées
existent. Parmi les composés commercialisés, nous pouvons citer les inhibiteurs de la famille des
BCL-2 (B-cell lymphoma 2) comme le vénétoclax dans le traitement des leucémies myéloides et les
inhibiteurs d’entrée du VIH dans les lymphocytes T, comme le maraviroc ou I'enfuvirtide (9,10).
L’idasanutlin, inhibant I'interaction entre la protéine MDM2 (Murine double minute 2) et la protéine
suppressive de tumeurs p53 a été testé en étude clinique de phase III dans la leucémie myéloide
aigué (11). Une explosion du nombre de composés ciblant les interactions protéine-protéine en cours
d’étude a été observée ces derniéres années, comme en témoigne la banque de données iPPI-DB de
I'institut Pasteur, qui répertorie 2443 petites molécules ciblant 142 interactions protéine-protéine.

Inhibiteur d'interaction
protéine-protéine

Activation de la voie de
signalisation

Signal inhibé

Figure 2: Les interactions protéine-protéine.

L'interaction entre deux protéines permet la conduction de signaux cellulaires. Elles interagissent
par le biais de points chauds (« hot spot», identifiés par les points rouges). Les inhibiteurs
d’'interaction protéine-protéine empéchent la reconnaissance entre les deux protéines en ciblant les
points chauds. Leur fixation empéche l'activation de la voie de signalisation.

(Figure réalisée sur Biorender.com.)
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2) Les méthodes pour étudier les interactions protéine-protéine

L'intérét grandissant autour des interactions protéine-protéine s'accompagne d'un
foisonnement de nouvelles méthodes pour les étudier, les analyser et les comprendre. Un premier
objectif est de déterminer la structure tridimensionnelle des protéines et ainsi comprendre leur
organisation. La technique la plus utilisée est la cristallographie aux rayons X. Cependant, pour les
protéines membranaires, du fait de leur faible expression, insolubilité et instabilité, obtenir des
cristaux s'avere trés complexe. De nouvelles méthodes pour dépasser ces difficultés se mettent peu
a peu en place, comme la trés coliteuse cryomicroscopie électronique, mais le nombre de structures
en trois dimensions de protéines membranaires reste limité (12,13). Des méthodes pour étudier
directement les interactions protéine-protéine ont été développées et les plus anciennes sont celles
faisant intervenir un systeme de double-hybride, que nous avons décrites dans la partie précédente.
Cette méthode a initialement été développée dans les levures et a permis d’identifier de nombreuses
interactions étant donné la facilité a transposer cet essai a grande échelle. Cependant, le systeme est
assez éloigné de la réalité biologique puisqu’il est effectué dans des levures (14). Ainsi, des
innovations ont permis d’effectuer ce test dans des bactéries et finalement dans des cellules de
mammiferes pour se rapprocher au plus du vivo et ainsi d’augmenter la spécificité. Les purifications
par affinité constituent d’autres méthodes anciennes permettant d’identifier les partenaires d'une
protéine. La plus utilisée est la co-immunoprécipitation (Figure 3) (14). Dans cette méthode, un
anticorps reconnaissant la protéine d'intérét couplée a ses partenaires ou reconnaissant une
étiquette liée a cette protéine d'intérét est utilisé. Des protéines bactériennes (en particulier les
protéines A et G) couplées a des billes (de sépharose, d’agarose ou métalliques notamment), se fixent
au fragment cristallisable (Fc) des anticorps, entrainant ainsi leur précipitation. Le complexe isolé
peut ensuite étre analysé par western-blot, ELISA ou spectrométrie de masse pour identifier les
protéines et leurs partenaires d'interactions (14). La co-immunoprécipitation est cependant une

méthode longue, fastidieuse et coliteuse car nécessitant des anticorps performants.
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Figure 3 : Protocole de co-immunoprécipitation.

Des anticorps primaires dirigés contre la protéine d’intérét couplée a ses partenaires d’interaction
sont incubés dans un lysat de protéines totales. Des protéines bactériennes (A ou G) couplées a des
billes sont ajoutées. Celles-ci se fixent au fragment cristallisable des anticorps. Le complexe formé
est ensuite lavé et élué. Les protéines sont purifiées et analysées (par Western-blot notamment).

(Figure réalisée sur Biorender.com.)

Certaines méthodes permettent d’étudier les interactions in situ. Parmi celles-ci sont
retrouvées 'ensemble des méthodes dérivées du FRET, mais également le Proximity Ligation Assay
(PLA). Le FRET ou Forster Resonance Energy Transfer (Figure 4) est une méthode décrite par T.
Forster dés 1946 et qui s’appuie sur le phénomene de transfert de I'énergie d'un chromophore se
trouvant a un état excité (le donneur), vers un autre chromophore a proximité, se trouvant a I'état
fondamental (I'accepteur). Lorsque les deux rapporteurs sont a proximité, le donneur excité par une
longueur d’onde transfére I'énergie a I'accepteur, qui émet une longueur d’onde différente. Ces
rapporteurs sont couplés aux protéines pour lesquelles une interaction éventuelle est étudiée. La
distance minimale pour observer un transfert se situe aux alentours de 10nm (100A), ce qui indique
qu'en cas de signal, une interaction entre les protéines couplées est fortement probable (14,15).
D’autres méthodes s’appuyant sur le méme principe de base ont ensuite été développées, comme le
BRET (Bioluminescence Resonance Enerqgy Transfer), le FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging
Microscopy) ou le PRIM (PRoximity IMaging) (15). Dans le BRET, le donneur est une molécule

bioluminescente émettant son énergie en réponse a un traitement avec son substrat (16). Pour le

19



FLIM, c’est une mesure du déclin de fluorescence qui est mesuré, la demi-vie de la fluorescence
d’'une molécule étant augmentée en cas de transfert d’énergie (17). Enfin, le PRIM repose sur le fait

que lorsque deux molécules de GFP sont en étroite interaction, le spectre d’absorption de la GFP

7

change par rapport a la forme monomérique (18).

X

Accepteur

77

Protéine B

Figure 4 : Principe du FRET.

Chaque partenaire d’'un couple de protéines interagissant est couplé a un rapporteur de FRET. La
premiére protéine est couplée a un donneur et la seconde a un accepteur. Lorsque les deux protéines
sont proches, les deux rapporteurs sont assez proches pour permettre un transfert d'énergie de
résonnance apres excitation du donneur par une longueur d'onde appropriée. La longueur d'onde
d’émission du donneur correspond a celle d’excitation de l'accepteur, qui peut alors émettre un signal
quantifiable.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Trugnan et al. (15).)

Concernant le proximity ligation assay (Figure 5), décrit la premiére fois par Frederiksson et
al. en 2002, il permet de caractériser la potentielle interaction entre deux protéines par émission
d’un point fluorescent. Des anticorps primaires, dirigés contre les protéines d’intérét sont reconnus
par des anticorps secondaires, couplés a des oligonucléotides. Lorsque les protéines sont
suffisamment proches, les oligonucléotides peuvent s’hybrider et former un brin d’ADN circulaire.

Apres ligation, cet ADN est ensuite amplifié, induisant ainsi la formation d’'un simple brin ¢’ADN
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répété. Ensuite, des nucléotides marqués avec un fluorophore sont ajoutés et apres hybridation de

ceux-ci sur '’ADN, un signal peut étre observé au microscope (19).
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Anticorps primaires Anticorps secondaires Ajout Amplification par Ajout et hybridation
dirigés contre les couplés a des d'cligonucléotides cercle roulant de I'ADN d'oligonucléotides
protéines d'intérét oligonucléotides connecteurs et ligation margués pour détection

(sondes PLA) et dirigés pour former un ADN
contre les anticorps circulaire
primaires

Figure 5 : Principe de la technique de PLA.

Des anticorps primaires dirigés contre les protéines d'intérét, sont reconnus par des anticorps
secondaires couplés a des oligonucléotides. Lorsque les protéines sont proches, les oligonucléotides
peuvent s’hybrider grace a l'ajout d’autres oligonucléotides connecteurs et former un ADN circulaire.
Apres ligation, 'ADN sera amplifié par synthese dADN en cercle roulant. Finalement, des
oligonucléotides marqués avec des fluorophores et reconnaissant '’ADN sont ajoutés. Ces derniers
peuvent ensuite étre détectés et l'intensité du signal marque la proximité entre les deux protéines
d’intérét.

(Figure réalisée sur Biorender.com.)

Pour finir, des méthodes récentes permettent a la fois d’observer des interactions fortes entre
protéines, comme c’est le cas pour les approches classiques, mais également des interactions plus
fugaces, en tenant compte de leurs spécificités spatio-temporelles. Ces méthodes reposent sur un
marquage de proximité, grace a l'utilisation d'une enzyme couplée a la protéine d'intérét. Cette
enzyme génere des composés réactifs se diffusant autour de la protéine étudiée. L'ensemble des
protéines qui vont ensuite interagir avec celle-ci, sera marqué et pourra étre purifié et identifié par
western-blot ou spectrométrie de masse (14). Deux de ces méthodes parmi les plus utilisées, sont le
BiolD (proximity-dependent biotinylation identification) reposant sur l'utilisation d'une biotine ligase

et la méthode APEX (Ascorbate peroxidase), qui est basée sur l'utilisation d'une ascorbate
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peroxydase (Figure 6) (20,21). Ces dernieres méthodes peuvent étre transposées dans des modeles

animaux, permettant ainsi d’ouvrir de nouvelles possibilités pour 'étude des interactions protéine-

Ajout de biotine
— &

protéine.

Lyse cellulaire

;

Capture des ® o
» ' protéines biotinylées
B —— ® ®
o ®
Identification des protéines
biotinylées (spectrométrie de masse) Protéines dénaturées

Figure 6 : Principes des méthodes de marquage de proximité (BiolD et APEX).

Les méthodes de BiolD et APEX reposent sur le couplage d’'une protéine d’intérét (notée ici PI) a une
enzyme générant des composés réactifs diffusant autour de la protéine d'intérét. Pour le BiolD il
s'agit d'une biotine ligase (BirA*) et pour 'APEX une ascorbate peroxydase. Dans les deux cas, les
protéines interagissant plus ou moins longuement (ici P1 et P2) avec la protéine d'intérét sont
marquées par les composés réactifs (ici la biotine). Les protéines qui au contraire n'ont pas interagi
(ici P3 et P4), ne sont pas marquées. Apres lyse cellulaire, les protéines marquées peuvent étre isolées
et identifiées par spectrométrie de masse ou western-blot notamment.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Béganton et al. (14).)
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3) Lamembrane plasmique, une barriére aux fonctions multiples

La membrane cellulaire ou membrane plasmique est une bicouche lipidique semi-perméable,
formant une barriere entre I'intérieur de la cellule et son environnement. Son role est double : isoler
les composants cellulaires du milieu extérieur et réguler 'entrée des nutriments, ainsi que la sortie
des substances toxiques (22,23). La membrane plasmique est constituée majoritairement de lipides
(phospholipides, stérols et glycolipides) et de protéines (transmembranaires ou périphériques), qui
ont la possibilité de glisser plus ou moins librement latéralement le long de la membrane (22,24).
L'organisation de la membrane a été décrite comme une mosaique fluide par J. Singer et G.
Nicholson en 1972 (22,25,26). Ainsi, la membrane correspond a un fluide dans lequel des protéines
sont insérées dans des bicouches lipidiques. Les phospholipides s’organisent de facon a créer cette
bicouche danslaquelle les parties hydrophiles font face au domaine intracellulaire ou extracellulaire
et les parties hydrophobes se trouvent a lintérieur de la membrane (22). Le domaine
transmembranaire est donc fortement hydrophobe. Le cholestérol constitue environ 20% des
lipides dans la membrane et a un role de régulation de la fluidité de celle-ci (24). Les glycolipides,
correspondent a des lipides avec une chaine glucidique se trouvant a la surface extracellulaire de la
membrane et sont impliquées dans la communication entre cellules (22). Dans certains domaines
de la membrane, un enrichissement en cholestérol et sphingolipides (sphingomyéline et
glycolipides) induit la formation de radeaux lipidiques, facilitant la transduction de signaux a travers
la membrane par une concentration des protéines membranaires (27). Les protéines périphériques
ne sont pas insérées dans la membrane, mais interagissent le plus souvent avec d’autres protéines
qui le sont. Ces protéines assurent des roles d’enzyme, de communication entre cellules ou
permettent l'ancrage de la cellule. Certaines de ces protéines périphériques sont directement
sécrétées par les cellules, participant ainsi a la formation de la matrice extracellulaire, a 'image du
glycocalyx des cellules endothéliales vasculaires, composé de protéoglycanes, glycosaminoglycanes
et glycoprotéines (22,24,28). Cependant, la majorité des protéines sont membranaires, avec
différents roles, comme la communication ou le transport. Concernant le role de transport, les
petites molécules hydrophobes, les gaz et petites molécules polaires peuvent traverser la membrane
de facon passive, alors que les grosses molécules et les molécules chargées nécessitent un transport
actif grace a des transporteurs ou des canaux présents a la surface de la membrane (22,24). Enfin,

concernant le rdle de communication, il peut étre entre cellules pour les glycoprotéines ou au sein
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de la cellule pour les récepteurs, induisant l'activation de voies de signalisation apres la

reconnaissance de leur ligand spécifique (Figure 7) (22,24).

Milieu extracellulaire
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Figure 7 : Organisation de la membrane plasmique.
(A) Composition lipidique asymétrique de la membrane plasmique.
(B) Composition protéique de la membrane plasmique.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Cooper (22).)
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4) Les réecepteurs membranaires, des « substances réceptrices » a

I'origine des signalisations cellulaires

Les « substances réceptrices », c’est ainsi que J.N. Langley a désigné pour la premiére fois les
récepteurs en 1905, en décrivant les effets de la nicotine et des curarisants sur les muscles (29). Il
formule I'hypothese que ces « substances réceptrices » sont capables d’affecter la fonction d'une
cellule (qu'il appelle «substance directrice »). L'existence de récepteurs, notamment pour les
drogues produites par 'humain, n’a cependant pas fait 'unanimité jusque dans les années 1960. Ces
doutes n’ont été écartés que grace au développement de principes actifs, spécifiques d'un récepteur
en particulier, notamment les bétabloquants pour le traitement de 'hypertension artérielle et les
antihistaminiques H2 pour le traitement des ulceres par ]J. W. Black dans les années 1960-1970. En
parallele, les premiéres observations de récepteurs par microscopie électronique, renforcent
l'existence d’'une multitude de récepteurs pouvant étre ciblés pharmacologiquement (30).

Les récepteurs cellulaires constituent le lien entre un stimulus extérieur et une réponse
cellulaire. Le ligand spécifique se fixe sur son récepteur, activant ainsi une voie de signalisation a
l'origine d’'une réponse de la cellule, qu'elle soit transcriptionnelle, biochimique, métabolique ou
structurale. Il existe deux catégories de récepteurs : les récepteurs intracellulaires (qui peuvent étre
nucléaires, cytoplasmiques ou a la surface des organites) et les récepteurs membranaires a la surface
de la cellule. Nous porterons notre attention sur ces derniers, constitués d'un domaine
extracellulaire qui reconnait le ligand, un domaine transmembranaire (TM) hydrophobe et un
domaine intracellulaire, couplé aux transmetteurs du signal. Leurs ligands ne peuvent pas entrer
dans la cellule car ils sont trop gros ou hydrophiles et se fixent donc a ces récepteurs. S'en suit une
modification conformationnelle du récepteur, induisant ainsi 'activation de la voie de signalisation
sous-jacente. Il existe trois types majoritaires de récepteurs membranaires : les récepteurs couplés
aux canaux ioniques, les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) et les récepteurs couplés aux
enzymes (31). Pour les premiers (Figure 8), I'activation par un ligand induit I'ouverture d'un canal
ionique, permettant 'entrée ou la sortie d’ions spécifiques (Ca*", K*, Na’, et Cl'). En conséquence,
une modification du potentiel membranaire se produit, induisant une hyperpolarisation (signal

inhibiteur) ou une dépolarisation (signal excitateur). Ce type de récepteur est retrouvé notamment
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a la surface des neurones au niveau des corps cellulaires, des axones et des dendrites, comme c’est

le cas des récepteurs nicotiniques a I'acétylcholine par exemple (31-33).
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Figure 8 : Les récepteurs couplés aux canaux ioniques.
(1) La fixation du ligand sur un récepteur couplé a un canal ionique, induit I'ouverture du canal.
(2) Des ions vont ensuite diffuser a travers le canal en suivant le gradient de concentration.
(3) Linflux ou l'efflux de ces ions induit une dépolarisation ou une hyperpolarisation de la
membrane, a 'origine de la signalisation cellulaire sous-jacente.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Nair et al. (31).)

Les seconds (RCPG) constituent une grande famille de protéines a sept domaines TM (Figure
9). Les boucles extracellulaires constituent des poches pour l'interaction avec le (les) ligand(s). La
fixation du ligand sur le récepteur induit un changement conformationnel entrainant I'activation
d’une protéine G. La protéine G est constituée de trois sous-unités : «, et y. Ces deux derniéres, sont

attachées a la membrane via un ancrage lipidique. Dans I'état non activé, une molécule de GDP est
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fixée a la sous-unité a. L'activation par le récepteur entraine le remplacement du GDP par une
molécule de GTP, induisant une dissociation de la protéine G. La sous-unité a se détache des deux
autres, permettant leur diffusion le long de la membrane et I'activation de messagers secondaires
pour propager le signal. Parmi ces messagers secondaires sont retrouvés 'adénylate cyclase, ’AMPc
ou la phospholipase C notamment. En fonction des types de sous-unités de la protéine G, celle-ci
peut étre activatrice ou inhibitrice (24,33—35). Les RCPG constituent la plus grande famille de
récepteurs membranaires (environ un millier de récepteurs différents), mais aussi la cible la plus
fréquente des médicaments (entre un tiers et la moitié des substances actives sur le marché) (24).
Parmi ces médicaments sont retrouvés le maraviroc ciblant le récepteur CCR5 dans la prise en

charge du VIH et le fingolimod ciblant les récepteurs de la sphingosine-1-phosphate dans la sclérose

en plaques (36).
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Figure 9: Les récepteurs couplés a une protéine G.
(1) La fixation du ligand sur un récepteur couplé a une protéine G, induit I'activation de cette
derniére.
(2) La sous-unité « fixe une molécule de GTP et se dissocie du récepteur et des sous-unités {y.
(3) Les sous-unités ainsi activées, activent des messagers secondaires a lorigine de la
signalisation cellulaire sous-jacente.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Nair et al. (31).)
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Enfin, le troisiéme type de récepteurs membranaires (récepteurs couplés aux enzymes)
possede une activité catalytique intracellulaire médiée par des enzymes (Figure 10). La
reconnaissance d'un ligand entraine I'oligomérisation du récepteur, ce qui induit cette activité.
Plusieurs types d’activités enzymatiques existent, la plupart sont des kinases qui phosphorylent des
protéines intracellulaires. Les récepteurs les plus nombreux sont les récepteurs a activité tyrosine
kinase et les récepteurs a activité sérine-thréonine kinase. L’activation de ces récepteurs entraine
une autophosphorylation sur des résidus tyrosine, sérine ou thréonine respectivement. Cette
autophosphorylation active I'activité enzymatique du récepteur qui phosphoryle alors des cibles

dans la voie de signalisation impliquée (31,35).
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Figure 10 ; Les récepteurs couplés a une enzyme.

(1) Lafixation du ligand sur un récepteur couplé a une enzyme, induit sa dimérisation.

(2) Les enzymes, le plus souvent des kinases, induisent 'autophosphorylation du récepteur.

(3) Des seconds messagers recrutés au niveau du récepteur, peuvent ensuite étre activés par
phosphorylation.

(4) Ces seconds messagers peuvent ensuite transduire le signal.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Nair et al. (31).)
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ll. Le domaine transmembranaire, plus qu'un réle d'ancrage ?

1) Description du domaine transmembranaire

Les récepteurs membranaires sont constitués dun ou plusieurs domaines
transmembranaires, lorsqu'ils traversent la membrane plasmique. Les protéines ayant un domaine
transmembranaire, également appelées bitopiques, sont celles dont le domaine TM est le plus
étudié. Il en existe deux types: le type I pour lesquelles I'extrémité N-terminale (N-ter) est
extracellulaire et le type II pour lesquelles le N-ter est intracellulaire. Les protéines a plusieurs
domaines TM quant a elles sont appelées polytopiques (37). Les domaines TM sont constitués
majoritairement d’acides aminés non polaires, du fait de 'hydrophobicité de la membrane (38). Les
acides aminés les plus souvent retrouvés sont donc I'alanine (A), la glycine (G), I'isoleucine (I), la
leucine (L), la méthionine (M), la phénylalanine (F), le tryptophane (W), la tyrosine (Y) et la valine
(V) (38). L'environnement hydrophobe de la bicouche lipidique est responsable de la forme
dominante adoptée par les domaines TM, les hélices o (Figure 11A). Cette forme permet d’optimiser
la formation de liaisons hydrogéne au sein de I'hélice, mais aussi pour des questions d’énergie, car
les hélices a en sont moins demandeuses (38). L'énergie nécessaire pour former 'hélice étant
excédentaire, la séquence TM peut aussi contenir quelques acides aminés polaires (dont I'acide
aspartique [D], I'acide glutamique [E], I'arginine [R], 'asparagine [N], la glutamine [Q], I'histidine
[H] et la lysine [K]). Enfin, la cystéine (C), la sérine (S) et la thréonine (T) sont souvent retrouvées
dans les séquences TM afin de favoriser la formation de liaisons hydrogene stabilisant la structure
(38). D’apres une étude a grande échelle des séquences TM des protéines membranaire de HJ.
Sharpe et collaborateurs, une distribution asymétrique de ces acides aminés est cependant observée
au sein de la séquence TM (39). Ainsi, des acides aminés plus petits (comme G et V) sont retrouvés
plus fréquemment dans I’hémi-membrane externe, alors que des acides aminés plus grands (comme
la leucine) sont plus fréquent dans 'hémi-membrane interne. Cette asymétrie peut étre expliquée
en partie par la différence de composition lipidique entre les deux hémi-membranes.

La longueur de la séquence TM est imposée par 'épaisseur de la membrane. Celle-ci est
d’environ 3nm (sans les tétes polaires des phospholipides), or chaque acide aminé étend I'hélice
d’environ o,15nm et chaque tour d’hélice est constitué de 3,6 acides aminés. Par conséquent, la
longueur de la séquence TM est aux alentours de 18 a 21 acides aminés (Figure 11B) (37,39,40). La
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détermination des extrémités du domaine TM est facilitée par la présence d’acides aminés
particuliers. Du c6té cytoplasmique, la régle dite du « positif a l'intérieur » (positive-inside rule)
s'applique, entrainant une concentration d’acides aminés chargés positivement (K et R en
particulier) (39,41). Une seconde regle dite de « déplétion négative a l'intérieur et enrichissement
négatif a 'extérieur » (negative-inside depletion / negative-outside enrichment) s’applique pour les
deux extrémités. Selon cette regle, un appauvrissement en acides aminés chargés négativement (D
et E) est observé du coté cytoplasmique, alors qu'un enrichissement de ces mémes acides aminés est
noté du coté extracellulaire (41). Enfin, un enrichissement en acides aminés aromatiques (W et Y en
particulier) est observé aux deux extrémités. Les raisons de ces distributions différentielles ne sont
pas toutes connues, mais elles favoriseraient notamment l'insertion de la séquence TM dans la
membrane (41).

Les hélices au sein de la membrane ne sont pas figées et peuvent adopter quatre types de
mouvements différents : les domaines TM peuvent s’étendre et s’allonger comme un piston, glisser
le long de la membrane de gauche a droite, tourner sur leur axe et s'incliner dans la membrane
(Figure 11C) (42). Certaines protéines TM peuvent adopter une structure différente, en tonneaux §,
constitués au moins de huit feuillets § antiparalleles (Figure 11A). Les feuillets sont reliés entre eux
par des liaisons hydrogene via les acides aminés polaires, faisant face a la lumiere du tonneau, par
lequel des nutriments en solutions aqueuses peuvent passer. Ce type de protéines est retrouvé dans

la membrane externe des bactéries, des mitochondries et des chloroplastes (43).
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Figure 11: Le domaine transmembranaire des protéines membranaires.

(A) Les formes majoritaires que peuvent adopter les domaines transmembranaires des protéines

membranaires dans la membrane cellulaire sont soit les hélices o, soit les tonneaux 3 formés

de plusieurs feuillets {.

(B) La partie hydrophobe de la membrane plasmique a une épaisseur d’environ 3nm et dans une

hélice o, chaque tour d’hélice est constitué de 3,6 acides aminés, qui étendent chacun I'hélice

de 0,15nm. En conséquence, I'hélice a une taille totale de 18 a 21 acides aminés.

(C) Les différents mouvements que peuvent adopter les domaines transmembranaires dans la

membrane cellulaire.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Westerfield et Barrera (42).)
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2) Historique de I'étude du domaine transmembranaire

L'intérét pour cette petite séquence au sein des protéines membranaires restait limité jusque
dans les années 1990, avant l'intervention de D.M. Engelman et J.L. Popot. Dans leurs premiers
articles s'intéressant aux protéines membranaires, peu d'informations existaient sur leurs structures
secondaires, tertiaires et quaternaires, ni sur leur fonctionnement pour la transmission
d’informations (44,45). Cependant, ils ont pu montrer grace a leur modéle de « double étape » (two-
stage model, figure 12) que les hélices a des domaines TM des protéines a plusieurs domaines TM
interagissent entre elles par des interactions électrostatiques et de Van der Waals. D’apres ce
modele, une protéine peut replier ses domaines TM en hélices o indépendantes, les insérer dans la
membrane, puis les assembler dans leur structure tertiaire, sans altérer les hélices. La premiere étape
(conformation des hélices) est obtenue grace au milieu hydrophobe et les liaisons hydrogenes au
sein de I'hélice. De plus, en raison de I'hydrophobicité de la membrane, la chaine polypeptidique ne
peut pas intégrer la bicouche lipidique sans étre repliée en hélice. La seconde étape (interactions
entre hélices) repose sur des liaisons polaires entre hélices, des domaines extra-membranaires ou
d’autres protéines (38,44—46). Ces résultats s'appuient surtout sur I'étude d'une protéine a sept
domaines TM, la bactériorhodopsine (47). Par extension, ils proposent que dans les protéines a un
domaine TM, ce type d’'interactions entre plusieurs hélices se déroule également. Pour appuyer leurs
propos, ils décrivent des expériences ou la bactériorhodopsine est séparée en plusieurs fragments et
ces fragments sont capables dinteragir, comme ¢'il s'agissait de deux partenaires d'une
hétérodimérisation (46). En outre, les interactions entre les hélices TM de plusieurs récepteurs a un
domaine TM sont essentielles pour I'oligomérisation et la transduction du signal (45,48). Les
premiéres protéines dont I'importance du domaine TM a été démontrée comprennent le récepteur
PDGFR du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), pour lequel I'association des
domaines extracellulaires induite par le ligand et I'activité tyrosine kinase nécessitent I'association
des domaines TM et intracellulaire (45). Ainsi, en remplacant le domaine TM par celui du récepteur
de 'EGF, l'activation du récepteur est inhibée (49). Un autre exemple est la glycoprotéine gpi6o de
I'enveloppe du virus VIH-1, pour laquelle une délétion du segment TM empéche la dimérisation,
entrainant une perte de la capacité infectieuse des particules virales (50). Une autre protéine tres
étudiée, est la sialoglycoprotéine érythrocytaire humaine glycophorine A (GpA), dont le domaine
TM est essentiel pour I'oligomérisation. Ce role indispensable a été démontré de maniere élégante,
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par l'ajout d'un peptide reprenant la séquence du domaine TM de la GpA qui rompt le dimere de
GpA. L'ajout de peptides non liés et reprenant la séquence TM de 'EGFR, de 'oncogene neu ou de
la bactériorhodopsine n’a au contraire pas d’effet (51,52). Cet essai, démontre que le segment TM est
non seulement indispensable pour I'activité du récepteur, mais aussi que sa séquence est spécifique
d’un récepteur, malgré le nombre restreint d’acides aminés disponibles.

Au fur et a mesure des avancées dans les connaissances concernant le domaine TM et ses
interactions, Engelman, Popot et leurs collaborateurs durent se rendre a I'évidence que le modele a
deux étapes reste insuffisant pour expliquer ce qu'il se produit aprés 'enroulement en hélice a et les
interactions entre hélices. Ainsi, ils proposent en 2003 une troisieme étape se déroulant apres les
deux autres (Figure 12). Dans cette troisieme étape, les structures formées par les hélices
interagissant peuvent accueillir d’autres régions polypeptidiques de la protéine (de courtes hélices
par exemple) ou des groupements prosthétiques au sein de la membrane. Ces interactions sont
rendues possibles par l'environnement « moins hydrophobe» que les hélices créent. Cet
environnement est créé notamment grace a la polarité partielle de la séquence de I'hélice,

I'éloignement des lipides par I'hélice et la création de surfaces propices a des interactions spécifiques

(53,54)-
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Figure 12 : Le modéle a trois étapes d'insertion des domaines transmembranaires dans la

membrane cellulaire.

Linsertion et 'organisation du domaine transmembranaire des protéines membranaires a plusieurs
domaines membranaires se déroule en suivant un modele a trois étapes. La premieére étape est la
formation d’hélices « au sein de la membrane. La deuxieme étape correspond aux interactions entre
hélices. Les structures formées lors de la deuxieme étape, permettent dans une troisieme étape
d’accueillir d’autres régions de la protéine ou des groupements prosthétiques (notés P dans la figure)
dans la membrane.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Engelman et al. (54).)

Les modeles développés par Engelman et Popot dans les années 1990, sont toujours acceptés
dans les articles plus récents, sappuyant sur des simulations et des essais dans des membranes
synthétiques (55-57). Les résultats obtenus permettent de conclure que la structure
tridimensionnelle adoptée par les domaines TM des protéines membranaires est essentiellement
dictée par les interactions intramoléculaires et non par les contraintes imposées par la bicouche
lipidique (58). Ce dernier point est cependant ouvert au débat, puisque certains chercheurs

affirment que les lipides présents dans la membrane influencent I'oligomérisation des récepteurs.
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Un exemple cité est le fragment Cgg de la protéine APP (Amyloid Precursor Protein — Protéine
précurseur de 'amyloide) pour lequel l'interface d’homodimérisation est également un site de
fixation du cholestérol, les deux entrant en compétition (59). Par ailleurs, de plus en plus
d’informations ont pu étre collectées sur 'importance des différents acides aminés présents dans la
séquence TM. Ceux-ci sont décisifs pour la génération d’interfaces d’interaction, pour le repliement

et la fonction, notamment en réponse a des modifications de pH (56,60,61).

3) Laséquence en acides aminés posséde un role prépondérant

Comme mentionné précédemment, la nature des acides aminés présents dans la séquence
TM a un impact conséquent sur les interactions entre domaines TM et par extension entre
récepteurs membranaires entiers (62). Il existe des motifs d’acides aminés favorisant les interactions
appelés « points chauds » (hot spot). Le premier a avoir été décrit est le motif GxxxG dans la
séquence TM de la GpA par Engelman et ses collaborateurs (63—65). Ils ont d’abord identifié un
motif d'interaction d’homodimérisation par différentes méthodes (FRET, ultracentrifugation
analytique), en intégrant a chaque fois des mutations dans la séquence, position apres position.
Ainsi, les sept acides aminés essentiels (LIxxGVxxGVxxT) pour I'interaction ont pu étre établis (63—
65). Par la suite, un criblage effectué par un essai ToxCAT (voir partie II. 4), leur a permis de réduire
cette interface a un motif (G, A ou S)xxx(G, A ou S), « x » représentant un acide aminé quelconque.
Le motif le plus fréquemment retrouvé est GxxxG. Ce motif est souvent retrouvé dans des
interactions entre hélices avec une forte affinité. En effet, il fournit un espace pour le repliement en
diminuant 'encombrement stérique. Il permet ainsi un enfouissement important et favorise le
rapprochement entre les hélices par la formation de liaisons hydrogene entre elles. GxxxG est donc
un motif formant un cadre pour la dimérisation d’hélices « TM (66—69). La position de ce motif dans
la séquence est importante puisqu'il favorise I'interaction avec un domaine TM ayant le motif dans
une position similaire. Si le motif se trouve par exemple a proximité de la surface de la bicouche, il
ne va pas interagir avec un TM pour lequel le motif est au centre. De méme, I'orientation de I'hélice
impacte les interactions entre domaines TM. Ainsi, ces deux parametres conferent une certaine
spécificité du motif malgré sa propension a interagir avec n'importe quelle séquence TM (66,67,70).
Le motif est également entouré par des acides aminés particuliers, a savoir des acides aminés a

chaine aliphatique large (I, L ou V), stabilisant I'hélice (71).
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Le deuxiéme motif est la présence d’acides aminés polaires au sein de la séquence TM.
L'occurrence de ce genre de résidus est rare, mais ils sont d'une importance capitale pour la fonction
de la protéine. Une mutation remplacant un acide aminé non polaire par un autre polaire est
associée a la survenue de pathologies (66). C’est le cas notamment dans le domaine TM du récepteur
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) o une mutation de ce type (V-=2>D)
est responsable de la mucoviscidose (72). Pour la protéine MPZ (Myelin Protein Zero), une mutation
G—2R dans le domaine TM est quant a elle responsable de la maladie de Charcot-Marie-Tooth
(68,73). De telles conséquences proviennent du fait que ces résidus polaires sont capables de former
des liaisons hydrogéne entre les deux séquence TM stabilisant fortement leur interaction (66,68,74).
Les acides aminés qui stabilisent le plus l'interaction sont I'asparagine, I'acide aspartique, la
glutamine et l'acide glutamique du fait de la présence de deux atomes polaires dans leur chaine
latérale, pouvant servir a la fois de donneur et d’accepteur de liaison hydrogene (62,75,76). Des
acides aminés chargés positivement peuvent également étre retrouvés au sein de la séquence TM,
notamment l'arginine et la lysine. Ces résidus ont également des conséquences importantes sur les
capacité de dimérisation, en témoignent les mutations les introduisant dans la séquence (62). En
effet, I'insertion d’'une arginine dans le domaine TM est souvent associée a un dysfonctionnement
dans la dimérisation d’'une protéine membranaire, comme c’est le cas pour FGFR3, ol une mutation
GR est responsable de l'achondroplasie (77). Ces dysfonctionnements sont dus a la taille
importante de 'arginine, responsable d’encombrements stériques. De plus, sa forte polarité peut
induire la formation de liaisons hydrogénes et sa charge peut au contraire induire une répulsion du
second TM impliqué dans l'interaction (62,78). Des mutations entrainant une perte d'un acide
aminé chargé peuvent aussi avoir des effets néfastes, comme dans la substitution d’'une lysine par
une méthionine dans le TM de la rhodopsine, qui perd ainsi son site de fixation du rétinal,
responsable d'une forme grave de rétinite pigmentaire (78).

Le troisiéme motif est appelé « zipper », traduisible par « fermeture a glissiére ». Il en existe
deux types, le glycine zipper et le leucine zipper. Le premier a avoir été décrit est le leucine zipper
par Landschulz et collaborateurs en 1988, comme étant une répétition de leucines chaque sept
résidus sur huit tours d’hélices et des acides aminés hydrophobes (I, L ou V) a la quatriéme position
entre les leucines dans des protéines solubles (79,80). Un motif de ce type est retrouvé dans de

nombreuses séquences TM et est essentiel pour la dimérisation de ces séquences. Nous pouvons
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citer le récepteur DDR1 pour lequel la dimérisation nécessaire a son activation passe notamment par
un motif leucine zipper et un motif GxxxG présents dans la séquence. Aprés mutation du motif
leucine zipper, la dimérisation de la protéine entiére est toujours possible, mais une perte de
l'activité est observée. Le zipper est donc impliqué dans des changements conformationnels a
l'origine de la transduction du signal et de l'activation du récepteur (81). Un autre exemple est la
protéine membranaire E-cadhérine impliquée dans lI'adhésion cellulaire. Pour cette protéine,
I'activité repose également sur une dimérisation dépendante d’un leucine zipper (82). Le deuxieme
zipper est le glycine zipper, dont les motifs les plus fréquents sont (G, A, S)xxxGxxxG et GxxxGxxx(G,
S, T). Ces motifs favorisent des repliements d’hélices droites favorables a des interactions hélice-
hélice, en particulier dans la formation d’oligomeres (tétra-, penta-, hexa- et heptameres) a I'origine
de la formation de pores. L'importance de ce motif repose également sur sa surreprésentation dans
les séquences TM et sa conservation au sein de familles de protéines. Ce motif est différent du motif
GxxxG, dans la mesure ou le zipper interagit avec une face différente de I'hélice, alors que le motif
GxxxG interagit avec la méme face de I'hélice complémentaire (83). Un exemple de protéine pour
laquelle ce motif glycine zipper est essentiel dans son activité est le peptide f-amyloide (Af), pour
lequel un motif glycine zipper est retrouvé dans la séquence TM. A a la capacité de former par
oligomérisation des pores dans la membrane des neurones, a 'origine de la mort de ceux-ci dans la
maladie d’Alzheimer. En mutant les glycines de ce motif, la formation de pores est diminuée et par
conséquent la gravité de la pathologie est réduite (84).

Le quatriéme et dernier motif que nous allons présenter est un motif faisant intervenir des
acides aminés aromatiques (F, W et Y), qui interagissent avec d’autres acides aminés aromatiques
via des interactions m-m ou avec des acides aminés chargés positivement (H, K et R) via des
interactions cation-m. Les résidus impliqués dans ces interactions étant fortement conservés, ils
possédent des roles cruciaux dans l'activité des récepteurs (80,85).

Les motifs d'interaction pour les domaines TM décrits ici ne sont jamais indispensables pour
que l'interaction entre les protéines entiéres puisse avoir lieu. Leur présence constitue des sites
facilitant ces interactions, tandis que leur absence peut plus ou moins les réduire. Dans certains cas,
les motifs permettent de trés bien caractériser une interaction, comme c'est le cas pour la
glycophorine A, tandis que pour d’autres, il y a une interaction sans motif identifié ou au contraire,

il n'y a pas d’'interaction via un motif connu (80,86). L’ensemble des résultats obtenus en identifiant
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des motifs d'interaction permettent cependant de prédire des interactions, en absence de structures
pour les protéines membranaires, difficiles a obtenir (80). En effet, en 2020, seule une vingtaine de
structures d’homodimeres TM a été obtenue par RMN et cristallographie aux rayons X (69).
Finalement, lorsqu’'un motif est identifié, cela facilite par la suite son ciblage dans une optique de

modulation pharmacologique.

4) Les méthodes pour analyser les interactions du domaine T™M

Afin de pouvoir comprendre comment les protéines membranaires et en particulier leurs
domaines TM interagissent entre eux, des méthodes in silico et in vitro ont été concues. Les méthodes
in silico ont permis de simuler un grand nombre d’interactions protéine-protéine de la sensibilité
gros grain a l'atome (87). Les logiciels présentés ici sont utilisables sans connaissances de
programmation. Le premier outil est PREDDIMER (Prediction toolfor an ensemble of transmembrane
a-helical dimer conformations) développé par A.A. Polyansky et P.E. Volynsky. Le logiciel permet de
prédire les interactions les plus probables entre homo- et hétérodimeres de segments TM. Dans un
premier temps, le logiciel reconstruit des hélices o a partir des séquences TM, avant de calculer les
propriétés hydrophobes et hydrophiles de ces hélices (Molecular Hydrophobicity Potential, MHP).
Par la suite, il projette ces propriétés sur des cartes planes en deux dimensions. Ensuite, le logiciel
compare les paires de cartes entre elles et estime la complémentarité des surfaces de manieére
systématique, en faisant interagir les cartes dans toutes les positions. Pour finir, il reconstruit des
modeles en trois dimensions des dimeres (88,89). Un deuxiéme outil informatique est TMDOCK,
permettant de modéliser des homodimeres paralléles d’hélices TM en s’appuyant sur les énergies
libres d’association dans un milieu apolaire. Ces énergies comprennent les liaisons hydrogenes et de
Van der Waals, les interactions dipole-dipole, I'entropie des chaines latérales et les énergies de
solvatation (87,90). TMHOP (TransMembrane Homo-Oligomer Predictor) est un autre outil
permettant de prédire les homo-oligomeéres de protéines TM, s’appuyant sur un criblage par ToxCAT
(voir plus bas cette méthode). D’apres les auteurs, ce calcul intégre le role des lipides et des
molécules d’eau dans les interactions. De plus, pour ce logiciel, le calcul commence dés la séquence
linéaire du peptide et non pas a partir des hélices directement (87,91). Apres avoir déterminé les
probabilités d’interaction des séquences TM entre elles, il peut étre intéressant de déterminer quels

sont les acides aminés présents a l'interface d’interaction. Pour ce faire, le logiciel PDBePISA
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(Proteins, Interfaces, Structures and Assemblies) peut étre utilisé. Celui-ci permet d’explorer les
interfaces de macromolécules en s’appuyant sur plusieurs propriétés physico-chimiques (énergie
libre de formation du complexe, énergies de solvatation, surface d’interaction, liaisons hydrogene,
hydrophobicité,...) et de déterminer I'enfouissement de chaque acide aminé (92). Un autre logiciel
permettant de prédire les acides aminés présents a l'interface de séquences TM interagissant en
homodimeres est THOIPA (TM HOmodimer Interface Prediction Algorithm). 11 se base sur les
structures résolues des TM pour déterminer I'enfouissement, la conservation et la polarité des acides
aminés (69).

Les méthodes in silico permettent d’émettre des hypotheses, qui doivent étre validées par la
suite par des méthodes in vitro. Toutes les méthodes utilisées pour étudier les interactions protéine-
protéine et présentées précédemment peuvent également étre utilisées pour étudier les interactions
TM-TM (co-immunoprécipitation, BTH, PLA, FRET, BRET). Nous présenterons ici une méthode qui
a été développée dans les années 1990, en particulier pour I'étude des interactions TM-TM. Celle-ci
permet également d’effectuer des criblages a haut débit. Elle repose sur I'utilisation de I'activateur
de transcription bactérien ToxR, dont I'activité dépend de sa dimérisation. La partie intracellulaire
de ToxR est fusionnée a la séquence TM d'intérét et le tout est exprimé dans Escherichia coli. Si la
séquence TM s’auto-associe, ToxR dimérise et induit la transcription d'un gene rapporteur (B-
galactosidase) dont le niveau d’activité est proportionnel a la force de I'interaction de la séquence
TM (87,93,94). En ajoutant en plus dans la construction la partie extracellulaire d’'une protéine
monomérique périplasmique (Maltose-binding protein), et en supprimant la capacité d’exprimer
cette protéine a la bactérie, 'adressage a la membrane est augmenté (87). Des améliorations du
systéme comprennent le remplacement du gene rapporteur par la CAT (Chloramphenicol Acetyl-
Transferase), alors nommé ToxCAT (Figure 13) (87,95). Cette derniére méthode a été tres utilisée
pour déterminer les interactions entre domaines TM de nombreuses familles et pour déterminer les
motifs d’interaction notamment. Une autre amélioration consistait a remplacer le ToxR par d’autres
constructions afin de pouvoir étudier les hétérodimérisations. Cependant toutes ces méthodes
présentent le désavantage d’étre réalisées dans des membranes bactériennes, différentes de celles
des mammiferes, ce qui peut avoir un impact sur les capacités d’'interactions des domaines TM. Des
méthodes transposables dans des membranes de mammifeéres ont donc été développées, telles que

le BiFC (Biomolecular Fluorescent Complementation assay). Cette derniére méthode repose sur
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l'utilisation d’'une protéine fluorescente (par exemple la GFP) divisée en deux fragments non
fluorescents. Chaque fragment est fusionné a un domaine TM et lorsque les deux TM interagissent,
un signal fluorescent peut étre mesuré (87,96). Le développement de la méthode ToxR et des dérivés
a permis de mieux comprendre les régles qui régissent les interactions entre domaines TM et en
particulier les acides aminés impliqués dans ces interactions. Elles ont également permis I'étude de

composés ciblant les interactions TM-TM.
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Figure 13 : Principe de la méthode ToxCAT.

Les segments transmembranaires d'intérét sont couplés d'une part au facteur de transcription ToxR
et d'autre part a la maltose-binding protein (MBP). Si les deux segments transmembranaires
interagissent, le facteur de transcription dimérise, et induit la transcription du gene rapporteur via
le promoteur ctx. Le géne rapporteur code pour la chloramphenicol acetyl-transferase (CAT)
conférant aux bactéries la résistance au chloramphénicol. L'acétylation du chloramphénicol peut
étre quantifiée et est indicatrice de I'interaction entre les deux segments transmembranaires.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Russ et Engelman (95).)
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ll.  Le domaine transmembranaire, une cible thérapeutique ?

Auvu de I'importance du domaine TM dans les fonctions biologiques et son implication dans
de nombreuses pathologies, il peut sembler judicieux de le cibler pharmacologiquement. Des
difficultés non négligeables se présentent cependant, puisque c’est un domaine qui n’est pas aisé a
atteindre. De plus, les molécules qui le ciblent doivent étre fortement hydrophobes et avec des
caractéristiques pharmacologiques particuliéres, en comparaison aux traitements classiques.
Certaines petites molécules ont la capacité de cibler ce domaine particulier, a I'image de la
fluoxétine (antidépresseur), capable de moduler la dimérisation du récepteur TrkB en agissant
directement sur le domaine TM. La fluoxétine permet de stabiliser une conformation dimérique du
récepteur, facilitant ainsi son activation par le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) et
favorisant ainsi I'activité antidépressive du récepteur (97). Dans le paragraphe ci-dessous, nous
allons cependant nous intéresser a une stratégie différente, qui consiste a utiliser des peptides
mimant les séquences TM de la cible pour ainsi moduler I'oligomérisation de la protéine
membranaire et par conséquent sa signalisation sous-jacente. Ces peptides sont appelés

« Membrane Targeting Peptides » (MTP).

1) La découverte des membrane targeting peptides

La stratégie des MTP n’a, dans un premier temps, pas été développée directement pour une
application comme molécule thérapeutique. En effet, elle a été mise au point pour comprendre les
motifs d’'interaction, le repliement et les structures tertiaires et quaternaires des domaines TM dans
la bicouche lipidique (70). La premiere protéine pour laquelle cette méthode a été testée est le
récepteur glycophorine A par Furthmayr et Marchesi en 1976 (98). Par la suite, I'utilisation de ce
peptide TM a permis de déterminer que la dimérisation passe par des acides aminés particuliers, le
motif GxxxG (51). Ce premier peptide TM a pu étre obtenu par synthése bactérienne, pour étre utilisé
sur des dimeres formés en SDS analysés par SDS-PAGE et western-blot (51). Rapidement, le
phénomeéne de ces peptides interagissant avec le domaine TM de la protéine entiére a été percu
comme une stratégie intéressante pour le développement de nouvelles cibles thérapeutiques
(Figure 14). Ainsi, Lofts et collaborateurs, ont testé de tels peptides produits par génie génétique

pour inhiber la dimérisation d’ErbB2/neu dans des modeles in vitro de neuroblastome. Ils ont pu
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montrer que les peptides inhibent partiellement la dimérisation, se traduisant par une inhibition de
la prolifération tumorale (99). Depuis lors, de nombreux peptides ont été testés pour une multitude
de cibles et permettant d'inhiber ou stabiliser I'oligomérisation de domaines TM. Les peptides
ciblant les protéines a un domaine TM ont été compilés par Westerfield et Barrera en 2020 dans une
revue, dont nous verrons plus en détails quelques exemples par la suite (42).

Pour concevoir les peptides ciblant le domaine TM, deux approches principales existent : la
conception basée sur la structure et la conception basée sur la séquence (42). La premiere repose
sur la conception de novo de peptides ajustés a la structure adoptée par I'hélice dans la membrane
en intégrant les acides aminés les plus adaptés pour chaque position. Ce type d’approche a été mise
au point par Yin et al. sous l'appellation Computed Helical Anti-Membrane Proteins (CHAMPs)
(100,101). Ils ont ainsi pu concevoir des peptides TM inhibant I'hétérodimérisation des intégrines
om/B; et ay/B, permettant ainsi I'activation de I'agrégation plaquettaire (100,101). Cette méthode
dépend cependant d’'une banque de données sur laquelle le logiciel s’appuie pour générer les
peptides (102). La deuxiéme approche, se basant sur la séquence directement, est abordée soit via le
criblage, soit via une conception rationnelle. Le criblage peut étre réalisé in silico par des
modélisations ou in vitro. Un exemple est le développement des « traptameres », correspondant a
des aptameres protéiques TM ciblant un domaine TM spécifique. Il a été développé par DiMaio et
collaborateurs, qui ont pu développer des peptides ciblant et activant le récepteur PDGFR ou celui
de I'érythropoiétine (EpoR) (103-105). La conception rationnelle permet de construire des peptides
ciblant sélectivement un domaine TM en particulier. C'est la méthode qui a été la plus utilisée. Une
possibilité est de simplement isoler le domaine TM d’'une protéine ou de le synthétiser et de le tester
directement (42). Une autre possibilité est de partir de la séquence native, puis de la modifier pour
ameéliorer sa solubilité, sa stabilité et son activité. Ainsi, le peptide peut étre amélioré notamment
en modifiant certains acides aminés, en intégrant des acides aminés non naturels ou leurs
énantiomeres dextrogyres (D), en lui greffant des lipides ou en induisant une cyclisation (106).

Une question reste cependant en suspens: comment le segment TM peut-il induire
l'activation du récepteur ? Une premiére piste repose sur le fait que les domaines TM (en particulier
ceux des RTKs et TLRs) ont tendance a s’auto-assembler. Ainsi, ils facilitent la dimérisation des
récepteurs, essentielle a leur activité. Cependant, des formes dimériques non-actives existent et

cette premiere hypothése ne peut pas expliquer le role complet du segment TM dans l'activation des
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récepteurs. Une deuxiéme hypothése propose que sur un dimeére inactif, la fixation du ligand induit
une rotation, transmise au domaine intracellulaire via le domaine TM. Enfin, une troisiéme
hypothese propose que pour étre actifs, certains récepteurs nécessitent de former des « grappes »
(clusters). Ce phénomene peut aussi reposer sur le domaine TM capable de se déplacer
horizontalement dans la membrane pour retrouver ses partenaires d'interaction. La réalité repose

sans doute sur plusieurs hypothéses en fonction du récepteur étudié (42).
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Figure 14 : Sstratégie générale des Membrane Targeting Peptides.

La fixation d’'un ligand sur son récepteur induit sa dimérisation, son activation et la transduction
d’un signal cellulaire. Le domaine transmembranaire du récepteur est impliqué dans sa dimérisation
et activation. En le ciblant avec des MTPs qui miment sa séquence, la signalisation cellulaire peut
étre modulée. Le MTP peut d’'une part empécher la dimérisation du récepteur et ainsi inhiber la voie
de signalisation sous-jacente. Il peut d’autre part, favoriser la dimérisation du récepteur, et ainsi
induire l'activation de la voie de signalisation sans ligand.

(Figure réalisée sur Biorender.com.)
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2) Comment solubiliser le peptide pour qu'il puisse atteindre sa cible ?

Avant de nous intéresser a quelques exemples de MTPs, nous allons passer en revue les
différentes méthodes pour permettre aux peptides TM d’étre solubilisés et d’atteindre leur cible. En
effet, les MTPs sont des composés hautement hydrophobes et trés peu solubles dans des solvants
aqueux. Ces questions émergent surtout a partir des étapes d’évaluation de I'efficacité in vivo de ces
peptides. Injecter des peptides solubilisés dans des solvants organiques n’étant pas concevable, il a
fallu développer des solutions alternatives. Quatre méthodes principales ont été développées et
permettent d’amener les peptides a leur(s) cible(s) (Figure 15) (107). La premiere consiste a utiliser
des micelles de détergent, par exemple le lithium dodecyl sulfate (LDS), utilisé historiquement au
sein du laboratoire d’accueil. Les peptides intégrent les micelles formées par le LDS. Ces micelles
vont, aprés administration parentérale et passage dans le sang, se désintégrer car leur concentration
sera inférieure a la concentration micellaire critique (CMC). Les peptides hydrophobes n’auront
alors pas d’autre possibilité que d’intégrer les membranes des cellules (108). La deuxiéme méthode
consiste a faire exprimer les peptides par les cellules elles-mémes via l'utilisation de plasmides. La
troisiéme méthode repose sur l'utilisation des CPP (Cell Penetrating Peptides), qui sont de courts
peptides (une trentaine d’acides aminés) capables d’entrer dans les cellules et de transporter avec
eux les molécules auxquelles ils sont liés. L’entrée des CPP se fait par endocytose ou perturbation de
I'organisation lipidique de la membrane (109). Enfin, la derniere méthode repose sur la modification
de la séquence peptidique afin de rendre les TM moins hydrophobes sans altérer leur fonction. Cette
derniere méthode a notamment été mise au point dans le laboratoire d’Engelman, sous la
dénomination de pHLIP (pH-Low Insertion Peptide). Ce peptide soluble dans l'eau se fixe aux
membranes sans structure spécifique. Apres acidification (notamment dans les tumeurs), les acides
aspartiques présents dans la séquence se protonent, induisant une augmentation de
I'hydrophobicité du peptide qui se replie en hélice o, permettant ainsi son insertion dans la
membrane (56,110). Une amélioration de ce type de peptide a été réalisée dans le laboratoire de F.N.
Barrera, sous la dénomination d’ATRAM (Acidity-Triggered RAtional Membrane). Pour ce dernier, la
tendance d’auto-agrégation du peptide pHLIP est diminuée et sa sensibilité aux différences de pH a

été augmentée, ce qui en fait un véritable outil de thérapie ciblée (111).
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Figure 15 ; Les principales méthodes pour délivrer les MTPs dans un organisme.

(1) La solubilisation des MTPs est possible dans des micelles de détergent (comme le lithium
dodécyl sulfate), qui liberent les peptides lorsque leur concentration est inférieure a la
concentration micellaire critique.

(2) Les MTPs peuvent étre exprimés et sécrétés directement par les cellules grace a I'utilisation
de plasmides.

(3) Les MTPs peuvent étre amenés aux cellules en utilisant des CPP (cell penetrating peptides).

(4) Les MTPs peuvent étre congus de maniere a étre solubles dans l'eau. IIs se fixent alors aux
membranes et la modification locale de pH induit une augmentation d’hydrophobicité,
permettant ainsi leur insertion dans la membrane.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée d’Albrecht et al. (107).)
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3) Des outils pour cibler les cellules tumorales

La recherche s’intéressant tout particulierement au cancer, un nombre important de peptides
avec des capacités anti-tumorales ont été développés. La famille de récepteurs la plus étudiée est la
famille des récepteurs a activité tyrosine kinase de classe I, la famille des récepteurs ErbB. Cette
famille est composée des récepteurs EGFR/ErbBi/HERi, ErbB2/HER2/neu, ErbB3/HER3 et
ErbB4/HERj4, souvent dérégulés dans le cancer (107). L'activation de ces récepteurs passe par une
dimérisation apres fixation du ligand, médiée notamment par le domaine TM. Ainsi, inhiber cette
dimérisation par l'ajout d'un peptide mimant la séquence TM du récepteur pour perturber son
activation est une stratégie testée a de nombreuses reprises. Les premiers a I'avoir évaluée étaient
Lofts et al. en 1993 sur le récepteur ErbB2 (99). Par la suite, le laboratoire d’accueil a démontré
qu'exposer des cellules tumorales sur-exprimant ErbBi ou ErbB2 aux peptides TM respectifs,
diminue l'activité des récepteurs (12). De méme, en mutant le récepteur de l'insuline (IR) en
remplacant son domaine TM par celui d’ErbB1 ou ErbBz, I'ajout des peptides TM ErbB1 ou ErbB2
diminue l'activité du récepteur IR chimérique (113). L'effet in vivo de ce type de peptide sur la
dimérisation du récepteur ErbBz2 a ensuite été évalué. Le peptide (appelé MTP-NeuNT) est capable
d’inhiber a une dose de 15ug/kg le développement tumoral dans un modele de souris transgénique
de cancer du sein. De méme, une augmentation de la survie et une diminution du développement
de métastases pulmonaires est observé (114). Bublil et al. ont testé un peptide similaire (nommé B2C-
D), qui est capable d’inhiber la formation des hétérodimeres entre ErbB2 et les autres membres de
la famille. En conséquence la prolifération de plusieurs lignées cancéreuses est inhibée in vitro et in
vivo sur des modéles murins de xénogreffes (115).

Un deuxieme exemple est la plateforme du récepteur neuropiline-1 (NRP1) impliquée dans de
nombreuses voies de signalisation. NRP1 forme entre autres des hétérodimeres avec les membres de
la famille des plexines (en particulier la plexine-A1) et des RTKs (comme les VEGFR) (6,108). Ces
hétérodimeres servent de récepteurs notamment pour les ligands de la famille des sémaphorines
(en particulier SemagA). Des dérégulations de NRP1 sont a l'origine de cancers, notamment son
interaction avec les VEGFR. Des travaux du laboratoire d’accueil ont permis de démontrer que le
traitement de souris ayant subi des xénogreffes orthotopiques et hétérotopiques de glioblastomes
murins et humains avec le peptide ciblant NRP1 (MTP-NRP1) inhibe la croissance tumorale par des
effets antiprolifératifs, anti-migratoires et anti-angiogéniques. L'effet passe par une inhibition de la

46



dimérisation entre NRP1 et VEGFR et empéche la fixation de SemagA (116). Dans des travaux d’Arpel
et al., le laboratoire a démontré que le méme peptide possede également des effets anti-cancéreux
sur plusieurs lignées de cancers du sein (dont des triples négatifs) en inhibant la croissance tumorale
et la formation de métastases in vivo (117).

Un dernier exemple est le récepteur EphA2. Celui-ci fait partie de la plus grande famille des
RTKs : la famille des récepteurs aux éphrines. Les ligands de ces récepteurs (les éphrines) sont liés a
la membrane de cellules différentes, la reconnaissance entre ligand et récepteur permet donc des
contacts cellulaires. L'activation des récepteurs passe par leur clustering (~ regroupement). Le
récepteur EphA2 joue un role actif dans de nombreux cancers, mais semble avoir un role différent
en fonction de son activation. Ainsi, en absence de ligand il promeut 'oncogenése, alors que son
activation est plutot suppressive de tumeurs (42). Dans cette optique, Alves et collaborateurs, ont
concu un peptide activateur (appelé TYPE7), induisant I'oligomérisation et I'activation du récepteur,
ce qui inhibe la migration cellulaire. La particularité de ce peptide est qu'il s’agit d'un peptide concu
sur les principes des peptides pHLIP et ATRAM : il est soluble dans I'eau et change de conformation
en fonction du pH. Le peptide se fixe aux lipides membranaires a pH neutre, mais a proximité des
membranes cellulaires, une diminution locale du pH est observée, ce qui induit le changement de
conformation, permettant au peptide d’entrer dans la membrane (118). Cette technologie permet de
s'affranchir des problémes de solubilité des peptides TM a cause de leur hydrophobicité, mais doit

étre validée in vivo pour vérifier son efficacité.

4) Les Membrane Targeting Peptides et le systéme nerveux central

Les recherches menées par le laboratoire d’accueil ont permis de démontrer que les MTPs sont
capables de traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) (116). Au vu de cette caractéristique
intéressante, les peptides TM peuvent constituer une nouvelle catégorie de composés pour la prise
en charge de pathologies du systeme nerveux central (SNC). Le premier peptide développé par le
laboratoire possédant cette caractéristique est celui reprenant la séquence TM de neuropiline-1
(MTP-NRP1). Comme présenté précédemment, ce peptide inhibe l'activité pro-angiogénique du
VEGF et empéche ainsi le développement tumoral de glioblastomes in vivo (108,116). Un second
peptide, est celui congu a partir de la séquence TM de la plexine-A1 (MTP-PlexA1). Dans les travaux

de Jacob et al., le laboratoire a démontré que ce peptide inhibe la dimérisation de plexine-A1 avec

47



ses partenaires (119). En conséquence, une inhibition du développement tumoral a été observée
dans plusieurs modeles in vivo de glioblastome (119). La plexine-A1 n’est cependant pas impliquée
uniquement dans des pathologies cancéreuses. En effet, dans la SEP elle forme un dimere avec NRP1.
Le ligand de ce complexe est alors la Sema3A (120).

La SEP est une pathologie auto-immune chronique, caractérisée par des lésions
inflammatoires démyélinisantes (121). Pour induire une réparation de la gaine de myéline, des
précurseurs d’oligodendrocytes utilisent des signaux favorisant leur migration vers les zones 1ésées
ou ils peuvent se différencier en oligodendrocytes matures myélinisants. Cependant, d’autres
signaux s’opposent a ces phénomeénes, a 'image de certaines sémaphorines, dont la SemasA (120).
Dans les lésions, une surexpression de SemasA et plexine-A1 est observée. Les travaux les plus
récents du laboratoire, ont pu démontrer que I'utilisation du peptide ciblant le domaine TM de
plexine-A1 (MTP-PlexA1) in vitro permet d’inhiber les effets de SemagA, favorisant ainsi la migration
et la différenciation des oligodendrocytes (122). De méme, I'efficacité du peptide a été démontrée in
vivo, sur deux modéles animaux de la SEP (modele cuprizone et modéle EAE). En effet, le traitement
avec le peptide (a 1ug/kg tous les trois jours) a permis de limiter les atteintes de la myéline et

d’obtenir une remyélinisation efficace (122).
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IV. L'implication du domaine transmembranaire dans les

plateformes de récepteurs : vers de nouveaux traitements ?

L’ensemble des travaux menés sur le développement de peptides ciblant le domaine TM de
récepteurs sont encourageants et au fil des années, le laboratoire d’accueil a pu acquérir une certaine
expertise concernant 'utilisation de ces MTPs. Ces peptides offrent des applications variées, dont la
cancérologie et les maladies de la myéline sur lesquelles le laboratoire a pu se spécialiser. Si aucun
de ces peptides n’a encore a ce jour pu accéder — a notre connaissance — a des essais cliniques, cette
étape devient aujourd’hui réaliste. Il apparait cependant encore essentiel de mieux comprendre les
interactions entre TM et en particulier leur implication dans la transmission des signalisations
cellulaires. De plus, cibler une seule voie de signalisation pour la prise en charge d'une maladie
semble souvent insuffisant. C'est dans ce contexte que nous proposons d’étudier I'implication du
domaine TM dans deux plateformes de récepteurs : la plateforme NgR et la plateforme IL-10R. Pour
ces deux plateformes aucune donnée n’est encore disponible sur la contribution du domaine TM
dans I'oligomérisation des récepteurs. Cependant, elles sont impliquées dans le cancer et la SEP et

constituent des cibles pouvant supporter et enrichir les approches déja développées au laboratoire.

1) La plateforme du récepteur NgR dans le contexte de la sclérose en

plaques

La premiere plateforme que nous présenterons, est celle des récepteurs des inhibiteurs
associés a la myéline (MAISs). Les trois MAIs sont Nogo-A (également nommé RTN4), MAG et OMgp.
Les MAIs sont impliqués dans I'inhibition de I'extension des neurites dans les neurones par une
interaction avec le récepteur NgR (également nommé RTN4R). Ce dernier, ne possédant aucun
domaine catalytique, doit s’associer avec d’autres co-récepteurs afin de pouvoir activer la voie de
signalisation sous-jacente. Quatre co-récepteurs principaux ont été décrits: LINGO1, AMIGO3,
p75NTR (également nommé NGFR et TNFRSF16) et TROY (également nommé TNFRSF19) (120).
LINGO1 a été décrit dans le développement cérébral murin comme régulant la survie des neurones,
la guidance axonale et la différenciation oligodendrocytaire (123-125). Pour AMIGO3, I'expression

lors du développement n’est pas décrite, méme si sa présence a été détectée dans le cerveau par

49



hybridation in situ (126). Dans des souris adultes, AMIGO3 est exprimé dans le cerveau, l'intestin
gréle, la rate et les poumons. AMIGO3 et LINGO1 peuvent tous les deux s’associer a NgR et p75NTR
ou TROY pour activer la voie de signalisation apres reconnaissance d'un MAI (127). Cette voie induit
l'activation de RhoA, une GTPase, active en cas de liaison a un GTP, inactive en cas de liaison a un
GDP. Lorsqu’elle est active, RhoA s’oppose a la migration et différenciation oligodendrocytaires et
donc a la remyélinisation (Figure 16) (125).

Cibler la plateforme des co-récepteurs de NgR peut étre une stratégie intéressante dans un
objectif de remyélinisation des 1ésions de SEP en inhibant I'activité de facteurs inhibant la migration
et la différenciation des oligodendrocytes. Ainsi, un anticorps bloquant LINGO1 (opicinumab) a
montré des effets encourageants dans le modéle murin EAE. Malheureusement, en essai clinique de
phase I, I'anticorps ne permet pas d’améliorer I'état des patients (128). Une explication de cet échec
est la redondance d’activation de la voie de signalisation. En effet, AMIGO3 peut se substituer a
LINGO1 pour activer RhoA (127). De plus, LINGO1 semble étre surexprimé plus tardivement
qu'AMIGO3, notamment dans des modeles de lésions de la moelle épiniére (127). Des études ont
également montré dans un modele d’épilepsie induite par I'acide kainique, que LINGO1 et AMIGO3
sont surexprimés dans la méme région cérébrale, mais AMIGO3 plus fortement. De plus, inhiber
AMIGO3 réduit les dommages de la myéline (129). Cibler AMIGO3 semble donc étre une approche
intéressante pour développer des composés en faveur de la remyélinisation. Cependant, dans la
sclérose en plaques, une inflammation massive prend place aux sites de lésion. Cibler les
mécanismes de remyélinisation risque d’étre insuffisant pour contrecarrer la pathologie et il semble

primordial d’associer un traitement régulant I'inflammation et le systéme immunitaire.
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Figure 16 : La plateforme du récepteur NgR.

Les inhibiteurs associés a la myéline (NogoA, OMgp et MAG) sont reconnus par le récepteur NgR.
Celui-ci étant dépourvu de domaine catalytique, il s'associe avec d’autres co-récepteurs (LINGO1,
AMIGOg3, p75NTR et TROY) pour activer la voie de signalisation RhoA. RhoA est activé grace a la
séquestration de RhoGDI au niveau des domaines intracellulaires de p75NTR et TROY. Une fois
libéré, RhoA peut remplacer le GDP auquel il est fixé par un GTP grace au facteur GEF, induisant son
activation. Lactivation de RhoA induit une inhibition la migration et la différenciation des
oligodendrocytes.

(Figure réalisée sur Biorender.com.)
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2) Laplateforme du récepteur de l'interleukine-10 et son rdle dans la

polarisation des macrophages et de la microglie

a) Lerécepteur de l'interleukine-10

Parmi I'arsenal inflammatoire présent dans I'organisme, se trouve la deuxieme plateforme a
laquelle nous nous intéressons : la plateforme du récepteur de l'interleukine-10 (IL-10). L'IL-10 est
une cytokine de la classe II, qui inclue les interférons et les cytokines de la famille IL-10, incluant
elle-méme I'IL-19, I'lL-20, I'lL-22, I'IL-24, I'IL-26, I'lL28A, I'lL28B et I'L-29 (130). Le récepteur de
l'interleukine-10 est constitué de deux sous-unités, I'IL-10Ra et I'IL-10RB (Figure 17). La premieére
reconnait uniquement I'lL-10, tandis que la seconde est commune pour les récepteurs reconnaissant
les cytokines IL-10, IL-22, IL-26, IL-28A, IL-28B et IL-29 (130). La sous-unité IL-10Ra est la sous-unité
effectrice, ayant une forte affinité pour le ligand IL-10 et qui dicte la spécificité, au vu de son
expression limitée dans les cellules. La sous-unité IL-10R quant a elle, est la sous-unité accessoire,
permettant la formation des structures induisant I'activation de la voie de signalisation (130). Des
recherches récentes par cryomicroscopie électronique ont permis de mieux visualiser comment
l'organisation des sous-unités du récepteur se déroule. D’apres ces résultats, I'lL-10, qui est sécrétée
sous forme dhomodimere, est reconnue par deux sous-unités IL-10Ra, ce qui induit
I'hétérodimérisation de celles-ci avec des sous-unités IL-10RB. Chaque sous-unité est associée en
intracellulaire a une kinase (131). IL-10Ra est reliée a JAK1, alors qu'IL-10Rf est reliée a TYKz2. La
reconnaissance du ligand induit la phosphorylation du récepteur par des kinases JAK1 et TYKz2, et
permet un recrutement du facteur de transcription STAT3 majoritairement (mais aussi STAT1 et
STAT5 dans une moindre mesure), qui sera lui-méme phosphorylé (130,132-134). Aprés translocation
nucléaire, celui-ci induit les modifications transcriptionnelles a I'origine des effets de I'lL-10 (Figure
17).

L'IL-10 est sécrétée majoritairement par les cellules dendritiques, les monocytes, les
macrophages, les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, les mastocytes, les cellules NK et les
lymphocytes B et T, en réponse a des stimulations par des récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires (Pattern Recognition Receptors, PRRs) ou des cytokines pro-inflammatoires (130,135).
Le role prépondérant de I'IL-10 est de réguler la réponse immunitaire, via un fort effet anti-
inflammatoire, en agissant sur de nombreux types cellulaires. En effet, I'lL-10 agit d’abord sur les
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cellules de la lignée monocytaire : monocytes, macrophages et cellules dendritiques. Elle inhibe la
production de cytokines pro-inflammatoires (comme IL-1§3, IL-6, IL-12, IFNY, GM-CSF, G-CSF, M-CSF
et TNFa) et chimiokines de type CC (comme CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-10, CCL4/MIP-1f et CCL5) et
de type CXC (comme CXCL1, IL-8/CXCL8 et CXCL10) impliquées dans le recrutement de monocytes,
cellules dendritiques, neutrophiles et lymphocytes T (132). IL-10 inhibe aussi I'expression des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH II) et des signaux de costimulation
(comme CD54/ICAM-1, CD80/B7 et CD86/B7.2) (132). L'IL-10 favorise également la phagocytose,
mais inhibe la capacité de présentation des antigenes, en particulier sur les cellules dendritiques
immatures (132). Concernant les lymphocytes B, I'lL-10 favorise leur survie, prolifération et la
production d’anticorps (132,136). Enfin, I'lL-10 modifie 'activité des lymphocytes T (LT), en fonction
de leur classe : pour les LT CD4", I'lL-10 inhibe leur prolifération et leur fonction de sécrétion de

cytokines ; pour les LT CD8", I'lL-10 au contraire favorise leur recrutement, prolifération et activité

cytotoxique (132,135).
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Figure 17 ; La plateforme du récepteur IL-10R.

La reconnaissance d’'un dimere d’IL-10 par deux sous-unités IL-10R«, induit la dimérisation de celles-
ci avec deux sous-unités IL-10Rp. Cette activation du récepteur induit son autophosphorylation par
les kinases JAK1 et TYK2, permettant le recrutement du facteur de transcription STAT3. Apres sa
phosphorylation par les mémes kinases, STAT3 homodimérise et subit une translocation nucléaire.
Il induit alors la transcription de genes anti-inflammatoires.

(Figure réalisée sur Biorender.com, adaptée de Shouval et al. (134).)

54



b) La polarisation des macrophages et de la microglie : mythe ou réalité ?

L'IL-10 impacte fortement l'activité des macrophages, mais aussi de la microglie en réduisant
leurs effets pro-inflammatoires. En conséquence, I'IL-10 fait partie des cytokines jouant sur I'état
d’activation de ces cellules, également appelé polarisation (137,138). Dans le cadre de cette thése,
nous avons rédigé une revue, discutant de la polarisation des macrophages et de la microglie dans

deux pathologies : la SEP et le glioblastome.
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Résumeé1:

Manipuler la polarisation des macrophages/de la microglie pour traiter le glioblastome
ou la sclérose en plaques.
Manipulating Macrophage/Microglia Polarization to Treat Glioblastoma or Multiple

Sclerosis.

Les macrophages et la microglie sont impliqués dans plusieurs maladies et jouent des roles
divergents dans la physiopathologie. Cette divergence peut s'expliquer par leur capacité a endosser
différents états de polarisation. Les extrémes théoriques de ces états sont appelés M1 et M2. M1 sont
des cellules pro-inflammatoires, microbicides et cytotoxiques alors que M2 sont des cellules anti-
inflammatoires, immunorégulatrices et favorables a la progression tumorale. Dans les états
pathologiques, ces polarisations sont dérégulées, ainsi la restauration des phénotypes pourrait étre
une approche thérapeutique intéressante pour traiter certaines pathologies. Dans cette revue, nous
nous concentrerons sur les composés ciblant la polarisation des macrophages et de la microglie dans
deux pathologies tres distinctes : la sclérose en plaques et le glioblastome. La sclérose en plaques est
une maladie inflammatoire caractérisée par la démyélinisation et la dégradation des axones. Dans
ce cas, les macrophages et la microglie adoptent un phénotype de type Mi, induisant une
inflammation. Promouvoir la polarisation opposée de type M2 pourrait étre une stratégie
thérapeutique intéressante. Le glioblastome est une tumeur du cerveau dans laquelle les
macrophages et la microglie facilitent la progression, la propagation et I'angiogenése de la tumeur.
Ils font partie des macrophages associés a la tumeur (TAMs) qui adoptent un phénotype anti-
inflammatoire, inhibant ainsi l'immunité anti-tumorale. Leur réactivation pourrait étre une
méthode pour limiter et réduire la progression tumorale. Ces deux pathologies seront utilisées pour
illustrer que le ciblage de la polarisation des macrophages et de la microglie est une approche

prometteuse avec un large spectre d'applications méritant plus d'attention.

56



<

pharmaceutics

Review

Manipulating Macrophage/Microglia Polarization to Treat
Glioblastoma or Multiple Sclerosis

Thomas Kuntzel !

check for
updates

Citation: Kuntzel, T; Bagnard, D.
Manipulating Macrophage /Microglia
Polarization to Treat Glioblastoma or
Multiple Sclerosis. Pharmaceutics
2022, 14, 34. https://doi.org/
10.3390/pharmaceutics14020344

Academic Editor:

Katharina Zimmermann

Received: 30 November 2021
Accepted: 28 January 2022
Published: 1 February 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2022 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org /licenses /by /
40/).

and Dominique Bagnard 1->*

1 UMR7242 Biotechnology and Cell Signaling, Centre National de la Recherche Scientifique, Strasbourg Drug
Discovery and Development Institute (IMS), University of Strasbourg, 67400 Illkirch-Graffenstaden, France;
t.kuntzel@unistra. fr

Ecole Supérieure de Biotechnologie de Strasbourg, 67400 Illkirch-Graffenstaden, France

*  Correspondence: bagnard@unistra.fr

(&)

Abstract: Macrophages and microglia are implicated in several diseases with divergent roles in
physiopathology. This discrepancy can be explained by their capacity to endorse different polariza-
tion states. Theoretical extremes of these states are called M1 and M2. M1 are pro-inflammatory,
microbicidal, and cytotoxic whereas M2 are anti-inflammatory, immunoregulatory cells in favor
of tumor progression. In pathological states, these polarizations are dysregulated, thus restoring
phenotypes could be an interesting treatment approach against diseases. In this review, we will focus
on compounds targeting macrophages and microglia polarization in two very distinctive pathologies:
multiple sclerosis and glioblastoma. Multiple sclerosis is an inflammatory disease characterized by
demyelination and axon degradation. In this case, macrophages and microglia endorse a M1-like
phenotype inducing inflammation. Promoting the opposite M2-like polarization could be an interest-
ing treatment strategy. Glioblastoma is a brain tumor in which macrophages and microglia facilitate
tumor progression, spreading, and angiogenesis. They are part of the tumor associated macrophages
displaying an anti-inflammatory phenotype, thereby inhibiting anti-tumoral immunity. Re-activating
them could be a method to limit and reduce tumor progression. These two pathologies will be used
to exemplify that targeting the polarization of macrophages and microglia is a promising approach
with a broad spectrum of applications deserving more attention.

Keywords: macrophage; microglia; glioblastoma; multiple sclerosis; polarization; treatments; therapeutic

1. Introduction

Macrophages are an important cellular component of the innate immune system and
more precisely, a part of the mononuclear phagocytic system. They differentiate from mono-
cytes after entering the tissues. Depending on the tissue, they will have different names
such as microglial cells corresponding to the resident macrophages in the central nervous
system (CNS). The macrophages can be resident or motile [1]. Concerning the origin of
these cells, the first point of view is that all macrophages originate from the circulating
monocytes, meaning that they derive from hematopoiesis. However, the newest consensus
is that macrophages can directly originate from embryonic precursor cells that have colo-
nized developing tissues before birth [2]. One example is the microglia, which come from
the yolk sac [1]. The different populations of macrophages and their origins are presented in
Figure 1. Regarding the roles of the macrophages, they perform phagocytosis, but they also
have the function of antigen presenting cells (APCs) and they produce and secrete cytokines.
Macrophages perform several roles after activation. There are different forms of activation
corresponding to the different states of polarization: the classically activated macrophages
or M1 macrophages, and the alternatively activated macrophages or M2 macrophages.
Each state of polarization has different implications in the roles the macrophages exert.
In M1 polarization, they mainly have pro-inflammatory and antitumor effects whereas
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in M2 polarization, the macrophages essentially have anti-inflammatory functions [2,3].
These opposite functions have different implications in several diseases, and they constitute
potential therapeutic targets. Among them, glioblastoma and multiple sclerosis represent
two examples to discuss to what extent manipulating macrophage /microglia polarization
may represent an interesting therapeutic approach.

2 populations : resident tissue macrophages and circulating monocytes
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Figure 1. Different populations and origins of macrophages. Two major populations of macrophages
coexist in the body: the macrophages that reside and self-renew in the tissues and the ones differ-
entiated from the monocytes circulating in the blood and originating from the hematopoietic stem
cells. Most tissue resident macrophages have an embryonic origin and arise either from the yolk sac
(for example microglia in the brain) or directly from the fetal liver (for example, Kupffer cells in the
liver and kidney macrophages). Some tissue resident macrophages are peripherally derived such as
intestinal macrophages. All these tissue resident macrophages constitute a heterogeneous population
with tissue-specific functions.

Glioblastoma (GBM) is a malignant brain tumor with a very low survival rate (one year
survival ~35%) [4]. It is characterized by a high capacity of invasion, allowing the tumor
to infiltrate nearby tissues. The standard of care treatment consists of surgical resection,
if possible, combined with radiotherapy and temozolomide, an alkylating agent, but the
prognosis remains poor [4]. Bevacizumab, an anti-VEGF antibody, initially seen as an
interesting alternative showed limited efficacy and tolerance. New therapeutic possibilities
are necessary to increase the patient’s survival rate and quality of life [4]. One approach is
to target the tumor associated macrophages (TAMs). TAMs are peripheral macrophages
or brain-intrinsic microglial cells recruited by the tumor to support its survival, growth,
and migration. Interestingly, these macrophages are mostly in M2 polarization. This means
that it is possible to rebalance the polarization state toward M1 in order to obtain pro-
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inflammatory and anti-tumor macrophages [5]. However, in inflammatory pathologies
such as multiple sclerosis (MS), having only M1 polarized macrophages is associated with
a deterioration of the disease. MS is the most frequent autoimmune chronic inflammatory
disease of the CNS. It is characterized by the appearance of lesions where demyelination,
inflammation, and glial reaction are observed. The classical course of the pathology, also
called relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS), is punctuated by episodes of neuro-
logic disability called relapses, which are fully or partially reversible. After 10-20 years,
the disease becomes progressive, without recovery periods. About 15% of the patients have
a progressive course from onset. Although there are many disease modifying medications
that reduce the frequency and severity of relapse, there is no cure for the disease and no
medication that prevents or reverses the progressive state [6]. An approach targeting the
macrophages/microglia is also relevant for this disease. In fact, the M2 polarized cells
are involved in remyelination processes, however, in MS, the macrophages/microglia
are mostly in M1 polarization in favor of inflammation [3]. Some medications already
on the market target the polarization state, but more are needed to expect effects on the
progressive state of the pathology.

Thus, the aim of this review is to discuss the different therapeutic possibilities for the
balancing of the polarization of macrophages and microglial cells. The focus will be the
treatment of glioblastoma and multiple sclerosis being two archetypic diseases for which
this option is becoming realistic. Some of these therapeutic agents are already on the market
whereas others are in preclinical or clinical development.

2. The Different Polarization States of Macrophages

The concept of different macrophage activation states has existed since the nineties
and in 2000, Mills et al. first termed these activation states as M1 and M2 [7]. Nonetheless,
they immediately showed that assuming there are only two types of polarization is an
oversimplification [7]. Indeed, M1 and M2 are the extremities of a continuum of phenotypes
and possess an important plasticity. M1 polarization corresponds to a pro-inflammatory
activity while M2 polarization reflects an anti-inflammatory role. There is a balance between
both extremities and an imbalance can lead to pathological states. Mantovani et al. further
described this plasticity by showing that the polarized macrophages differed in terms of
receptor expression, effector function, and cytokine/chemokine production, depending
on which extremity of the continuum the macrophages are in [8]. The polarization is
also a dynamic process in so far as it can occur at any point during the inflammation,
depending on the tissue microenvironment [9]. The polarization of macrophages can
be regulated through three different ways: extrinsic pathways, intrinsic pathways, and
the tissue microenvironment. The extrinsic pathways are the methods used in vitro with
cultured macrophages by stimulating them with M1 or M2 polarizing agents. Intrinsic
pathways and the tissue microenvironment are all agents secreted by the body, which
influence the type of macrophage population and their polarization. Depending on all
these agents, the macrophages will be more or less in a M1-like or a M2-like polarized
state [9]. The polarization states of macrophages are summarized in Figure 2.

2.1. The M1 Polarization

Classical activation of macrophages corresponds to M1 polarization. When the
macrophages shift toward this polarization, they have an enhanced capacity of secre-
tion of pro-inflammatory cytokines such as TNF-«, IL-15, IL-23, and IL-1f3, their antigen
presenting capacity is amplified, their production of reactive nitrogen and oxygen inter-
mediates is augmented and their release of IL-12—in favor of Thl polarization of CD4+
cells—is also increased. Thus, M1-like macrophages are effector cells, exerting microbicidal
and cytotoxic activities [10].
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Figure 2. Macrophage polarization states. In the tissues, macrophages can adopt several polarization
types corresponding to different activation states. The theoretical extremes of these states are, on one
hand, the M1-like macrophages with pro-inflammatory effects, and on the other hand, the M2-like
macrophages with anti-inflammatory effects. M1-like macrophages can be obtained by stimulation
with interferon-y, secreted by other M1-like macrophages, Thl lymphocytes, and NK cells; GM-
CSF secreted by M1-like macrophages and parenchymal cells or LPS present on Gram-negative
bacteria. M2a alternatively activated macrophages were obtained by stimulation with IL-4 and IL-13
secreted by mast cells, basophils, and Th2 lymphocytes. M2b type II macrophages were obtained after
stimulation with immune complexes or LPS. Finally, M2c deactivated macrophages were obtained
by stimulation with IL-10 secreted by mast cells, M2-like macrophages, and Th2 lymphocytes or
after treatment with glucocorticoids such as dexamethasone. GM-CSF: granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor, IL: interleukin, LPS: lipopolysaccharide, Th: T helper.

The induction of polarization depends on specific stimuli and for M1-like induction,
three major stimuli are described: IFN-y (interferon-y), pathogens, and GM-CSF (granu-
locyte macrophage colony-stimulating factor). IFN-vy is the main M1 stimuli, produced
by Thl cells, NK cells, and macrophages. IFN-y activates, through its receptor IFNGR,
STAT1, which induces gene expression for cytokine receptors (e.g., IL15Rx, IL6R), cell
activation markers (e.g., CD36, CD38, CD69, and CD97), and cell adhesion molecules
(e.g., intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1), integrin alpha L (ITGAL), and mucin 1).
Pathogens induce the “innate” activation of macrophages through pattern recognition
receptors (PRRs). The best-studied example is lipopolysaccharide (LPS), found at the bacte-
rial outer membrane of Gram-negative bacteria, which is recognized by Toll-like receptor 4
(TLR-4). This activation causes the secretion of pro-inflammatory cytokines (e.g., IFN-f3,
TNE IL-6, IL-12, and IL-1§3), chemokines (e.g., CCL2, CXCL10), and antigen presentation
molecules (e.g.,, MHC members and co-stimulatory molecules). Finally GM-CSE produced
among others by parenchyma cells and macrophages, enhances, after recognition by its
receptor, antigen presentation, phagocytosis, microbicidal capacity, leukocyte chemotaxis
and adhesion, and cytokine production (e.g., TNE, IL-6, IL-13, G-CSE and M-CSF) [11].
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2.2. The M2 Polarization

Alternatively activated macrophages, or M2 macrophages, correspond to the other
extremity of the polarization continuum. These macrophages exert different and sometimes
opposite functions such as M1-like macrophages. Indeed, M2-like macrophages prevent
the expansion of parasites, perform remodeling and repair of damaged tissue, have im-
munoregulatory effects, control inflammation, and are in favor of tumor progression by
inhibiting the anti-tumoral immunity, promoting tumor survival, and facilitating angiogene-
sis [1,10,12]. However, the vision of one M2 polarization is oversimplified. Mantovani et al.
already showed in 2004 that there were at least three different M2-like states: M2a, M2b,
and M2c [13]. M2a, also called alternatively activated macrophages, are induced by IL-4
and IL-13, which are secreted by mast cells, Th2 cells, and basophiles. These cytokines
activate STAT6 through the IL-4 receptor. M2a macrophages are also induced by helminth
and fungal infections. The resulting effects observed are a decrease in the secretion of
pro-inflammatory cytokines (e.g., TNF-o, IEN-y, IL-6, IL-12, and IL-1f3) and the expression
of proteins involved in tissue repair and fibrogenesis [10,14]. M2b or type II macrophages
are activated by immune complexes (ICs), TLR agonists such as LPS or IL-1R agonists.
Their activation leads to the production of pro-inflammatory cytokines (TNF-«, IL-6, IL-1§3)
and anti-inflammatory cytokines (IL-10) and to the loss of IL-12 secretion. They have roles
in Th2 activation, in upregulating antigen presentation, and in immunoregulation [11,15].
M2c macrophages, also called deactivated macrophages, are induced by IL-10, gluco-
corticoids, and TGF-f. They possess strong anti-inflammatory properties and promote
phagocytosis of apoptotic cells [15]. A fourth state of polarization has been described
in vitro: M2d macrophages, induced by TLR agonists through the adenosine receptor, lead
to the loss of secretion of pro-inflammatory cytokines, the induction of the production of
anti-inflammatory cytokines and vascular endothelial growth factor (VEGF). Hence, these
macrophages have proangiogenic properties and exhibit attributes of TAMs [15].

2.3. The New Concepts about “Polarization”

In these last years, the concept of M1/M2 polarization has become more and more
controversial. The concept fits well with the situation in vitro, but these models are unable
to mimic the profiles observed in vivo for pathological situations. Moreover, macrophages
have the capacity to develop mixed M1/M2 phenotypes, and even if there are differences
between both polarizations, there are also similarities and both populations often coexist.
This means that rather than focusing only on the study of entire populations of cells, a
single-cell analysis could be more relevant [11,16,17]. The M1/M2 model is not adapted
for the analysis of macrophages coming from specific tissues and /or from pathological
conditions. Single cell RNA sequencing of macrophages shows the coexistence of many
different signatures. These signatures correspond to different tissue- and disease-specific
activation states and different times of activation process. Quantifying the expression for
each cell of a large subset of genes associated with M1-like or M2-like states and a large
subset of genes associated with early or late differentiation, is the possibility to refine the
activation state of macrophages [17,18]. Notwithstanding, the single-cell RNA sequencing
is more in favor of the point of view that “every macrophage is unique” [19]. Finally,
it seems to be more interesting to classify the macrophages according to their function:
pro-inflammatory or anti-inflammatory and for host defense, wound healing, or immune
regulation [20].

The macrophages, through these functions, are of special interest for plenty of dis-
eases and they constitute an interesting target for new therapeutics. Therefore, we will
focus on two pathologies of the CNS where macrophages/microglia have different and
somehow opposite roles: multiple sclerosis and glioblastoma. In MS, an exacerbation
of inflammation is responsible for the lesions whereas in GBM, a hindrance of the anti-
tumoral inflammatory mechanisms favors tumoral proliferation and spreading. In MS,
macrophages/microglia, polarized in a M1-like phenotype have deleterious effects on the
myelin sheath (Figure 3A). In GBM, polarized in a M2-like phenotype, they help the tumor
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cells to proliferate (Figure 3B). Re-educating these macrophages/microglia could be an
interesting therapeutic option, and finally, targeting the same cells, but in an opposing way
is possible for two antipodal diseases.

2 pathologies for 2 effects of microglia/macrophages
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Figure 3. Macrophages have opposing effects in two pathologies of the central nervous system: mul-
tiple sclerosis and glioblastoma. In multiple sclerosis (A), macrophages exerta M1-like phenotype
and thereby attack and destroy the myelin sheath and damage the axons in the CNS. In glioblastoma
(B), these cells adopt the opposite M2-like phenotype favoring an anti-inflammatory milieu. Conse-
quently, tumorigenesis, tumor-spreading, and angiogenesis is promoted whereas cytotoxic T-cells are
inhibited. CNS: central nervous system, TAMs: tumor associated macrophages.

3. Macrophages/Microglia in MS
3.1. The M1-M2 Balance Consequences on Multiple Sclerosis

Microglia and macrophages are implicated in the pathophysiology of multiple sclerosis.
On one hand, they lead to the destruction of the myelin sheath and the damage of axons by
secreting pro-inflammatory cytokines, presenting antigens, and inducing oxidative stress;
on the other hand, they promote remyelination, tissue repair, resolve inflammation, and
perform phagocytosis of myelin debris. These contrasting effects are thought to correspond
to the two major polarization states: M1-like and M2-like, respectively [3,21,22]. In fact,
as discussed above, in vivo, the situation is much more complicated: the cells are able to
express M1 markers as well as M2 markers simultaneously. The polarization state depends
a lot on environmental signals, the length, and the combination of stimuli. It shows once
more the plasticity of macrophages and microglial cells, changing from a pro-inflammatory
polarization state during the acute phase of the disease, to an anti-inflammatory state
during the recovery phase, but also the capacity to stay in an intermediary state between
both phenotypes [3,16,22]. Interestingly, in chronic active lesions, M2 markers are lacking;:
they disappear when an active lesion evolves from an acute to a progressive one [16].
Targeting the imbalance between pro-inflammatory and anti-inflammatory functions of
macrophages/microglia is a possible treatment option to restore polarization in favor
of remyelination.

3.2. Treatments Influencing Polarization for MS Care Already on the Market

An important number of treatments indicated for MS care already exist and are on
the market. Among these, some have been shown to indirectly target macrophage and
microglia polarization. They are part of two different groups of compounds. The first group
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is composed of proteins and peptides including interferon 3 and glatiramer acetate. The sec-
ond group consists of small molecules including dimethylfumarate, fingolimod /siponimod,
and glucocorticoids.

3.2.1. Proteins/Peptides

Interferon {3 is a first line background treatment for multiple sclerosis with diverse
mechanisms of action. It is an anti-inflammatory cytokine that acts by increasing the
production of other anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IL-4 by decreasing
the production of pro-inflammatory cytokines such as IL-12 and IL-17 by limiting the
leukocyte migration across the blood-brain barrier (BBB) and by promoting the production
of nerve growth factor (NGF) in favor of neuronal survival and repair [23]. Concerning
macrophages and microglia, the modifications of the expression of pro-inflammatory
and anti-inflammatory cytokines directly affect their polarization state toward a M2-like
phenotype. In MS patients treated with IFN-f3, it was observed that the antigen presenting
ability and the migration capacity of these cells was diminished and that inhibitory immune
checkpoints (in particular B7-H1) were activated [24].

Glatiramer acetate is also a first line background treatment for relapsing-remitting
multiple sclerosis. It is a random basic copolymer of four natural occurring amino acids:
glutamic acid, lysine, alanine, and tyrosine. Its mechanism of action involves the generation
of Th2 and Treg regulatory and anti-inflammatory lymphocytes, but also the induction
of regulatory, anti-inflammatory, M2-like macrophages, and microglia [24]. These polar-
ization shifts are accompanied by a diminished secretion of pro-inflammatory cytokines
(e.g., TNFo and IL-12) and an augmented secretion of anti-inflammatory cytokines (IL-10
and TGF-f). The drug is also able to induce the phagocytic activity of macrophages and
microglia in rats and humans, which allows for the clearance of myelin debris in favor of
remyelination [24,25]. Through the APC role of macrophages, it is hypothesized that they
are responsible for the amplification of Th2 cells, meaning that for this drug, macrophages
and their anti-inflammatory polarization have a central duty [26].

3.2.2. Small Molecules

Dimethylfumarate is also indicated for the background treatment of relapsing-remittent
multiple sclerosis. Originally a treatment for psoriasis through the induction of a shift
from a Thl response to a Th2 response, the drug also induces the expression of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 by lymphocytes, but also by macrophages and microglia.
Moreover, it inhibits the expression of pro-inflammatory cytokines (e.g., TNF«, IL1-3, and
IL-6) by macrophages and microglia, thus promoting a M2-like phenotype [24,25,27,28].

Fingolimod is a modulator of the sphingosine-1-phosphate receptors indicated in the
second line for background treatment of very active forms of multiple sclerosis. Fingolimod
treatment leads to the inhibition of the egress of lymphocytes from lymphoid tissues into the
circulation, thus preventing their trafficking toward the CNS. Interestingly, macrophages
and microglia also express this receptor. It has been shown in human and animal models
that fingolimod is able to prevent the activation of an inflammatory phenotype of these
cells [24,25,29]. Fingolimod is able to modulate macrophage and microglia activation
by lowering their pro-inflammatory cytokine production (e.g., TNF«), thus protecting
oligodendrocytes from death and favoring the remyelination process. This mechanism
corresponds to a changing of the polarization of macrophages and microglia toward a
M2-like phenotype [29-31]. Another modulator of the sphingosine-1-phosphate receptors
is the fingolimod-derived compound siponimod. Siponimod is selective for S1P1 and S1P5
receptors, and lowers the risk of adverse cardiac events mediated through the S1P3 receptor
subtype [32]. This molecule protects against neurodegeneration by limiting inflammation
and the recruitment of immune cells and by preventing neuronal loss. This neuroprotection
is partly mediated through the interaction of siponimod with microglia, leading to an
inhibition of the secretion of pro-inflammatory cytokines (IL-6 and CCL5), thereby re-
educating them toward an anti-inflammatory phenotype [32-34].
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Glucocorticoids are indicated for the treatment of acute relapses of MS, particularly
high doses of methylprednisolone. These drugs target glucocorticoid receptors and exert
their activity mainly by inhibiting T cell activation and promoting their apoptosis, but also
by inhibiting the secretion of pro-inflammatory cytokines and by improving the integrity
of the BBB, thus preventing the infiltration of immune cells. These effects also affect
monocytes and macrophages by preventing their secretion of pro-inflammatory cytokines
(like TNF-c, IL-6 and IFN-y) and by promoting an anti-inflammatory M2-like polarization
while increasing their chemotaxis. This is in favor of the resolution of the inflammation,
but also for reparation and remyelination. It was noted that these effects were observed
in vitro on monocytes from MS patients treated with glucocorticoids [24,35].

3.3. Compounds Influencing Polarization for MS Care: New Perspectives

All the drugs presented above are already on the market and have an authorization
for the treatment of multiple sclerosis. Most of the drugs indicated for this pathology show
effects on the polarization of macrophages and /or microglia. However, therapeutics specif-
ically targeting these cells are lacking despite their important role in pathophysiology. We
now present some drugs under development targeting macrophages, microglia, and their
polarization. Two major groups of compounds are being investigated: small molecules with
a synthetic origin and natural occurring compounds directly extracted from their natural
source. All these compounds are immunomodulators without a unique molecular target.

3.3.1. Synthetic Small Molecules

Lenalidomide is an FDA approved drug derived from thalidomide for the treatment
of myelodysplastic syndromes and multiple myeloma. However, it has been shown in vitro
that lenalidomide possesses repolarizing effects on macrophages. In fact, the drug can skew
macrophages toward a M2-like phenotype. This was observed because an upregulation of
M2 markers (Argl, Mrcl) and an increase of the secretion of anti-inflammatory cytokines
(IL-4,IL10, IL-13 and TGF-3) could be detected. Interestingly, lenalidomide does not inhibit
the LPS-induced M1-like polarization, meaning that the macrophages express both M1
and M2 markers. Nonetheless, lenalidomide was also tested in vivo on the mice model
of MS: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE), obtained after exposure of
the animals to myelin antigens (here a MOG-EAE model). Results show that the effect on
macrophages is enough to alter their capacity to activate autoimmune CD4 T cells and to
alleviate the symptoms of the disease [36].

Ethyl pyruvate is an analogue of the EMA-and FDA-approved drug dimethylfumarate.
Its effect on macrophages/microglia is an inhibition of their secretion of pro-inflammatory
cytokines (TNF-«, IL-6) and an inhibition of their antigen presentation capacity [37,38].

Another example is the immunomodulatory molecule laquinimod. The activity of this
compound is mediated through the promotion of regulatory T cells, but also the decrease
in activation of microglia and the inhibition of the recruitment of macrophages in the
CNS [39—41]. Interestingly, laquinimod has already been tested in humans in phase Il as
well as phase III studies, which showed effects in reducing brain atrophy and limiting
disability worsening. Moreover, the orally administered compound seems to be safe and
well tolerated [42,43].

A last example is minocycline, an antibiotic of the tetracycline family, which shows
neuroprotective effects in RRMS [44]. Its activity is mediated by the inhibition of T-cell
migration and activation, but also by the inhibition of the proliferation and M1-like activa-
tion of macrophages and microglia by limiting the secretion of pro-inflammatory cytokines
(TNF-«) and promoting the secretion of the anti-inflammatory ones (IL-10). An attenuation
of the clinical course of EAE has been observed [45-47]. Minocycline has also been tested for
its efficacy on humans and it seems to lower the risk of conversion from a clinically isolated
syndrome to MS at six months but not at 24 months [48,49]. Another clinical trial assessing
the effect of the combination of minocycline and interferon 3-1a for RRMS showed no
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beneficial effect [50]. More studies are needed to better understand the mechanism of action
of minocycline.

3.3.2. Natural Occurring Compounds

An important number of natural occurring molecules have been tested for their
repercussions on macrophage and /or microglia polarization. These have been reviewed
extensively in [51-53]. Most of these compounds do not target only macrophages /microglia
and their polarization. However, we provide some examples of compounds that have been
tested for their ability to influence polarization toward an anti-inflammatory phenotype in
multiple sclerosis models.

The first example is spermidine, a polyamine found in most organisms. It is biosyn-
thesized from putrescine, which is obtained in the body from the amino-acid ornithine.
Spermidine has been shown in vitro to inhibit pro-inflammatory cytokine secretion by
LPS-stimulated microglia. It inhibits the expression of iNOS and COX-2, two major pro-
inflammatory enzymes and decreases the secretion of NO, PGE;, IL-6, and TNF-« at the
transcriptional level. These effects seem to be mediated through the inhibition of the NF-«B,
PI3K/ Akt, and MAPK signaling pathways [54]. Spermidine has also been tested for effects
in vivo with the EAE model. After treatment with spermidine, the mice showed decreased
EAE clinical scores and the severity of the disease was diminished in both preventive
and curative treatment schemes. These repercussions are mediated through macrophages
because spermidine is able to inhibit their pro-inflammatory polarization by diminishing
the secretion of the pro-inflammatory cytokines IL-13, IL-6, IL-12, and TNF-« and by de-
creasing their antigen-presentation to lymphocyte capacity. As a consequence, less T-cells
are activated and the EAE severity is weaker [55,56]. To our knowledge, no clinical trial
has been conducted to assess the effect of spermidine intake on multiple sclerosis.

Resveratrol is a stilbene found in berries, grapes, and nuts. It is one of the most studied
natural compounds in multiple sclerosis. Most of the studies agree on the protecting
effect of resveratrol in the EAE model. Its administration reduces the severity of the
disease in mice and favors remyelination. The activity is mediated through the inhibition
of secretion of pro-inflammatory cytokines by macrophages (e.g., IL-6 and TNF-«), but
also by promoting the activation of regulatory T cells (TH17) [57-60]. Nevertheless, one
study by Sato et al. showed surprising results because resveratrol was responsible for an
exacerbation of EAE disease in mice [61]. These counterintuitive results show that it is
difficult to work with natural compounds as plants display an important variability in their
composition and have a wide scope of different targets, thus the determination of the real
effect is challenging.

Another well studied compound is curcumin, a polyphenol extracted from the rhi-
zomes of Curcuma longa L. This compound has been shown to ameliorate EAE. There are
various mechanisms of action implicated in this neuroprotective effect, but curcumin also
regulates microglia activation through limiting its secretion of pro-inflammatory cytokines
(TNF-«, IL-6, IL-12) as well as monocyte activation by inhibiting their infiltration in the
CNS [62-66]. Interestingly, two clinical trials have been conducted to assess the effect of
curcumin on MS patients (NCT03150966 and NCT01514370). One shows a neuroprotective
effect of curcumin by limiting the inflammation of the CNS in MS patients [67].

Forskolin found in the Indian Coleus, Plectranthus barbatus Andrews, is often used
as a food supplement or traditional oriental medicine. The effect of forskolin has been
tested on the EAE model. The substance presents an anti-inflammatory action on ex-
tracted macrophages and microglia: M2-like markers are upregulated (e.g., Argl and Mrc1)
whereas M1-like markers are downregulated (e.g., CD86 and MHC class II). These effects are
mediated through the activation of cAMP and the ERK signaling pathway. Consequently,
the proliferation of autoimmune CD4 T cells decreases and finally the neuroinflammation
caused by the disease decreases and the recovery phase is promoted [68].
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4. Macrophages/Microglia in GBM
4.1. TAMs and M1-M2 Balance

Glioblastoma are the most frequent type of gliomas, but also one of the most aggressive.
They are characterized by a very important mitotic activity, high vascular proliferation,
and necrosis. Glioblastomas are highly invasive and infiltrate the surrounding tissues,
although they do not metastasize [4]. These tumors are also characterized by their high
capacity to evade the immune system [69]. Macrophages and microglia have a leading role
in this immune evasion capacity and represent the majority of non-neoplastic cells of the
tumor microenvironment. These macrophages and microglia possess a specific M2-like
polarization and are called tumor associated macrophages or TAMs [5,8,70]. TAMs are in
favor of GBM tumorigenesis because they do not support cytotoxic T cell activation and
even inhibit their proliferation, as they secrete anti-inflammatory cytokines (e.g., IL-10 and
TGF-f) and growth factors (e.g., EGF), thus promoting development and angiogenesis of
the tumor [5,69,71,72]. This system is a vicious circle because TAMs are promoted by the
tumor itself, which secretes various factors such as IL-6, IL-10, TGF-f3, and PGE2, and in
return, TAMs promote the tumor’s proliferation and survival [12,69]. A solution to break
this circle would be to inhibit the anti-inflammatory phenotype of TAMs and promote a
repolarization toward an inflammatory phenotype [72].

4.2. Treatments Influencing Polarization for GBM Care

Targeting TAMs in glioblastoma is an interesting alternative, knowing the fact that
they represent up to 30% of the cells constituting the tumor bulk [5]. Contrary to that of
MS, no treatment on the market for GBM is currently targeting macrophage /microglia
polarization. Thus, some compounds studied for their effect in this field will be reviewed
here. These compounds are either small molecules, antibodies, or nucleotides that target
five major signaling pathways: CSF1 and its receptor, CD47, CD40, TLRs, and STAT.

4.2.1. Colony Stimulating Factor 1 and Its Receptor

The first and most studied target is colony stimulating factor 1 (CSF1) and its receptor
(CSFIR, also called CD115). CSFIR is a tyrosine-kinase receptor activated by the binding of
the ligand CSF1, followed by homodimerization of the receptor. This signaling pathway is
implicated in the differentiation of monocytes into M2-like, anti-inflammatory macrophages.
Thus, inhibiting the activation of the receptor by targeting the ligand or the receptor is an
interesting opportunity [73-75]. An important number of compounds were designed, tested
in vitro, in vivo, and even clinically. All of these are small molecules or antibodies [74]. The
most studied among them is a small molecule inhibitor called pexidartinib (or PLX3397),
which can be taken orally and is able to cross the BBB. It showed interesting results
in vitro and in mice by blocking glioblastoma progression, proliferation, and evasion [76,77].
Unfortunately, a clinical trial conducted on 37 patients with recurrent glioblastomas showed
no effect of the molecule. However, pexidartinib has a good safety profile, is well tolerated
by the patients, and is able to reach the tumor tissue [78]. The lack of effects of the treatment
alone does not mean that it is not reaching the target or influencing it. An interesting option
is to assess the effects of pexidartinib in combination with other known treatments. An
enhancement of the efficacy has been shown in vivo on tumor bearing mice by combining
PLX3397 and other antiangiogenic tyrosine-kinase inhibitors (dovitinib or vatalanib). An
inhibition of tumor cell proliferation and an increase in tumor-cell apoptosis as well as
a downregulation of M2 markers in TAMs compared to PLX3397 given alone has been
observed [76]. A clinical trial has been conducted to assess the efficacy of the combination
of pexidartinib, radiotherapy, and temozolomide (NCT01790503), but the results are not
available at this moment [79].

Another well studied molecule is BLZ945, which is also a brain penetrating tyrosine-
kinase inhibitor with a strong affinity for CSFIR. This compound is able to inhibit growth,
progression, and survival of glioblastoma tumor cells in vivo by “re-educating” the TAMs
and increasing phagocytosis of tumor cells. In fact, BLZ945 induces a downregulation of M2
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markers in TAMs rather than depleting them [80]. However, Quail and colleagues showed
that although BLZ945 strongly induces tumor regression in mice, after a few weeks of
treatment, a resistance to the compound appeared and the tumor rebounded. This resistance
is mediated through the TAMs. They compensate CSF1R inhibition by upregulating the
IGF-1/IGF-1R axis and the PI3K signaling pathway, which are in favor of tumor growth
and malignancy. A M2-like pro-tumorigenic phenotype is restored via the upregulation
of M2 markers (TGF-f3, IL4 and CD206). To avoid this resistance, combinational therapy
is needed by combining BLZ645 with inhibitors of the resistance pathways (e.g., IGF-1R
inhibitors) [81]. Further studies are needed to assess the effects of BLZ945 in association
with other compounds and for the moment, no clinical trial has been conducted for its
effect on GBM.

422.CD47

Another possibility is to target CD47 and inhibit its activation. CD47 is an integrin also
called the “don’t eat me” signal found on tumor cells, which inhibits their phagocytosis by
macrophages after the binding of CD47 and SIRP« (signal-regulatory protein o) found on
macrophages. Inhibition of this axis leads to the induction of phagocytosis of the tumor
cells by M1-like and M2-like macrophages. This induction is much more important in M1-
like macrophages. Furthermore, the inhibition of the axis also leads to the re-polarization
of TAMs from a M2-like to a M1-like phenotype. Inhibition of this axis is obtained by
the use of anti-CD47 antibodies. Hu5F9-G4, a monoclonal humanized antibody showed
anti-tumor effects on murine and human glioblastoma cell lines and in vivo on grafted
mice [82]. Another antibody targeting CD47 has been used after surgical resection of GBM
in rats and extended survival of the animals and retarded relapse of the tumor has been
observed [83]. A last anti-CD47 antibody has been tested on glioma stem cells: it is also
effective to induce phagocytosis of these cells in vitro and in vivo, thereby limiting tumor
growth [84].

4.2.3. CD40

The next target is CD40, a costimulatory molecule, member of the tumor-necrosis factor
receptor family that is expressed on the surface of immune cells (B cells, dendritic cells, and
macrophages), non-immune cells (endothelial and epithelial cells), and on tumor cells. Its
activation by the ligand CD40L by activated T-cells, platelets, and macrophages induces
the proliferation and differentiation of B cells and macrophages, which is accompanied by
the promotion of antigen presentation and anti-tumor immunity [85]. Activating CD40
is a potential mechanism for targeting macrophage polarization, as shown for pancreatic
adenocarcinoma. In a murine model of this cancer, a monoclonal anti-CD40 agonist
antibody is able to induce tumor regression by repolarizing macrophages toward a pro-
inflammatory phenotype [86]. Knowing the fact that in glioblastoma, upregulation of the
CD40/CD40L axis is an indicator for better prognosis, it is interesting that in vivo, the use
of this anti-CD40 agonist antibody actually shows anti-tumor effects [85,87]. This effect is
mediated by pushing the macrophages toward a M1-like phenotype [88].

4.2 4. Toll-like Receptors (TLRs)

Toll-like receptors (TLRs) are also a studied target. This family of receptors is part of the
pattern recognition receptors (PRRs) involved in the initiation of innate immune response
by recognizing microbial-associated molecular patterns (MAMPs) and danger-associated
molecular patterns (DAMPs) present on microorganisms. Their activation induces cytokine
secretion, opsonization, phagocytosis, activation of the complement system, and prolifer-
ation [89]. Although there is a discrepancy regarding the role of TLRs in tumors, some
agonists have been tested for their effects on glioblastoma. The most studied among them
are phosphorothioate oligodeoxynucleotides (ODN) containing unmethylated cytosine-
guanosine motifs (CpG) and targeting TLR9. These immunostimulatory substances are
able to induce tumor death and to increase the survival of grafted rats and mice through an
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effect on the immune system. Indeed, in immunodeficient mice, the effect of ODN is abro-
gated [90,91]. CpG-ODNs were also appraised for their effects on humans. In two different
phase I clinical trials, it was shown in patients with recurrent GBM that CpG-ODNs are
generally well tolerated, except in some cases of lymphopenia, mild fever, seizures, and
transient neurological worsening. It was also observed that the survival of patients was
slightly extended compared to patients treated with temozolomide [92,93]. However, in a
phase II trial, CpG-ODNs injected directly in the brain tumors of patients with recurrent
GBM only showed modest activity. The radiological responses were low, but the number
of long-term survivors was higher than in other studies. This example shows an important
limit in the use of compounds targeting macrophages and the immune system in general:
the considerable patient- and tumor-dependent response to the compounds [94]. Another
limitation of these compounds as well as other TLR agonists (e.g., imidazoquinolines) is
the absence of specificity, which can be the source of side effects. As a matter of fact, their
activity is not only mediated through macrophages, but also through NK cells, dendritic
cells (DCs), and T cells [89,91,95].

4.2.5. Signal Transducers and Activators of Transcription (STATs)

Signal transducers and activators of transcription (STATs) also serve as targets for
the repolarization of macrophages/microglia. STAT3 is implicated in the M2-polarization
process and its inhibition is an interesting option to favor a pro-inflammatory and anti-
tumoral state. Such an inhibitor is the small molecule WP1066. This compound is able
to activate macrophages/microglia and to drive them toward a pro-inflammatory state.
Results in vitro and in vivo showed that WP1066 is able to reduce glioblastoma viability
and growth [12,96,97]. Its efficacy is mediated through the induction of the expression of
costimulatory molecules (CD80 and CD86) by macrophages and microglia, the secretion of
pro-inflammatory cytokines (IL-2, IL-12, and IL-15), and the induction of the proliferation
of effector T-cells [98]. Two phase I clinical trials to study WP1066 and its effect on gliomas
including glioblastomas are currently recruiting (NCT01904123 and NCT04334863).

4.2.6. Other Targets

Aside these well studied targets and compounds, many others constitute some promis-
ing routes for investigation. Among them, we can cite the target CXCR4 inhibition by a
cyclic peptide inducing a switch of macrophages toward a M1-like phenotype associated
with a reduction in the proliferation and dissemination of human GBM cells in vitro and
in vivo [99]. Another compound we can cite is amphotericin B, an antifungal medicine,
which is able to enhance the capacity of macrophages and microglia to impede brain
tumor-initiating cell proliferation and survival. A prolonged survival was then observed
in grafted mice [100]. A last interesting mechanism is the use of a bispecific neutralizing
antibody (vanucizumab) targeting angiopoietin-2 and VEGE The antibody is able to repro-
gram macrophages and microglia toward an anti-tumoral phenotype, thereby delaying
GBM growth and prolonging survival of grafted mice. Interestingly, using the antibody
directed against both targets showed better effects than targeting VEGF alone (which is
the mechanism of action of the FDA-approved drug bevacizumab for GBM). Additionally,
knowing the fact that vanucizumab is safe for use in humans (NCT01688206 clinical trial),
it constitutes an interesting compound for further studies [101].

All of the above cited compounds target M2-like macrophages and microglia to induce
arepolarization toward a M1-like state. However, another mechanism has also been studied:
inhibiting the recruitment of TAMs with an anti-inflammatory phenotype. One example is
cyclosporin A, which permits limiting the infiltration of these cells, but its lack of selectivity
is responsible for important side effects including the development of tumors [102]. A more
selective option is to use an antibody directed against one specific target. One example is
an anti-CCL2 (or anti-MCP1) antibody that is able to extend modestly, albeit significantly,
the survival of GBM tumor-bearing mice in which a diminution in the number of TAMs in
the tumor microenvironment has been observed [103].
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5. Conclusions

Multiple sclerosis and glioblastoma are two very different diseases. However, in both
cases, the immune system has an important role. In MS, an auto-immune mechanism
leads to an inflammatory reaction directed against one’s own body and is responsible for
demyelination and neurodegeneration [6]. In GBM, local inhibition of the immune system
and a tolerance driven by the tumor itself drives the tumor survival and proliferation [5].
Targeting the immune system is an interesting choice. In the first pathology, the exacerbated
immune response should be regulated whereas in the second pathology, it should be re-
activated against the tumor cells. Critical contributors of the immune system are the cells
from the monocyte lineage, particularly macrophages and microglia. Both are implicated in
the pathophysiology of MS and GBM due to their capacity to endorse different phenotypes
of activation. On one hand, their classical mode of activation or M1-like phenotype has
a pro-inflammatory profile and it has been shown that this phenotype is prevalent in
active MS lesions [3]. On the other hand, their alternative mode of activation or M2-like
phenotype with an anti-inflammatory profile is predominant in cancerous diseases [70].
Knowing these facts, we wanted to review the treatments for both effects on the market
or under development, which can specifically influence the polarization of macrophages
and/or microglia, in order to re-educate them. For MS (Figure 4), we showed that most of
the immunomodulating treatments target these cells by inhibiting their pro-inflammatory
attributes and promoting a repolarization toward an anti-inflammatory phenotype. Other
synthetic or natural occurring compounds are also under development with the purpose to
re-educate macrophages and microglia.
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methods to re-educate macrophages. One strategy is to promote the secretion of anti-inflammatory
cytokines by macrophages and Th2/Treg lymphocytes (A). Another strategy is to promote the
activation of Th2 and Treg lymphocytes (B). Another way to achieve this purpose is to inhibit the
secretion of pro-inflammatory cytokines by macrophages and Th1 lymphocytes (C). Preventing
antigen presentation by macrophages is another strategy (D). A last strategy is to limit extravasation
of monocytes into the CNS (E). APC: antigen presenting cell, MS: multiple sclerosis, Th: T helper,
Treg: regulatory T cells.

For GBM (Figure 5), small molecules, antibodies, and nucleotides are under develop-
ment with the aim to re-activate macrophages and microglia, thereby favoring anti-tumoral
immunity. For the moment, no compound has been approved on the market with a mode
of action specifically targeting the polarization of macrophages/microglia.
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Figure 5. Targeting macrophage polarization in glioblastoma. In GBM, macrophages adopt a M2-like
phenotype inhibiting inflammation and anti-tumoral immunity. A strategy for the reactivation of
this immunity is to target the polarization of macrophages in order to promote M1 activation. A first
strategy is to inhibit targets promoting M2 polarization such as CSFIR and STAT3 or the recognition
of CD47 by SIRPx (A). Another strategy is to activate targets favoring M1 polarization such as TLR9
and CD40 (B). A last strategy is to inhibit the attraction of M2 polarized TAMs from the circulation
toward the CNS (C). CSF1R: colony-stimulating factor 1 receptor, SIRPa: signal regulatory protein «,
TAMs: tumor associated macrophages, TLR: Toll-like receptor.

However, considering the results of the studies reviewed here, we believe that it is a
promising approach deserving more attention and research. New methods could be used to
alter macrophage/microglia polarization. An example of an original method that showed
promising results in models for both pathologies is the use of membrane targeting peptides
(MTPs). For GBM, two MTPs have been developed: one targeting plexin-A1 and another
targeting neuropilin-1[104,105]. For MS, the peptide targeting plexin-Al has been shown
to promote remyelination [106]. These compounds are able to modulate the activation of
a specific receptor by binding specifically to its transmembrane (TM) domain. They can
either inhibit the activation of the receptor by interfering with the correct oligomerization
or favor its activation by inducing conformational changes [107,108]. Knowing the fact that
some receptors such as CSF1R are implicated in the mechanism of polarization, therefore,
it is conceivable to design such peptides to block or improve these receptors and thereby
favor one or the other polarization.
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Objectifs de la these

Les preuves s'accumulent sur l'implication du domaine transmembranaire dans
l'oligomérisation et I'activation de nombreux récepteurs membranaires. Comprendre comment le
segment TM influe sur ces phénomenes passe par I'identification du code de leurs interactions. Ces
connaissances permettent par la suite de cibler le segment TM, qui se présente comme une
opportunité pour réguler l'activité des récepteurs, en particulier lorsqu’ils sont impliqués dans des
dérégulations pathologiques. Ainsi, des peptides de synthése mimant en tout ou en partie les
domaines TM apparaissent comme un nouveau type d’agent pharmacologique modulant les
interactions protéine-protéine. Alors que plus de deux tiers des récepteurs a un segment TM
présentent des motifs de dimérisation de type (G, A, S)xxx(G, A, S), les régles d’association des
segments TM ne sont encore pas totalement élucidées (139,140). Au-dela d'un aspect fondamental
pour la compréhension des interactions entre protéines membranaires, 'étude des interactions
entre domaines TM offre la possibilité de développer de nouveaux composés thérapeutiques dans
de nombreuses pathologies et pour des cibles encore peu travaillées. Les objectifs de cette these
s'inscrivent dans cet effort global de compréhension des interactions des segments TM et de leur
application pour la conception de composés peptidiques thérapeutiques. Le travail présenté ici
porte sur deux plateformes de récepteurs impliquées dans des processus pathologiques complexes
avant d’ouvrir vers une approche généraliste posant les bases d'une utilisation systématique des
peptides TM comme agents pharmacologiques :

1) Le premier objectif de cette these est ainsi de déterminer I'implication du domaine TM

dans l'oligomérisation et l'activation de deux plateformes de récepteurs : la plateforme
NgR (plateforme réunissant des récepteurs avec des motifs de type GxxxG et des
mécanismes de redondance et de compensation de signalisation dans des contextes de
maladies du systeme nerveux) et la plateforme du récepteur de linterleukine-i0
(plateforme tétramérique dont les domaines TM des sous unités ne présentent pas de

motifs connus de dimérisation, analysée dans le contexte de I'inflammation).
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2) Le second objectif est de mesurer de maniere systématique l'interaction entre domaines
TM de tous les récepteurs humains a activité tyrosine kinase, dans le but de produire
l'interactome complet pour cette famille de récepteurs sans a priori sur les séquences et
motifs de dimérisation portés par les segments transmembranaires. Cette approche
systématique permettra dans le futur de mieux comprendre le code des interactions des

segments TM et d’identifier d’éventuels motifs non connus a ce jour.

77



Résultats

I.  Implication du domaine TM d'AMIGO3 dans la plateforme du

récepteur NgR par I'étude du peptide MTP-AMIGO3

Résumeé 2;

L'inhibition d’AMIGO3 par un peptide empéche I'action des facteurs inhibiteurs associés a
la myéline et promeut la remyélinisation.
Peptide-based inhibition of AMIGO3 antagonizes myelin associated inhibitory factors

and promotes remyelination.

AMIGOg3 est une protéine transmembranaire contribuant a la signalisation des facteurs inhibiteurs
associés a la myéline. Elle est considérée comme une cible thérapeutique dans les maladies
démyélinisantes en raison de son role délétere sur la myélinisation. Nous avons analysé le schéma
complexe de dimérisation d'AMIGO3 avec LINGO1, p75NTR et TROY constituant la plateforme de
récepteur des facteurs inhibiteurs de la myéline. Nous avons découvert que le domaine
transmembranaire d'AMIGO3 est impliqué dans des interactions sélectives conduisant a I'activation
de RhoA dans les oligodendrocytes. L'inhibition de la fonction d'’AMIGO3 par un peptide
synthétique mimant le domaine transmembranaire a perturbé la dimérisation et empéché les effets
répulsifs de NogoA sur les oligodendrocytes. Le peptide a également favorisé la conservation des
marqueurs oligodendrocytaires dans des tranches organotypiques soumises a une démyélinisation
induite par la lysophosphatidylcholine. L'administration in vivo du peptide antagoniste d'AMIGO3
a présenté un effet protecteur sur la myéline dans le modéle d'encéphalomyélite auto-immune
expérimentale sans action anti-inflammatoire. AMIGO3 est donc une cible médicamenteuse avec
un potentiel thérapeutique prometteur pour favoriser la régénération de la myéline dans le contexte

de la sclérose en plaques.
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Abstract

AMIGO3 is a transmembrane protein that contributes to the signalling of inhibitory
factors associated with the myelin. It is considered a therapeutic target in demyelinating
diseases due to its negative role on myelination. We analysed the complex
dimerization pattern of AMIGO3 with LINGO1, p75NTR and TROY constituting the
myelin inhibitory factors receptor platform. We found that the transmembrane domain
of AMIGOS3 is involved in selective interactions leading to RhoA activation in
oligodendrocytes. Inhibition of AMIGO3 function with a synthetic peptide mimicking the
transmembrane domain disrupted dimerization and reversed the repulsive effects of
NogoA on oligodendrocytes. The peptide also promoted the retention of
oligodendrocyte markers in organotypic slices subjected to lysophosphatidylcholine-
induced demyelination. In vivo administration of the AMIGO3 antagonist peptide

showed a protective effect on myelin in the experimental autoimmune
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encephalomyelitis model without anti-inflammatory action. AMIGO3 is a drug target

with therapeutic potential to promote myelin regeneration in multiple sclerosis.
Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a neuroinflammatory disease characterized by massive loss
of myelin. The consequences for the patients are permanent disabilities correlated with
impaired nerve conduction and neuronal loss. Although available treatments decrease
relapse occurrence and severity, there is currently no drug promoting myelin
regeneration. Indeed, remyelination failure is the major hurdle in MS management.
This lack of myelin repair results in part from microenvironmental changes preventing
oligodendrocyte progenitor cells (OPC) to migrate and differentiate into myelinating
oligodendrocytes to restore myelin sheath (1-3). Previous work identified the
promising leucine-rich repeat (LRR) transmembrane protein LINGO1 to promote
oligodendrocytes differentiation (4-8). This membrane receptor assembles into a
platform with other cell surface receptors, NgR1 and p75NTR or TROY (4,8,9). Upon
binding of myelin associated inhibitors (MAIs), this platform leads to RhoA activation,
a negative regulator of actin cytoskeleton, leading to the inhibition of cell migration.
LINGO1 antagonist decreases clinical severity in the experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) mouse model of MS by promoting oligodendrocytes
maturation to protect axons (6). Despite promising preclinical results, a recent clinical
trial using the LINGO1 fully humanized antibody, failed to show a significant
improvement in disability compared to placebo in patients with relapsing remitting
multiple sclerosis (10). One possible explanation could be the relatively late pattern of
LINGOL1 overexpression in the course of the disease (8,11). This delay could decrease
treatment efficiency during the early stages of the disease. In addition, antibodies
display poor ability to enter the CNS. Although the blood brain barrier is leaky in MS,
antibody diffusion at the lesion site could be insufficient to recruit new remyelinating
OPC. Strikingly, the expression of the LINGO1 partner AMIGOS3 is increased at day
one following CNS injury (8). AMIGOS is so far poorly described but is considered as
a potential target for neurological and dysmyelinating disorders (11). This is mostly due
to its function as a coreceptor of NgR1/p75NTR, acting as a substitute of LINGOL1 to
signal axon growth cone collapse. Moreover, knock-down of AMIGO3 in dorsal root
ganglia is favouring axon regrowth (12). Hence, Ahmed and collaborators strongly

suggested that AMIGO3 is involved in dysmyelinating diseases (8).
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Here, we investigated the role of AMIGO3 in MS context while disentangling its
complex interaction with the LINGO1-NgR1/p75NTR receptor platform. We designed
and validated an antagonist peptide targeting the AMIGO3 transmembrane domain
using in silico approaches and a bioluminescence energy transfer method. In vitro
studies showed that blocking AMIGO3 counteracted the anti-migratory effect of MAIs
in oligodendrocytes. Finally, we report that AMIGO3 antagonist MTP-AMIGO3
decreases EAE severity. Taken together, these data present AMIGO3 as a new target
to enhance remyelination in MS. In addition, our study shows the contribution of the
AMIGO3 transmembrane domain in homo- and heterodimerization with the MAIs
platform receptors, paving the way for the application of membrane targeting peptides

in pathological contexts involving abnormal inhibitory signalling in the CNS.
Materials and methods

In silico simulation tools

For in silico simulations, two tools were used: PREDDIMER and PDBePISA. The first
was developed by A.A. Polyansky and P.E. Volynsky in the R.G. Efremov lab (13). It
permits to predict the structure of dimeric transmembrane helices. From the TM
sequences, it can reconstruct dimer structures, rank and filter them with a scoring
function (Fscor), generate three-dimension structures and display the hydrophobicity
of the helices and their interacting interfaces on two dimensional maps (13). The
second tool, PDBePISA (Protein Data Bank of Europe, Proteins, Interfaces, Structures
and Assemblies) was developed by E. Krissinel and K. Henrick (14). It allows the
exploration of macromolecule interfaces based on several physicochemical properties
(free energy of complex formation, solvation energies, interaction surface, hydrogen
bonds, hydrophobicity) and to determine the buried surface area (BSA) of each amino
acid (14).

Cell culture

Oli-neu cells developed by Jung and co-workers were kindly provided by Dr Trotter's
laboratory. Cells were cultivated on a poly-L-lysine coating with medium containing 2%
horse serum, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), with 0.2% (w/v) sodium
bicarbonate, 0.01mg/ml transferrin, 520nM thyroxine, 220nM sodium selenite, 100uM
putrescine, 500nM triiodothyronine, 200nM progesterone and 0.01mg/ml insulin at
37°C with 5% COz2 (2,15).
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HEK293 cells were grown in DMEM, 10% of foetal bovine serum (FBS), 2mM L-
glutamine, penicillin (100U/ml) and streptomycin (100ug/mil).

Animal experimentation

All experiments were performed in accordance with the French animal protection laws
and were approved by the Animal Care Committee of the University of Strasbourg
(APAFIS number #22687 2019102813393158). SJL/J female mice purchased from
Janvier Labs and Charles River were used for EAE. All mice were 8 weeks of age and
fed in a controlled environment (25°C) with free access to food and water and housed
on a 12h/12h day/night cycle. All experiments were conducted in blind conditions
regarding mice treatments. At the end of the protocols, mice were euthanized and

spinal cords were collected for histological examination.
Peptides

MTP-AMIGO3 corresponds to the human extended transmembrane domain of
AMIGO3 given by UNIPROT (entry Q86WK7, FNTGFTTLLG
CAVGLVLVLLYLFAPPCRKK) from Fzs1 to R4os. MTP-PlexinAl published previously
by the lab (2,16) was used as a negative control. The sequence corresponds to the
transmembrane domain of PlexinAl (UNIPROT entry P70206,
TLPAIVGIGGGGGLLLLVIVAVLIAYKRK). Peptides were produced by Peptide
Specialty Laboratories GmbH (Germany) by Fmoc chemistry. Peptide powders were
solubilized at 1Img/mL in 72mM lithium dodecyl sulfate (LDS, vehicle). For in vitro
experiments, peptides were used at the 10-’M final concentration. In EAE, treatment
was diluted in PBS (Phosphate-Buffered Saline) at 50ug/kg and administrated every 3
days.

BRET assay

The sequences of the receptors to test were cloned into plasmids, encoding either for
the Renilla luciferase Rluc (as a donor, plasmid pRL-CMV E2261, Promega) or the
enhanced Yellow Fluorescent Protein eYFP (as an acceptor, plasmid pEYFP-N1,
6006-1, Clontech). Plates for transfection were prepared using a Biomek FXP pipetting
robot (Beckman Coulter). In each well of 96 well-plates (Greiner), a combination of an
Rluc and eYFP expressing plasmid diluted at right concentration in 20uL Tris-EDTA
(TE) buffer (Sigma) was deposited with 8uL CaCl2 (Sigma) and 26pL BES (Sigma).
HEK293 cells were seeded in a 1/200 collagen I-coated (4mg/mL, Sigma) 96 well-plate
(Corning) at 20,000 cells per well in DMEM High glucose supplemented with 10%
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inactivated FBS. All the following steps were performed using the FXP pipetting robot.
24h after seeding, cells were transfected with the transfection medium prepared
upstream. After four hours, transfection medium was removed and cells were washed
with PBS. DMEM High glucose (4.5 g/L) without sodium pyruvate and phenol red
(Sigma), supplemented with 10% inactivated FBS and 1% L-glutamine (Sigma) was
then added for 24h. Afterwards, medium was removed, cells were again washed with
PBS and medium was replaced by HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Sigma).
Using a Biomek NXP pipetting robot (Beckman Coulter), coelenterazine H (Interchim)
at a final concentration of 5uM was added. Finally, BRET signal was assessed by
measuring bioluminescent and fluorescent signals at 37°C at 485 + 10nm and 535 +
12nm respectively, using a Victor Light (Perkin) reader. BRET ratio was calculated

using the following formula:

Fluorescence signal (eYFP)¢est Fluorescence signal (e€YFP) ctri Rluc

BRET ratio = ( ) x 1000.

Bioluminescence signal (Rluc)res; ~ Bioluminescence signal (RIUC) cerl Riuc
Where “test” corresponds to the co-transfected condition and “ctrl Rluc” to the Rluc
transfected alone condition (background signal) (17).

Final BRET ratio is expressed in milliBRET units (mBu). BRETmax corresponds to the
maximal BRET ratio recorded in mBu and BRETso corresponds to 50% of the BRETmax
signal. Fluorescence was also assessed with EnVision Multimode plate reader (Perkin

Elmer) at 535nm after excitation at 485nm to control transfection efficacy.
RhoA activity assay

Oli-neu cells were plated on six well plates at 300 000 cells per well in ImL medium.
Four hours before cell lysis, the cell medium was removed and replaced by medium
without horse serum to avoid serum induced RhoA activation. For kinetic assay, RhoA
stimulation was performed by NogoA addition in the medium 5, 15 or 30 min before
cell lysis (supplementary figure 2C). Functional assays were performed after 15
minutes incubation corresponding to the highest RhoA activity. Peptides were
incubated one hour at 10-’M and NogoA (100ng/mL) was added 15min prior to cell
lysis. RhoA activation was monitored using RhoA G-LISA activation assay (kit BK-124,
Cytoskeleton) following the manufacturer’s instructions. ODa4gonm Was used to monitor
RhoA activity.
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Proximity ligation assay

Oli-neu cells were seeded at 20,000 cells per well on Lab-Tek Permanox slides
overnight, and then treated with appropriate peptide at 10-’M for one hour. After fixation
with 2% paraformaldehyde for ten minutes, cells were permeabilized with PBS/0.1%
Triton X-100 for ten minutes. For heterodimers detection, primary antibodies (AMIGO3
21278-1-AP, Proteintech; p75NTR ab245134, Abcam and TROY AF72, R&D) were
incubated together by pair overnight at 4°C in PBS. For AMIGO3 homodimer and for
AMIGOS3-LINGOL1 heterodimer, primary antibodies were coupled with PLA probes prior
to incubation with the Duolink in Situ Probemaker Plus and Minus (Sigma, Duo92010
and Du092009; LINGO1 ab23631, Abcam coupled with PLA minus probe). The
proximity ligation assay was then performed according to the manufacturer's
recommendations with the “detection orange” kit (Sigma). Quantification of the dots

was performed using ImageJ software.
Cell migration assay

Migration of Oli-neu cells was assessed using Transwell CIM-Plate 16 (8um pore size
filler, ACEA Biosciences) with xCELLigence RTCA DP Instrument (ACEA
Biosciences). MTP-AMIGO3 (10'M), MTP-PlexinAl (10-’M) or equivalent volume of
vehicle were incubated with cells one hour prior to the assay. 10 000 Oli-neu cells were
seeded in the upper chamber in 150uL of medium. Chemoattraction was performed
using 160uL of medium supplemented with 2% of foetal bovine serum (FBS) in the
lower chamber. NogoA (Biotechne) was added to the chamber at 100ng/ml. Migration
flux was analysed after six hours of migration according to the manufacturer’s
recommendation. Data were normalized with the positive control migration,

corresponding to 2% serum, without NogoA.
EAE PLP

SJL/J female mice (nine weeks old) were immunized with the kit developed by Hooke
laboratories (EK-2120). Emulsion of Myelin proteolipid protein PLP139-151 fragment
(HSLGKWLGHPDKF) in CFA (complete Freund's adjuvant) was administered as four
subcutaneous injections of 50uL in the flank according to the manufacturer's protocol.
Mice received 0.4ug of pertussis toxin intraperitoneally at the day of immunization.
Sham mice (=adjuvant control mice) received only pertussis toxin and CFA without
PLP. Clinical score was performed on 16 mice (vehicle n=8; MTP-AMIGO3 50ug/kg

n=8). EAE was assessed clinically in blind conditions on a daily basis according to the
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following criteria: 0, no symptoms; 0.5, partial limp tail; 1, complete limp tail; 1.5, hind
limb ataxia; 2, hind limb paresis; 2.5, partial hind limb paralysis; 3, complete hind limb
paralysis; 3.5, hind limb paralysis and fore limb paresis; 4, hind and fore limb paralysis;
5, moribund. To evaluate myelin integrity and AMIGO3 expression in oligodendrocytes,
a second experiment was conducted on the same conditions to collect spinal cords at
the peak. We collected the spinal cord of four vehicle and four MTP-AMIGO3 (50ug/kg)
treated animals, 13 days post-immunization. We also collected sera to determine the

inflammatory status of the animals.
04" cells isolation from mouse brains

To compare the variations of gene expression of AMIGO3 in oligodendrocytes, naive
and EAE mice with a score of at least 1.5, were euthanized by intraperitoneal injection
of a lethal dose of a ketamine-xylazine solution. Then, mice were transcardially
perfused with ice-cold PBS to wash-out the blood capillaries. The brains were resected
and kept in a cold HBSS, 2% FBS solution until further use. The brains were
dissociated into single-cell suspensions using the Adult Brain Dissociation kit provided
by Miltenyi (130-107-677) and O4 positive cells were isolated with anti-O4 microbeads
provided by Miltenyi (130-096-670) following manufacturer’s instructions. The purity of
the isolated cell fraction was evaluated by flow cytometry (BD Accuri™ C6-Plus) using

an O4 antibody (Miltenyi) (supplementary figure 3A).
RNA extraction and quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated from the isolated O4 positive cells using TRIzol reagent
(Thermo Fisher Scientific). The RNA extraction was continued with a classic phenol-
chloroform extraction. cDNA was synthesized using the High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) and qPCR was performed using the Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System with TagMan Real-time PCR Master Mix
(4440040) and the Amigo3 probe (MmO00623866 sl1). Gapdh was used as a
housekeeping gene (MmM99999915 gl1). The relative gene expression ratio was

calculated based on the 2-2ACT method.
Organotypic slices

Brain slices were obtained from 15 days postnatal mice provided by Janvier Labs
(C57BL/6J). After decapitation, the brains were kept in HBSS (Sigma) with 6,5mg/ml
glucose, on ice and included in a 5% agarose (Sigma) solution. Coronal slices were
made with a vibratome (Leica VT 1000S) in the same media. Slices of 380um of
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thickness were placed on 0.4um inserts (Millipore) in 6 well-plates with 1mL of media
added below the inserts and cultivated in the incubator at 37°C and 5% CO2. The slices
were cultivated in: neurobasal medium (Sigma), 25% horse serum (Sigma), 1%
penicillin streptomycin (Gibco), 6.5mg/ml glucose (Gibco), 12mM glutamine (Gibco).
Kinetic expression of CNP and MBP markers was analysed at 4 hours until 20 days
(see supplementary figure 4) after lysophosphatidylcholine (LPC) treatment (Sigma).
The slices were treated with MTP-AMIGO3 (10’M) or the vehicle, one day before
treating them with 0.5mg/ml LPC for 18 hours. The culture media was then completely
removed after LPC treatment and fresh media with the peptide was added to the well.
Each two days, half of the media was removed and fresh media containing the peptide
was added to the culture. Control slices were treated only with the vehicle (LDS), at an
equivalent volume as for peptide treatment, or with vehicle/LPC 0.5mg/ml. After five
days in culture, the RNA extraction was conducted. The lysis of the slices was done in
TRIzol with ceramic beads using the Minilys tissue homogenizer for 30 seconds. The
homogenates were centrifuged at 13 000rpm for ten minutes and the supernatants
were then kept for a classical RT-gPCR analysis. 2-22CT method was used for the
analysis of the expression of Cnp, Mbp and Mog markers.

ELISA assay

Blood samples were collected at end point of the in vivo study (day 13) in EDTA tubes.
The quantification of the IL-6 concentration in sera was performed using the Quantikine
ELISA KIT for mouse IL-6 (R&D) according to the manufacturer’s instruction.

Statistical analysis

Graphs were created in Prism 7 (GraphPad), and data are presented as mean + SEM.
Comparisons of one factor between two groups were analysed by unpaired t-test for
normal distribution or Mann—-Whitney test otherwise. Multiple comparisons were
analysed with ANOVA and appropriate post analysis. Significance was defined for
values of * p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001 and **** p<0.0001. The number of animals
per group forin vivo experiments was determined using the LaMorte (Boston
University Medical Centre) sample size calculation method with an anticipated effect
of -30% with a=0.05 and a power of 0.95. Grubb test analysis was performed to
exclude significant outliers in an experimental group. Animals were randomly assigned

to experimental groups and assessed in blind conditions in regard to the treatments.
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Results

Prediction of AMIGO3 interactions

The interactions of AMIGOS3 with other receptors is poorly described. The existence of
a GxxxG motif in the TM domain of AMIGO3 prompted us to analyse whether the
AMIGO3 TM domain exhibits interaction capabilities. We focused our analysis on the
putative interaction with the few receptors described as potential interactors. This
includes LINGO1, p75NTR and TROY. We generated contact interaction maps using
the PREDDIMER routine developed by the Efremov lab (13) (figure 1A, B). All three
receptors exhibited max Fscor above 2.6 (figure 1C), a threshold which has been
empirically determined as representative of high probability of biological interaction.
The detailed analysis of the interaction interfaces with the Protein Data Bank in Europe
PISA software identified the cysteine in position 391 and the glycines 390 and 394 as
the amino acids with the highest buried surface area value, meaning that they might

be highly implicated in the interaction (figure 1D).
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Figure 1: Prediction of AMIGO3 TM interactions using PREDDIMER software.

(A) Three dimensional models of the best configuration predicted by PREDDIMER of
AMIGO3 TM interactions with TM domains of LINGO1, p75NTR, TROY, AMIGO3 or
PDGFRa.

(B) AMIGO3 TM domain side view generated by PREDDIMER. Colours correspond to the
amino acid molecular hydrophobicity potential (MHP). Predicted amino acids implicated
in the interaction are circled in blue (PISA, buried surface area above 90%).

(C) Summary of the models generated by PREDDIMER.

(D) AMIGO3 helical view. Electrically charged amino acids are represented in purple, polar
uncharged amino acids in blue, special cases in red and hydrophobic ones in yellow.
Predicted amino acids implicated in the interaction are circled in blue (PISA, buried
surface area above 90%).
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AMIGOS3 interacts with LINGO1, TROY and p75NTR.

To validate the existence of the predicted interactions, we performed a BRET assay.
The full-length receptors were tagged with Rluc as a donor or with eYFP as an acceptor
of energy transfer to determine the BRET ratio exemplifying dimerization. The
saturation curves showed that AMIGOS interacts in a specific manner with LINGO1,
TROY and p75NTR receptors but not with the negative controls (GABAs and
PDGFRa). The best interactions were observed for AMIGO3 homodimerization and for
heterodimerization with LINGO1, with a similar amplitude. Interactions of AMIGO3 with
p75NTR and TROY exhibited specific BRET ratio but with reduced amplitude (-50%,
figure 2A). Strikingly, when co-expressing the full length AMIGO3 receptor as a donor
with the AMIGO3 TM domain only as an acceptor, we found a specific interaction while
the expression of unrelated PDGFRa TM domain produced a mild and nonspecific
(linear) signal (figure 2B). Then, we conducted single (C392I), double (G390V_G394V)
and triple (G390V_C3911_G394V) mutations to further address the specificity of the
interaction. All three mutation patterns affecting the amino acids involved in the
interaction interface as predicted, induced a loss of dimerization similar to the one
obtained with PDGFRa TM domain (figure 2B). Hence, we monitored to what extent
the exogenous addition of a synthetic peptide mimicking the TM domain of AMIGO3
(MTP-AMIGO?3) could affect dimerization of AMIGO3 with its partners. As seen in figure
3, MTP-AMIGOS significantly reduced AMIGO3-LINGO1 interaction (-13%, p=0.0096),
AMIGO3-p75NTR interaction (-12%, p=0.0095), AMIGO3-TRQOY interaction (-10%,
p<0.0001) and AMIGO3-AMIGO3 homo-interaction (-16%, p<0.0001). Overall, these
data indicate that AMIGO3 interacts with the other membrane receptors LINGO1,
TROY and p75NTR. This interaction involved the TM domain of AMIGO3 and can be
disrupted by the use of a peptide mimicking the TM domain of AMIGO3.
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Figure 2: BRET validation of interactions between AMIGO3 and its co-receptors.

(A) BRET saturation assay to monitor full length receptor dimerization of AMIGO3, LINGO1,
pfoNTR, TROY and GABAg.

(B) BRET saturation assay to monitor AMIGO3 Rluc full length dimerization with
transmembrane domains of AMIGO3, LINGO1, pfaNTR, TROY and PDGFRa.

(C) BRET saturation assay to identify the motif of interaction between AMIGO3 Rluc full
length and TM_AMIGO3. The glycines identified previously by PREDDIMER have been
mutated into a valine and the cysteine into an isoleucine.

R? are the coefficients of determination of the one site specific binding non-linear fit curves.

MN=3, experiments in duplicates.
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Figure 3: BRET assay to monitor the interactions between AMIGO3, LINGO1, p75NTR,

TROY and AMIGO3 in the presence of MTP-AMIGO3
Full length receptor dimerization in the presence of LDS or MTP-AMIGQO3 (10"M). Cells were

transfected with the appropriate ratio of Rluc/YFP corresponding to BRET5; value. After cell
transfection, HEK293 cells where incubated overnight with the peptide or vehicle before BRET

signal measurement.
= p<0.0001; *** p<0.001; * p<0.01, two-tailed parametric unpaired f test. AMIGO3-LINGO1

p=0.0096; AMIGO3-p7/5NTR p=0.0095; AMIGO3-TROY p<0.0001; AMIGO3-AMIGO3

p<0.0001.
Data are presented as mean + SEM, N=3 in duplicates.

MTP-AMIGO3 rescues oligodendrocyte migration in the presence of NogoA

To assess the contribution of AMIGO3 in the process of oligodendrocyte migration
inhibition, we analysed the dimerization status of all dimers in the Oli-neu cells,
previously demonstrated as a good model of oligodendrocytes (2). A proximity ligation
assay showed that the addition of MTP-AMIGO3 reduced all dimers assembly:
AMIGO3-LINGOL1 interaction (-47%, p=0.0005), AMIGO3-p75NTR interaction (-50%,
p=0.0006), AMIGO3-TROY interaction (-75%, p=0.0003) and AMIGO3-AMIGO3
homo-interaction (-40%, p=0.0087) (figure 4). Consistently, we found that MTP-
AMIGOS significantly reduced (-46%, p<0.0001) NogoA-dependent Rho-GTP activity
(figure 5A). Hence, this impact on NogoA signalling is sufficient to rescue Oli-neu cell
migration in the presence of NogoA (figure 5B). This counteracting effect is specific of
the NogoA pathway because the use of the unrelated peptide MTP-PlexAl previously
described to cancel Sema3A-mediated inhibition of Oli-neu migration was ineffective

in this NogoA-dependent system (figure 5A, B).
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Figure 4: PLA to monitor the interactions between AMIGO3, LINGO1, p75NTR, TROY
and AMIGO3 in the presence of MTP-AMIGO3.

(A) Proximity ligation assay analysis was performed to quantify AMIGO3 dimers with
LINGO1, pfSNTR, TROY and AMIGO3 per cells, treated with either MTP-AMIGO3 (10-
M) or vehicle (LDS). Representative microphotographs illustrating the different
experimental conditions.

Quantification of the effect of MTP-AMIGO3 on dimer formation. ** p<0.001; ** p<0.01;
Mann Whitney test. Data are presented as mean + SEM, N=8 or 16.

(B)
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Figure 5: Evaluation of NogoA-induced RhoA activation in the presence of MTP-

AMIGO3.

(A) G-LISA assay was performed to quantify Rho-GTP activity in Oli-neu cells stimulated
with NogoA and then treated with either MTP-AMIGO3 (10-"M) or a non-related MTP (10
M) or the vehicle. N=5.

(B) Oli-neu migration assay in the presence of NogoA. MTP were pre-incubated with MTP-
AMIGO3, non-related MTP at 10-7M or vehicle alone. Results are expressed as a
percentage of positive control migration. N=3.

% p<0.0001; *** p<0.001; ns=not significant, one-way ANOVA test with Dunnett's multiple

comparison test.

Data are presented as mean £ SEM.
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MTP-AMIGO3 promotes oligodendrocyte differentiation in a context of

demyelination

To address whether MTP-AMIGO3 could exert a beneficial effect in a demyelinating
context, we analysed oligodendrocyte number and differentiation in an ex vivo model
of organotypic brain slices. As seen in supplementary figure 4, these postnatal slices
exhibit an expression pattern of oligodendrocyte markers Cnp and Mbp that can be
monitored with RT-gPCR at different time points. Importantly, the addition of LPC
known to provoke demyelinating lesions, induced a dramatic loss of Cnp, Mbp and
Mog within five days (-71%, p=0.0160 for Cnp, -97%, p=0.0019 for Mbp and -99%,
p=0.0038 for Mog, figure 6). This was followed by a progressive re-expression of the
markers including an overexpression of Mbp at day 15 (supplementary figure 4). When
repeating such experiments in the presence of MTP-AMIGOS3, we found that the
peptide was able to abolish the drop of Cnp, Mbp and Mog expression, compared to
the LPC treated condition (p=0.0170 for Cnp, p=0.0208 for Mbp and p=0.0072 for
Mog). This suggests that the inhibition of AMIGO3 dimerization prevents its capacity

to trigger demyelination (figure 6).
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Figure 6: LPC induced demyelination in organotypic brain slices.

Cnp, Mbp and Mog mRNA expression in organotypic brain slices normalized to Gapdh. MTP-
AMIGO3 at the final concentration of 10°M is added to the slice one day before LPC. Cnp,
Mbp and Mog analysis is performed five days after LPC addition corresponding to the
demyelination peak. Data are compared to the vehicle condition.

= p<0.01, * p<0.05, ns=not significant, one-way ANOVA test with Tukey’'s multiple comparison
test.

Data are presented as mean + SEM, N=3 in triplicates.
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MTP-AMIGO3 improves clinical scores in the EAE multiple sclerosis model

Previous studies using similar TM domain peptides showed the possibility to use
membrane targeting peptides in vivo (2,16). Here, we challenged the biological activity
of MTP-AMIGO3 in the context of the multiple sclerosis model EAE-PLP. The MTP-
AMIGO3 treatment was administrated one day after EAE induction and was continued
every three days for a total of three weeks at a dose of 50ug/kg. Blood sampling at the
peak of the disease (day 13) showed that the overall inflammation status, determined
as the IL-6 activity, was similar in both experimental groups thereby excluding an anti-
inflammatory effect of MTP-AMIGOS3 (figure 7A). However, we found that MTP-
AMIGO3 significantly reduced the severity of the clinical symptoms (figure 7B). As
exemplified in figure 7C, the fraction of animals exhibiting a severe clinical score (>2)
was 50% reduced with MTP-AMIGOS3 (8/8 in the control group and 4/8 in the MTP-
AMIGO3 group, p=0.031).
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Figure 7: MTP AMIGO3 on the EAE PLP mouse model.

(A)

(B)

(©)

Quantification of circulating IL-6 in mouse blood samples at the peak of the disease_,
ns=not significant, Mann Whitney test. Data are presented as mean £ SEM, N=4 per
group.

Analysis of the clinical signs of the disease after MTP-AMIGQO3 treatment (50pg/kg) or in
the vehicle group. * p<0.05, Two-way ANOVA test. Data are presented as £ SEM, N=8 in
the vehicle group and N=§ in the MTP-AMIGO23 group.

Determination of the number of mice with a clinical score above 2. * p<0.05, Log-rank
(Mantel-Cox) test for survival curves.

96



Discussion

AMIGO3 is a leucine-rich repeat containing membrane receptor closely related to
LINGO1, which is a potent inhibitor of axon growth and myelination (18). AMIGO3 is
expressed in astrocytes, neurons, and oligodendrocytes (8,19) and is considered as a
substitute of LINGO1, explaining the lack of success of clinical trials targeting LINGO1
as a therapy for demyelinating diseases. In this context, we explored the dimerization
capability of AMIGO3 with the membrane receptors defining the signalling platform of
myelin inhibitory factors, LINGO1-p75NTR/TROY. Because of the existence of a
canonical GxxxG motif in the transmembrane domain of AMIGO3 we anticipated its
possible involvement in homo- and/or heterodimerization. The prediction tools
PREDDIMER and PDBePISA enabled us to identify interacting motives on the same
side of the helix of AMIGO3 TM domain. These motives include a GCxxG maotif for the
homodimerization of AMIGO3 and the heterodimerization with TROY, a TxxXxGxxxG
motif for the dimerization with p75NTR and a TxxxGxxxG motif for the dimerization with
LINGO1. PREDDIMMER forces the alignments of predicted helices and the best Fscor
can be used as an indicator of the probability of real biological interactions. Our
empirical approach with several single pass transmembrane receptors showed that
only scores above 2.6 are translating into biological interactions (2,16,20—-22). Here,
we obtained maximum Fscor above 2.6 for all the tested pairs of receptors, suggesting
the high capacity of the AMIGO3 TM domain to dimerize. However, the simulation of
the AMIGO3 TM domain interaction with PDGFRa TM domain retrieved a low Fscor
(2.3), defining a negative control in which buried surface areas of all amino acids did
not reach a sufficient value to indicate interactions. To address the biological relevance
of the predictions, we performed a BRET assay at the whole target receptor level but
also at the TM domain of the receptors level. This approach confirmed that full length
AMIGO3 homodimerizes and exhibits interactions with full length LINGO1, p75NTR
and TROY proteins. These interactions also involve the TM domain for
homodimerization and heterodimerization with LINGO1, p75NTR and TROY. No
specific signals were obtained for the interactions with the negative control PDGFRa
TM domain. This last result is further confirming the specificity of the other interactions
measured. Point mutations in the AMIGO3 TM domain revealed that a single mutation
of the cysteine Czo1 was sufficient to lose homodimerization. The two glycines Gsgo and

G394 Were also shown as required for homodimerization. Furthermore, it was possible
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to modulate the interactions of full-length proteins by introducing in the BRET system
a synthetic version of the AMIGO3 TM domain (MTP-AMIGO3), confirming the
possibility to modulate its interactions. A proximity ligation assay confirmed the ability
of MTP-AMIGO3 to disrupt homo- and heterodimers formed by AMIGOS3. Furthermore,
MTP-AMIGO3 was able to significantly disrupt AMIGO3-TROY heterodimer,
suggesting that blocking AMIGO3 TM domain also impacts whole protein interactions
not requiring the TM domain, presumably through conformational changes. The
observed disruption of dimers is consistent with the suppression of NogoA-mediated
Rho-GTP inhibition in oligodendrocytes, thereby counteracting the inhibitory effect of
this key MAI. The inhibition of NogoA signalling cancelled the inhibitory effect on
oligodendrocytes migration. These effects were specifically related to the addition of
MTP-AMIGO3 because the use of another MTP with pro-remyelination capacities,
targeting Plexin-Al (2), was unable to cancel the repercussions of NogoA. Hence,
using organotypic slices, we found that MTP-AMIGO3 exerted a protective effect on
oligodendrocytes by compensating the decrease of expression of Cnp and Mbp in
slices subjected to LPC-mediated demyelination. In this model, LPC induces a
progressive loss of the oligodendrocyte (CNP) and the myelin (MBP) markers, with a
maximum five days after incubation. This depletion is followed by a restoration of
normal levels of Cnp and Mbp after twenty days. MTP-AMIGO3 was added to the
culture medium at the same day as LPC and exerted a protective effect by impeding
the dramatic loss of Cnp and Mbp. Taken together, these results are consistent with
the proposed role of AMIGO3 in the negative control of myelination. The association
of AMIGO3 with the other members of the MAIs signalling platform contributes to
trigger inhibitory signals leading to defects of the migration and differentiation of
oligodendrocytes. Because MTP-AMIGO3 was able to cancel NogoA and LPC effects
in vitro, we decided to investigate whether this property could be sufficient in vivo to
protect against induced demyelination. In addition, the collection of tissues and the
sorting of oligodendrocytes from mouse EAE and naive brains showed that AMIGO3
was upregulated at the peak of the disease in the EAE model, demonstrating the
contribution of AMIGO3 in the disease development (supplementary figure 3B). Thus,
we administrated the peptide MTP-AMIGOS3 one day after EAE induction every three
days and monitored the development of clinical symptoms reflecting multiple sclerosis.
In this EAE model, we found that the animals treated with MTP-AMIGO3 exhibited a

general reduction of the clinical scores during the whole period of the treatment.
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Moreover, the severity of the disease was 50% reduced when compared to control
animals. However, as no impact on the general inflammatory status of the animals was
observed, the induction of the inflammatory lesions leading to clinical symptoms could
not be prevented.

As a conclusion, our study clarified the pattern of interactions of AMIGO3 with MAIs
signalling receptors. We found that the TM domain of AMIGO3 is involved in homo-
and hetero-interactions. The peptide mimicking the AMIGO3 TM domain (MTP-
AMIGO3) turns out to be a potent inhibitor of these interactions and thus a potent
inhibitor of MAI. Consistently, MTP-AMIGO3 showed a therapeutic potential by
reducing the clinical symptoms of EAE mice receiving a low dose of the peptide
(50ug/kg) every three days for four weeks. While it remains to clarify whether the
therapeutic effects are due to a neuroprotective effect or a direct pro-remyelination
capability, the whole study strengthens the idea that AMIGO3 is an interesting
therapeutic target deserving further investigation in the context of demyelinating

diseases.
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Supplementary figure 1: MTP-AMIGO3 validation and analysis of HEK293 cells:

expression of MIF and toxicity of MTP-AMIGO3.

(A) Quality control of the micelles size in the vehicle and MTP-AMIGO3 by dynamic light
scattering (DLS). Green values represent the micelles size. Numbers in brackets
represent the fraction of the solution displaying this micelles size.

(B) Expression of Lingo1, Ngfr (pfSNTR), Tnfrsef19 (TROY) and Amigo3 in the HEK293 cell
line analysed by RT-gPCR. Gapdh was used as housekeeping gene to normalize
expression, N=2.

(C) Assessment of peptide toxicity on HEK293 cells using MTT assay. Cells were incubated
during four hours before MTT addition.
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Supplementary figure 2: Analysis of Oli-neu cells: expression of MIF, toxicity of MTP-

AMIGO3 and effect of NogoA.

(A) Expression of Lingod, Ngfr, Trfrsf19 and Amigo3 in the Oli-neu cell line analysed by RT-
gPCR. Gapdh was used as housekeeping gene to normalize expression. N=2.

(B) Assessment of peptide toxicity on Oli-neu cells using MTT assay. Cells were incubated
during four hours before MTT addition.

(C) G-LISA assay was conducted to determine RhoA activation after NogoA incubation on
Oli-neu cells.

(D) Migration of Oli-neu cells was assessed in response to 2% serum and in the presence of

NogoA, MAG or Omgp. ** p<0.01, Kruskal-Wallis test for multiple comparisons. Data are
presented as mean £ SEM, N=3.

102



A B
2 e Ty Amigo3 expression in 04 " cells
H T 2.5- *
1 k';',‘; % =
% E S 2.0 °
1| ™ = o
i 5 1.5 =
2 Ew b 8
- q E 1.0-
] 2000000 4000000  &.491,088 W = o
FSC-A > o
= 35 0.51
@
o 0.0 T T
4& A
o
® L&
J

Supplementary figure 3: Characterisation of the 04+ extracted cells.

(A) 04 positive oligodendrocytes were isolated from adult murine brains of naive and EAE
mice at the peak of the disease. The purity of the isolated fraction was assessed by flow
cytometry using an O4 antibody.

(B) RT-gPCR analysis showed a significant upregulation of the gene expression of Amigo3 in
the oligodendrocytes of EAE mice compared to the naive condition. Gapdh was used as
housekeeping gene to normalize expression. * p<0.05, two-tailed parametric unpaired ¢
test. Data are presented as mean £ SEM, N=3.
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Supplementary figure 4: Expression of Cnp and Mbp after LPC induced demyelination
in organotypic brain slices.

Demyelination is induced by addition of LPC at 0.5 mg/mL in the medium. Cnp and Mbp
expression are analysed by RT-gPCR. Gapdh was used as housekeeping gene to normalize
expression. 3 slices per condition, N=2.
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Il. Implication du domaine TM dans I'cligomérisation du

récepteur de l'interleukine-10

Résumé 3:

Implication du domaine transmembranaire dans I'oligomérisation de la plateforme du
récepteur de l'interleukine-10.
Implication of transmembrane domain in interleukine-10 receptor platform

oligomerisation.

L'interleukine-10 (IL-10) posséde un role anti-inflammatoire et de régulation immunitaire par sa
fixation sur le récepteur IL-10 (IL-10R). Les deux sous-unités (IL-10Ra et IL-10R@) s'organisent pour
former un hétérotétramere capable d'induire 'activation du facteur de transcription STAT3. Parmi
toutes les conséquences, cette cascade de signalisation est capable de moduler la polarisation des
macrophages et de la microglie et donc leurs activités. Ces polarisations ont des implications
profondes dans de nombreuses pathologies car un déréglement des activités des macrophages est
souvent observé. Les preuves sur les nombreux roles dans l'oligomérisation et l'activation de
récepteurs membranaires du segment transmembranaire, nous ont encouragés dans cet article, a
étudier 'implication du domaine TM dans I'oligomérisation du récepteur de I'IL-10. Nous avons
également ciblé ce domaine TM de I'IL-10R avec des peptides mimant les séquences TM des sous-
unités dans le but de rééquilibrer la polarisation des macrophages et de la microglie dans deux
pathologies dans lesquelles ces cellules sont connues pour étre impliquées : la sclérose en plaques
et le glioblastome. Les résultats démontrent pour la premiere fois que les domaines TM des deux
sous-unités participent a l'activation du récepteur et sont caractérisés par des acides aminés
définissant un motif non canonique de dimérisation. L'approche de ciblage avec des peptides TM
semble adaptée pour moduler la polarisation par son action sur les capacités de dimérisation des
domaines TM, mais n'est pas suffisante pour contrecarrer la progression des deux pathologies

sélectionnées.
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Abstract

Interleukin-10 (IL-10) exerts anti-inflammatory and immune regulatory roles through its
fixation to the IL-10 receptor (IL-10R). The two subunits (IL-10Ra and IL-10Rp)
organise themselves to form a heterotetramer capable to induce the activation of the
transcription factor STAT3. Amongst all the consequences, this signalling cascade is
able to modulate the polarisation of macrophages and microglia and thereby their
activities. Those polarisations have profound implications in several diseases as a
dysregulation of macrophages activities is often observed. We analysed the activation
patterns of the IL-10R, especially the contribution of the transmembrane (TM) domain
of the IL-10Ra and IL-10R subunits, as evidence accumulates that this short domain
has tremendous implications in receptor oligomerisation and activation. We also
addressed whether targeting the TM domain of IL-10R with peptides mimicking the TM
sequences of the subunits could be an option to rebalance macrophage and microglia
polarisation in two diseases in which these cells are known to be implicated: multiple
sclerosis and glioblastoma. The results demonstrate for the first time, that the TM
domains of the two subunits participate in the activation of the receptor and are
characterised by specific amino acids essential for the interaction. The TM peptide

targeting approach appears to be suitable for modulating polarization through its action
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on the dimerization capabilities of the TM domains but is not sufficient to counteract

the progression of the two selected pathologies.
Introduction

The IL-10 receptor is composed of a heterodimer of two subunits: IL-10Ra, which is
exclusive and has a high affinity for IL-10 and IL-10R[3, which has low-affinity and is
shared with other receptors (1). IL-10 is secreted as a homodimer, interacting with two
copies of the heterodimeric receptor complex (2). These interactions have been
demonstrated by cryogenic electron microscopy for the extracellular domain of the
receptor (3). For the transmembrane part of the receptor however, no data are showing
its implication in the oligomerisation of the subunits, nor the transduction of the signal.
After recognition of the ligand, the receptor induces the activation of intracellular
kinases, leading to the activating phosphorylation of the transcription factor STAT3
(1,4). This signalling is responsible for anti-inflammatory consequences on the cells,
like inhibition of the secretion of pro-inflammatory cytokines by monocytes,
macrophages and CD4* T cells. IL-10 signalling also favours survival, proliferation and
activation of B cells and CD8* T cells (5,6).

Macrophage polarisation is a long-described phenomenon conductive to debate.
These immune cells have the ability to endorse several phenotypes with opposite
effects. The extremes of these phenotypes are called M1 for pro-inflammatory
macrophages and M2 for anti-inflammatory ones (7). This description is oversimplified
and in reality, polarisation has a high plasticity and macrophages adopt a phenotype
situated on a continuum between these extremes (8). However, in pathological
situations, circulating and resident macrophages are often implicated with a
dysregulation of their polarisation state. An imbalance between the M1 and M2 markers
of polarisation is described. In multiple sclerosis (MS) for example, macrophages and
microglia are partly responsible for the destruction of the myelin sheath and the
damaging of the axons. In this case, it has been shown that the imbalance of M1 and
M2 markers is in favour of M1, pro-inflammatory markers (9,10). In glioblastoma,
tumour associated macrophages (TAMs) favour tumorigenesis, promote angiogenesis
and proliferation of tumour cells. Interestingly, their phenotype tends toward a M2-like,
anti-inflammatory activity (10-12). To define a phenotype for these cells, several
markers are used depending on their effects. For the definition of M2-like polarisations,

markers with anti-inflammatory activities are assessed. One of these markers is IL-10
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and its receptor, known for their strong anti-inflammatory effect (13,14). Targeting the
polarisation state of macrophages could be beneficial in these pathological states, by
inhibiting the detrimental activities they display.

Here, we assessed the implication of the TM domain in IL-10R oligomerisation and
determined if it can be targeted in order to interfere with its signalling. We then
established if modifying the activation of IL-10R is translated into biological

consequences.
Materials and methods

In silico simulation tools

For in silico simulations, two tools were used: PREDDIMER and PDBePISA. The first
was developed by A.A. Polyansky and P.E. Volynsky in the R.G. Efremov lab (15). It
permits to predict the structure of dimeric transmembrane helices. From the TM
sequences, it can reconstruct dimer structures, rank and filter them with a scoring
function (Fscor), generate three-dimension structures and display the hydrophobicity
of the helices and their interacting interfaces on two dimensional maps (15). The
second tool, PDBePISA (Protein Data Bank of Europe, Proteins, Interfaces, Structures
and Assemblies) was developed by E. Krissinel and K. Henrick (16). It allows the
exploration of macromolecule interfaces based on several physicochemical properties
(free energy of complex formation, solvation energies, interaction surface, hydrogen
bonds, hydrophobicity) and to determine the buried surface area (BSA) of each amino
acid (16).

Cell culture

RAW264.7 and BV-2 cells were cultured in a 10cm petri dish filled with DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) High glucose (4,5 g/L) with stable glutamine and
sodium pyruvate (Dutscher), supplemented with 10% inactivated foetal bovine serum
(FBS, Gibco) and 1% penicillin-streptomycin (10,000U/mL-10mg/mL, PanBiotech), in
an incubator at 37°C with 5% CO..

HEK-293 cells were cultured in a 10cm diameter petri dish filled with DMEM High
glucose (4,5 g/L) with stable glutamine and sodium pyruvate, supplemented with 10%

inactivated foetal bovine serum, in an incubator at 37°C with 5% CO:..
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Peptides

Peptides were synthetized by the Peptide Specialty Laboratories GmbH by solid phase
peptide synthesis (Fmoc chemistry). The peptide corresponding to the TM sequence
of IL-10Ra: KGDLVISMLLFCGILVCLVLQWYIRKR (in one-letter code) is referred as
MTP-IL-10Ra. The peptide corresponding to the TM sequence of IL-10Rp:
KGDAIILIVSVLVVFLFLLGRKR (in one-letter code) is referred as MTP-IL-10Rp.
Peptides purity estimated by RP-HPLC was more than 90% according to manufacturer
indication. Peptide powders were solubilized at 3.10*M in dimethylsulfoxide (DMSO,
Eurisotop). For in vitro experiments, this stock solution was further diluted in DMSO
and medium. For the EAE PLP in vivo experiment this stock solution was diluted in
Phosphate-Buffered Saline (PBS) at 10ug/kg. For orthotopic grafting in vivo
experiments, peptides were solubilized at 1Img/mL in 72mM lithium dodecyl sulfate
(LDS, Sigma) and further diluted in PBS for a use at 10ug/kg.

BRET assay

The sequences of the receptors to test were cloned into plasmids, encoding either for
the Renilla luciferase Rluc (as a donor, plasmid pRL-CMV E2261, Promega) or the
enhanced Yellow Fluorescent Protein eYFP (as an acceptor, plasmid pEYFP-N1,
6006-1, Clontech). Plates for transfection were prepared using a Biomek FXP pipetting
robot (Beckman Coulter). In each well of 96 well-plates (Greiner), a combination of an
Rluc and eYFP expressing plasmid diluted at right concentration in 20uL Tris-EDTA
(TE) buffer (Sigma) was deposited with 8uL CaCl2 (Sigma) and 26puL BES (Sigma).

HEK293 cells were seeded in a 1/200 collagen I-coated (4mg/mL, Sigma) 96 well-plate
(Corning) at 20,000 cells per well in DMEM High glucose supplemented with 10%
inactivated FBS. All the following steps were performed using the FXP pipetting robot.
24h after seeding, cells were transfected with the transfection medium prepared
upstream. After four hours, transfection medium was removed and cells were washed
with PBS. DMEM High glucose (4.5 g/L) without sodium pyruvate and phenol red
(Sigma), supplemented with 10% inactivated FBS and 1% L-glutamine (Sigma) was
then added for 24h. Afterwards, medium was removed, cells were again washed with
PBS and medium was replaced by HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Sigma).
Using a Biomek NXP pipetting robot (Beckman Coulter), coelenterazine H (Interchim)
at a final concentration of 5uM was added. Finally, BRET signal was assessed by

measuring bioluminescent and fluorescent signals at 37°C at 485 + 10nm and 535 +
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12nm respectively, using a Victor Light (Perkin) reader. BRET ratio was calculated

using the following formula:

Fluorescence signal (eYFP)¢est Fluorescence signal (e€YFP) ctri Rluc

BRET ratio = ( ) x 1000,

Bioluminescence signal (RIuc)ies;  Bioluminescence signal (RIUC) ¢rl Riuc
Where “test” corresponds to the co-transfected condition and “ctrl Rluc” to the Rluc
transfected alone condition (background signal) (17).

Final BRET ratio is expressed in milliBRET units (mBu). BRETmax corresponds to the
maximal BRET ratio recorded in mBu and BRETso corresponds to 50% of the BRETmax
signal. Fluorescence was also assessed with EnVision Multimode plate reader (Perkin
Elmer) at 535nm after excitation at 485nm to control transfection efficacy. For BRET
saturation assays, the concentration of Rluc plasmid remains the same in each
condition, whereas an increasing concentration of eYFP plasmid is added. If the BRET
ratio curves obtained are not linear, with a R>0.70, the signal obtained is specific. On
the contrary, if the curve is linear, the result obtained is not specific, and corresponds
to BRET of collision.

MTT assay

The potential toxicity of MTP peptides is assessed by an MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay. RAW264.7 or BV-2 cells were seeded
at 5000 cells per well in 100uL of medium in a 96-well plate. The conditions tested are
DMSO at a concentration of 0.5% and each peptide, at a concentration of 10-’M. The
plate is then incubated at 37°C for the desired exposure time (4h or 24h). A 5mg/mL
MTT solution (Sigma) is diluted 1/50 with GBSS (Gey's Balanced Salt Solution, Sigma).
After removing the medium from each well, 100uL of this MTT-GBSS solution is
deposited per well. The plate is then incubated for 4h at 37°C. Then, 100uL of
isopropanol (VWR chemicals) is deposited to dissolve the purple crystals formed by
the MTT reagent. The mixture in each well is aspirated-refilled to allow complete
dissolution of the crystals. Finally, the optical density of each well of the plate is read

by spectrophotometry (MultiskanGo, ThermoScientific) at 570nm.
Proximity ligation assay

For proximity ligation assay (Duo-Link) RAW264.7 or BV-2 cells were seeded at 20,000
cells per well on Lab-Tek Permanox slides overnight and then treated with the
appropriate peptide at 10-'M for one hour. After fixation with 2% PFA for 10 minutes,
cells were permeabilized with PBS/0.1% Triton X-100 for 10 minutes. For heterodimers
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detection, primary antibodies (IL-10Ra OAAF01119, Aviva and IL-10Rb AF5368, R&D)
were incubated together by pair overnight at 4°C diluted at 1/100 in PBS. The next day,
the secondary antibodies (PLA probe anti goat MINUS 5X and PLA probe anti rabbit
PLUS 5X, Sigma), diluted 1/5 in PBS, are deposited for one hour at 37°C. The proximity
ligation assay was then performed according to the manufacturer’'s recommendations
with the “detection orange” kit (Sigma). Quantification of the dots was performed using

ImageJ software.
Western-blot

For assessing of STAT3 phosphorylation, RAW264.7 or BV-2 cells were seeded in 6
well-plates and treated for 1h with the appropriate peptide and 15min with 100ng/mL
IL-10 (Miltenyi). Proteins were extracted using PBS-Triton 1%, proteinase inhibitors
and phosphatases inhibitors (Sigma). Proteins were separated in a 4-20% SDS-PAGE
gel (Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) and transferred
onto a nitrocellulose membrane (Trans-Blot Turbo System, BioRad). The blots were
soaked in blocking solution (Tris-Buffered Saline (TBS), 0.1% Tween-20, BSA (bovine
serum albumin, 5%) for 30 minutes at room temperature. Primary antibody (Anti-
STAT3 antibody (ab119352) 1/1000 or Anti-STAT3 (phospho Y705) antibody
(ab76315) 1/2000) was incubated overnight at 4°C in TBS, 0.1% Tween-20, BSA 5%.
After several washes, secondary antibody (Goat anti-mouse IgG HRP conjugate for
STAT3 and Goat anti-rabbit IgG HRP (HorseRadish Peroxidase) conjugate, Bio-Rad,
1/3000) was incubated for 1 hour at room temperature. The revelation step was
performed using Clarity Enhanced Chemiluminescence Blotting Substrates (Bio-Rad)
according to the manufacturer’s instructions. Images of the immunoblots were acquired
and analysed thanks to Chemidoc Touch Imaging System (Bio-Rad) and normalized
with the stain-free method.

Animal procedures

SJL/J female mice were obtained from Janvier Labs and C57BL/6 mice from Charles
River Labs. The animals were kept in accordance with French animal protection laws
and were approved by the Animal Care Committee of the University of Strasbourg. All
mice were kept in a controlled environment (25°C) with free access to food and water
and housed on a 12 hours day/night cycle. Mice were allowed to acclimatize to the

animal house facility for at least one week before experimentation.
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EAE PLP

The study was approved by the local animal care committee (APAFIS#22687-
2019102813393158). To induce a relapsing remitting experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), the Hooke EAE-PLP (ProteoLipid Protein) induction kit was
used according to manufacturer’s instructions (EK-2120). Briefly, at 8-9 weeks old,
SJL/J mice were anesthetised with isoflurane and immunized subcutaneously with
0.1mg of Myelin Proteolipid protein (PLPi139-151) peptide emulsified in complete
Freund’'s adjuvant (CFA) and intraperitoneally with 50ng Pertussis toxin (PTX).
Treatment with MTP-IL-10Ra at 10ug/kg or vehicle was performed every three days
during the whole experiment, starting 2 days post-immunization. To assess disease
severity, mice were scored daily, from day 7 post-induction, on a 5-point grading scale.
0, no symptoms; 0.5, partial limp tail; 1, complete limp tail; 1.5, hind limb ataxia; 2, hind
limb paresis; 2.5, partial hind limb paralysis; 3, complete hind limb paralysis; 3.5, hind

limb paralysis and fore limb paresis; 4, hind and fore limb paralysis; 5, moribund.
Cell separation

Firstly, mice were euthanized by intraperitoneal injection of a lethal dose of a ketamine-
xylazine solution. Then, mice were transcardially perfused with ice-cold PBS to wash-
out the blood capillaries. Afterwards, brains were dissociated into single-cell
suspensions using the adult brain dissociation kit (Miltenyi Biotec) based on a
combination of enzymatic and mechanical dissociation protocol. Briefly, tissues are
sliced into eight sagittal sections and placed in tubes containing an enzyme cocktail.
Each sample was then dissociated for 30 min at 37°C on the gentleMACS Octo
Dissociator with Heaters (Miltenyi Biotec) using the 37C_ABDK_01 program. Then,
myelin and debris were removed with Debris Removal solution (Miltenyi Biotec)
provided in the Adult Brain Dissociation kit (Miltenyi Biotec). The resulting cell
suspension was labelled with a CD11b antibody (130-119-155, Miltenyi Biotec) and
placed on a MACS® column placed in the magnetic field of a MACS separator. CD11b*
cells were eluted and resuspended in TRIzol (Invitrogen) and kept at -80°C until further

use.
RNA extraction and quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated from the CD11b* isolated cell fractions using TRIzol according
to the manufacturer’s instructions. The RNA extraction was continued with a classic

phenol-chloroform extraction. After DNase treatment (Roche), cDNA was synthesized
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from 500 ng total RNA using the HighCapacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) and gPCR was performed using the Biorad CFX Connect Real-
Time System with TagMan Real-time PCR Master Mix (4444557, Thermo-Fisher) and
the [1110ra (Mm00434151 ml1l and 1110rb (MmO00434157_m1) probes. Gapdh
(Mm99999915 ¢g1) was used as a housekeeping gene. The relative gene expression

ratio was calculated based on the 2-22CT method.
Orthotopic brain grafting of glioblastoma cells

The study was approved by the local animal care committee (APAFIS#14058-
2018031317278197). GL261 murine glioblastoma cells expressing the luciferase were
cultivated before implantation. Eight weeks old C57BL/6 mice were anesthetized with
isoflurane. 50 000 cells in 1uL HBSS were implanted using a stereotaxic set up in the
left striatum. Three days after grafting, the mice were injected intraperitoneally either
with the vehicle (LDS) or MTP-IL-10RB at 10ug/kg, three times a week. Once a week,
mice were imaged to measure qualitatively the presence and development of tumours,
using NightOWL in vivo imaging system (Berthold). The images obtained were used to
calculate an adaptation of the RECIST criteria as shown previously (18). This criterion
enables to evaluate the response of a cancerous disease to a treatment, as following:
PD (Progressive disease, > +20% increase compared to averaged growth of control
tumours), SD (Stable Disease, +20%< x < -30% growth decrease compared to
averaged growth of control tumours), PR (Partial Response, -30%< x < -100% growth
decrease compared to averaged growth of control tumours), and CR (Complete

response, >-100% growth decrease compared to averaged growth of control tumours).
Statistics

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 9.0 (GraphPad
Software) and are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Parametric
data were analysed using Student’s t test for two groups and one-way ANOVA followed
by Dunnett’s post-test for multiple comparisons to the control or Tukey’s post-test for
multiple pair-wise comparisons. Survival data were analysed using log-rank (Mantel-
Cox) test.
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Results

Prediction of the interactions of the IL-10 receptor subunits

The interactions of the transmembrane domains of the subunits of the IL-10 receptor
are poorly described. The implication of this receptor in the polarisation of
macrophages and its role in pathological states led us to study its transmembrane
domain, as it could be an interesting therapeutic target. We generated three-
dimensional interacting models using the PREDDIMER software. From previous work
in the lab, we had determined that an Fscor value above 2.6 is indicative for real
biological interactions (19). The results in figure 1 show that the TM sequences of the
receptor have similar interaction scores for the IL-10Ra homodimer (figure 1A) and for
the heterodimer with IL-10R (figure 1B) whereas, the score is weaker for the IL-10R[3
homodimer (figure 1C). According to these results, the most probable TM oligomers
are IL-10Ra homodimers and IL-10Ra / IL-10RB heterodimers. Afterwards, we
determined the Buried Surface Area (BSA) for each amino acid of the TM sequences
of the subunits interacting, to identify the amino acids highly implicated in the
interaction. From these results we predicted for the IL-10Ra subunit the interaction
interfaces involving the amino acids L2ss, Gozs1, l2s2, C2s5 and Lass (LxXGIXXCxxL
interface) for the homodimerization (figure 1A) and Lo2ss, Go2s1, V2s4 and Loss
(LxxGxxVxxxL interface) for the heterodimerization with IL-10Rp (figure 1B). Strikingly,
the predicted homodimerization motif of IL-10Ra is 60% similar to the motif for the
heterodimerization with IL-10Rp (figure 1B). In consequence, IL-10Ra can only form
one interaction at once. For the IL-10RB subunit, the homodimerization is possible
through two interfaces, sharing only the amino acid Szz0. The first involves the amino
acids lz26, V229, S230, V233 and F237 (IXXVSxxXVxxXF interface) and the second L227, S23o0,
V231 and Vaz4 (LxxSVxXV interface, figure 1C). The second interface is 100% similar to
the interface used for the heterodimerization with IL-10Ra (figure 1B). According to
these results, IL-10R[ is able to form heterodimers and homodimers at the same time.
The results of the predictions indicate that the TM domain of IL-10Ra interacts either
with another IL-10Ra TM domain or with an IL-10RpB TM domain. IL-10Rp can interact

with two subunits at the same time but is more likely to form heterodimers.
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Figure 1: Predictions of IL-10R TM subunits interactions using PREDDIMER software.
For each pair of TM sequences, this figure shows the PREDDIMER calculated Fzpqop and
helical top views of the sequence. The circled areas represent the interaction interfaces. The
amino acids in red are those implicated in the interaction, with the buried surface area values
greater than or equal to 60%.

(A) Prediction for IL-10Ra TM domain homodimerisation.

(B) Prediction for IL-10Ra / IL-10Rp TM domain heterodimerisation

(C) Prediction for IL-10Rp TM domain homodimerisation
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Biological validation of predicted interactions

To validate the biological relevance of the predicted interactions of the IL-10 receptor,
we performed a BRET assay. In this assay, a first protein is tagged with an Rluc donor
and a second with an eYFP acceptor. If the two tags are close enough, resonance
energy transfer can occur and a fluorescent signal emitted by the eYFP can be
measured at 535nm. The BRET ratio determined afterwards exemplifies the interaction
of the two proteins, as showed previously (17). We first evaluated the BRET ratio for
the interactions between the full-length subunits by performing a saturation assay
(figure 2A).

For the IL-10Ra subunit, the interaction with itself yields a specific signal with a
BRETmax value of 55mBu (figure 2A, left graph, red curve). The interaction with IL-
10Rp is also specific and the BRETmax value reaches 171mBu (figure 2A, left graph,
green curve). The test with two unrelated proteins (PDGFRa and GABAB) provides
non-specific signals and serves as negative controls, where no interaction is
measured. For the IL-10RB subunit, the homodimer reaches a BRETmax value of
303mBu (figure 2A, right graph, blue curve) and the heterodimer a BRETmax of 55mBu
(figure 2A, right graph, orange curve). Here again, non-specific signals were recorded
when measuring the interaction with PDGFRa or GABAs. As reported by this
experiment, the IL-10Ra subunit preferentially interacts as heterodimers (+68% of the
BRETmax) rather than homodimers. However, IL-10RB has a stronger propensity to
form homodimers (+44% of the BRETmax compared to heterodimers).

In a second experiment, we assessed the interactions of the TM sequences only of the
subunits (figure 2B). For the TM domain of IL-10Ra, the BRETmax value is 380mBu for
the homodimer (figure 2B, left graph, red curve) and reaches 282mBu for the
heterodimerization with IL-10R (figure 2B, left graph, green curve). The TM domain
of IL-10RB showed a BRETmax of 156mBu for the homodimer (figure 2B, right graph,
blue curve) and 217 mBu for the heterodimer (figure 2B, right graph, orange curve).
Thus, the TM segment interactions slightly differ from the whole protein as they are
exhibiting a higher BRETmax for IL-10Ra homodimers (+26% compared to
heterodimers) and for IL-10R[3 to form heterodimers (+44% compared to homodimers).
Finally, in a third experiment, we determined the interactions of the full-length Rluc-
tagged receptors with the eYFP-tagged TM sequences only (figure 2C). For the full-
length IL-10Ra subunit, the specific interaction with the TM sequence of IL-10Ra yields
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a BRETmax value of 55mBu (figure 2C, left graph, red curve), which is the same value
as for the full-length homodimer. The interaction with the IL-10RB TM domain reaches
a value of 71mBu (figure 2C, left graph, green curve), which is 68% weaker than for
the full-length heterodimer. For the full-length IL-10RB subunit, the BRETmax value for
the interaction with the TM domain of IL-10Rp is 69mBu (figure 2C, right graph, blue
curve), 77% lower than for the full-length homodimer. Last, the interaction with the TM
domain of IL-10Ra reaches a value of 44mBu (figure 2C, right graph, orange curve),
which is 20% less than for the full-length heterodimer. These results indicate for the
first time, that the TM domains of the subunits of the IL-10R interact specifically and
with variable intensities and thereby contribute to the dimerization of the whole receptor

complex.
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Figure 2 : BRET validation of full length (FL) and transmembrane (TM) IL-10R subunits

interactions.

BRET saturation assays to monitor the interaction of different pairs of proteins. Concentration
of Rluc plasmid is the same for each condition {(0,75ng/mL), whereas concentration of eYFP

plasmid is increasing in each condition.

(A) BRET assay for full length receptors. Left graph shows the interactions of IL-10Ra with
IL-10RB (N=8), IL-10Ra (N=8), PDGFRa (N=2) and GABAg (N=2). Right graph shows
the interactions of IL-10RB with IL-10RB (N=8), IL-10Ra (N=8), PDGFRa (N=2) and

GABAg (N=2).
(B)

BRET assay for TM sequences of the receptors. Left graph shows the interactions of IL-

10Ra_TM with IL-10RB_TM (N=6) and IL-10Ra_TM (N=6). Right graph shows the
interactions of IL-10RB_TM with IL-10RB_TM (N=6) and IL-10Ra_TM (N=6).

(C)

BRET assay for interactions of full length receptors and TM sequences. Left graph

shows the interactions of IL-10Ra_FL with IL-10RE_TM (N=4) and IL-10Ra_TM (N=4).
Right graph shows the interactions of IL-10RE_FL with IL-10RE_TM (N=4) and IL-

10Ra_TM (N=4).

R? are the coefficients of determination of the one site specific binding non-linear fit curves.
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The TM peptides mimicking IL-10R have no toxic effect on cells

To determine the implication of the TM domains of the IL-10R subunits in the activity
of the receptor, we designed two peptides, mimicking the TM sequences of IL-10Ra
(MTP-IL-10Ra) and IL-10RB (MTP-IL-10Rp). First, to assess the toxicity of the two
peptides, we performed a MTT assay on two cells lines: RAW264.7 and BV-2. As
presented in figure 3, MTP-IL-10Ra and MTP-IL-10Rp at 10-’M, display no acute toxic
effect after four hours of exposition (left graphs), on the two cell lines. Similarly, the
peptides do not display an antiproliferative effect after a 24 hours exposition period
(right graphs). These results permitted to test the peptides in vitro and in vivo with
results excluding toxic and antiproliferative effects.

A Toxicity profile at 4h Proliferation profile at 24h
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Figure 3 : MTT assay for peptides.

MTT assays, performed to assay peptides’ acute toxicity (4 hours assay) and anti-proliferative
effect (24 hours assay). RAW264.7 or BV2 cells were exposed to a 10-"M concentration of
MTP-IL-10Ra or MTP-IL-10RB peptides during 4 or 24 hours, before measuring cell metabolic
activity with tetrazolium dye.

(A) MTT assay on RAW264 7 cells at 4 (left graph) or 24 hours (right graph).

(B) MTT assay on BV2 cells at 4 (left graph) or 24 hours (right graph).

ns : non significant, one-way ANOVA followed by Dunnett’'s post-test for multiple comparisons.
Data are presented as mean = SEM. N=3 for each condition.
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The TM peptides target IL-10R

For the assessment of the biological activities of the peptides, we performed in vitro
assays on the two murine cell lines RAW264.7 macrophages and BV-2 microglial cells.
In a first step, we conducted a proximity ligation assay to evaluate the targeting
capability of the peptides, and their effect on the heterodimerization of the subunits.
On the RAW264.7 cells, we showed that MTP-IL-10Ra does not impair the
heterodimerization of the two subunits (figure 4A). MTP-IL-10RB contrariwise, inhibits
significantly the heterodimerization of the two subunits (-31%, p=0.0045, figure 4A).
On the BV-2 cells, similar results were obtained, where MTP-IL-10Ra does not impair
the heterodimerization of the two subunits and MTP-IL-10Rp inhibits significantly the
heterodimerization (-74%, p<0.0001, figure 4B).

In a second assay, we assessed the phosphorylation of STAT3, which is a downstream
signal of IL-10R activation, in presence of the IL-10 ligand or not. For the RAW264.7
cells, the peptides had no effect on the phosphorylation of STAT3 in absence of IL-10
(figure 5A). After treating the cells with 100ng/mL IL-10 for 15 minutes, a significant
increase in the phosphorylation of STAT3 is observed (+28 357%, p=0.0083, figure
5A). However, after adding the peptides, no effect has been recorded. For the BV-2
cells, the peptide MTP-IL-10Ra is able to induce the phosphorylation of STAT3 in
absence of IL-10 (+212%, p=0.0021, figure 5B), whereas MTP-IL-10R[ is not. After
treating the cells with IL-10, an increase of the phosphorylation of STAT3 has been
measured (+374%, p<0.0001, figure 5B). In this case, after adding the peptides, MTP-
IL-10Ra had no effect, whereas MTP-IL-10RB was able to significantly inhibit the
phosphorylation of STAT3 (-68%, p<0.0001, figure 5B). Hence, these results indicate
that MTP-IL-10Ra is able to induce the activation of the signalling cascade of the IL-
10R in absence of the ligand, but only in microglial cells. MTP-IL-10R[ for its part,
inhibits the 1L-10 induced phosphorylation of STAT3 only in microglial cells.
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Figure 4 : Proximity ligation assay for IL-10R subunits heterodimerisation in presence

of peptides.

Proximity ligation assay was performed on RAW264.7 and BV2 cells exposed to DMSO or
DMSO-diluted peptides for one hour. In this assay, the amount of IL-10Ra / IL-10Rj
heterodimers was assessed in three different conditions : DMSO 0.1%, MTP-IL-10Ra (107M)
and MTP-IL-10RB (107M). Representative images obtained by fluorescent microscopy are
presented on the right. DAPI staining is presented in blue. Each red dot corresponds to a

hetero-interaction of the two subunits of the receptor.

=== p<0.0001; ** p<0.01; ns : non significant, one-way ANOVA followed by Dunnett’'s post-test
for multiple comparisons.
Data are presented as mean * SEM. N=3 for each condition.
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Figure 5 : Measure of STAT3 phosphorylation in presence of IL-10 and peptides.
Assessment of STAT3 phosphorylation by western-blot on lysates of RAW264 .7 or BVZ cells
exposed to IL-10 and/or DMSO or DMSO-diluted peptides. Graphs are showing the p-
STAT3/STAT3 ratio.

(A) p-STAT3/STAT3 ratio for the lysates of RAW264.7 cells exposed to DMSO 0.1% + 1L-10
(10ng/mL), MTP-IL-10Ra (10-"M) + IL-10 or MTP-IL-10R{ (10-"M) + IL-10. Photographs
of the representative blots are presented on the right. N=4._

(B) p-STAT3/STAT3 ratio for the lysates of BVZ2 cells exposed to DMSO 0.1% =+ IL-10
(10ng/mL), MTP-IL-10Ra (10-7M) + IL-10 or MTP-IL-10RB (10-"M) + IL-10. Photographs
of the representative blots are presented on the right. N=5.

**% p<0.0001; ** p<0.01; * p<0.05; ns : non significant, one-way ANOWVA followed by Dunnett's

post-test for multiple comparisons.

Data are presented as mean + SEM.
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Assessment of the effect of MTP-IL-10Ra in vivo

The results of the in silico predictions and in vitro assays prompted us to test whether
MTP-IL-10Ra is able to activate the anti-inflammatory effect of the IL-10R in an
inflammatory disease model. We tested the effect of the peptide on a murine model of
relapsing-remitting multiple sclerosis: the experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE-PLP). Two days after immunisation, we divided the mice into two groups: the
vehicle treated group (N=5) receiving an IP injection of PBS-diluted DMSO (0.1% final
DMSO concentration) and the treated group (N=5), receiving an IP injection of MTP-
IL-10Ra diluted in PBS at 10ug/kg. The mice were treated every three days, during the
entire experiment (17 days). The ten mice were scored daily to evaluate their disease
severity. We found no significant difference in the clinical score between the two groups
(figure 6). These results demonstrate that MTP-IL-10Ra is not able to improve the
clinical signs of the animals in this model. To understand the lack of effect, we
measured the expression of the two subunits of the receptor in this pathological
context. Collection of brains of naive and EAE mice at different phases of the disease:
onset (approximately 9 days after immunisation and after occurrence of the first clinical
signs), peak (peak of the disease, 13 days post-immunisation) and remission (after the
peak, when the animals recover, 15 days post-immunisation), permitted to isolate
CD11b*cells, corresponding to macrophages and microglia. The mRNA levels of 1110ra
and 1110rb in these cells, assessed by RTgPCR, are significantly decreased at the
onset (-74%, p=0.0136 and -77%, p<0.0001 respectively, figure 7) and peak (-87%,
p=0.0036 and -85%, p<0.0001 respectively, figure 7) of the disease, compared to naive
animals. The levels of both subunit MRNAS are restored at the remission phase. These
results indicate that the expression of both subunits of the receptor are strongly

downregulated during the acute phases of the EAE disease.
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Figure 6 : Evaluation of the effect of MTP-IL-10Ra peptide on the EAE PLP mouse
model.

10 mice were immunised using PLP-CFA and PTX injection at day 0. Mice were then split into
two groups: vehicle and peptide-treated. Treatment with either LDS or MTP-IL-10Ra at
10pg/kg, began at day 2 and was repeated each three days. Clinical score was assessed
every day and the mean of each group is shown on the graph.

ns = non significant, two-tailed parametric unpaired f test.

N=5 for each condition.
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Figure 7 : Relative expression of the subunits of the receptor at different phases of the
EAE disease in CD11b"* cells.

Measurement by RTgPCR of the mRNA levels of //710ra and I110rb in CD11b* cells extracted
from the brains of naive or EAE-PLP-induced mice at different phases of the disease (onset,
peak and remission). Results are expressed in relative expression to Gapdh.

% p<0.0001; = p<0.01; * p<0.05; ns : non significant, one-way ANOVA followed by Tukey's
post-test for multiple comparisons.

Data are presented as mean + SEM. N=4 for each condition.
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MTP-IL-10RB may exert anti-cancer effects

The results obtained for the MTP-IL-10R[ peptide spurred us to assess its capacity to
inhibit the activation of the IL-10 signalling cascade in vivo on a glioblastoma model of
tumours. We therefore performed an intracranial orthotopic grafting of glioblastoma
cells in mice. We implanted GL261 glioblastoma cells expressing luciferase in the
brains of immune competent healthy mice. We treated them either with PBS-diluted
LDS (control group, N=8) or MTP-IL-10R( diluted in PBS at 10ug/kg (treated group,
N=9). Survival of the mice in the two groups was established and was slightly increased
in the treated group, although it did not reach statistical significance (increase of mean
survival days of 4 days, p=0.0561, figure 8A). Furthermore, in order to calculate the
RECIST criteria, we measured once a week, the size of the tumours after injection of
luciferin, using an in vivo bioluminescence reading device. The results show that in the
treated group, four mice completely escaped the treatment, with a progression of the
disease. The five remaining mice had either a stable disease or showed a partial
response, with a maximum at -93% (figure 8B). This experiment shows that MTP-IL-
10RB may have anti-cancer effects in the glioblastoma model, ameliorating the disease

in some animals.
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Figure 8 : Evaluation of the MTP-IL-10Rp in the orthotopic intracranial grafting of

glioma cells mouse model.

17 mice were grafted in the brain with mouse glioblastoma cells. Two days after grafting, they

were split into two groups: vehicle and peptide-treated. Treatment with either LDS or MTP-IL-

10Rp at 10pg/kg was repeated each three days.

(A) Survival of mice was assessed for each group and the mean is represented in this graph.
Log-rank (Mantel-Cox) test for survival curves.

(B) RECIST criteria was calculated for each mouse, relying on measured area of the
tumours in the mice brains. The black bar corresponds to the control, vehicle treated
group. The other bars correspond to the mice of the peptide-treated group. The red bars
correspond to progressive disease, the blue bar to a stable disease and the green bars
to a partial response.

MN=8 in vehicle group / N=9 in MTP-IL-10R} treated group.
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Discussion

Interleukin-10 is a cytokine well-known for its anti-inflammatory and immune regulatory
roles. Among activation of its receptor, the downstream signalling cascade is
implicated in the inhibition of pro-inflammatory cytokines secretion like IL-1pB, IL-6, IL-
12, IFNy and TNFa, with profound changes in the activities of the immune cells (20).
However, the mechanisms of the activation of the receptor platform are only described
for the extra- and intracellular domains, although, increasing evidence shows the
importance of the TM domain in the oligomerisation and activation of various receptors
(21). The aim of this study is to decipher the role of the TM domains of the two receptor
subunits in its activity. First, we generated in silico models of the interactions between
the TM domains of the two subunits and disclosed the amino acids involved in these
interactions. According to these results, IL-10Ra TM forms homodimers and
heterodimers with IL-10RB TM at an interface sharing 60% of the amino acids (L2as,
G251 and La2ss), meaning that IL-10Ra TM can only be involved in one interaction at a
time. Contrariwise, IL-10RB TM possesses two distinct interfaces, one forming only
homodimers, the other forming homodimers as well as heterodimers with I1L-10Ra.
Only the serine 230 is common to both interfaces. Thus, the TM domain of IL-10Rf is
able to form homodimers and heterodimers simultaneously. Interestingly no classic
interaction motif has been identified, in so far as there is no (G,A,S)xxx(G,A,S) motif,
nor leucine or glycine zipper (22). The most recent data about the interactions of the
extracellular domains, obtained by cryogenic electron microscopy (Cryo-EM) by the
Garcia lab, showed that after fixation of the ligand, IL-10Ra forms a heterodimer with
IL-10RB, which is in accordance with our results (3). An explanation for the second
homodimer interface of IL-10R is its recognition capability of other IL-10R family
subunits (IL20Ra, IL22R and IL28R), whereas IL-10Ra is exclusive to IL-10 (1).

To validate these models, we performed a saturation BRET assay in vitro by tagging
the full-length subunits or only the TM domains with the two reporters for this assay
(Rluc and eYFP). The experiment allowed us to verify the specificity of the signal
obtained. For the full-length interactions, specific signals were obtained for the
interactions of the subunits of the receptor and not for non-related proteins (PDGFRa
and GABABg). Concerning the interactions of the subunits, we noticed that IL-10Ra has
68% more propension to form heterodimers, which is consistent with the in silico and

cryo-EM results. Surprisingly, for IL-10Rp, it seemed that it does not form heterodimers
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with IL-10Ra. An explanation could be a steric hindrance in the assay, and a wrong
orientation of the reporters in the intracellular domain. Moreover, the results show a
44% stronger propensity to constitute homodimers, which could be an explanation of
the low signal for the heterodimer. This propensity can be related to the recent work of
Mossner, Kuchner et al. showing that a homodimeric IL-10RB can transduce a signal
with biological consequences initiated by the cytokine IL-22 (23). In a second
experiment, we demonstrated that the TM domains of the subunits interact also in a
specific way. In that case, each TM subunit can form homodimers as well as
heterodimers, with differences in the signal between both configurations lower than
28%. Afterwards, we combined both experiments and showed also that the full-length
receptors interact specifically with the TM subunits. Interestingly, the results indicate
that full-length IL-10Ra is more likely to form a heterodimer with TM IL-10R( and full-
length IL-10RB a homodimer with TM IL-10R, as for the full-length interactions in the
first BRET experiment. From these results, one can speculate that the TM domain is
also involved in the correct oligomerisation of the IL-10R, in addition to the extra- and
intracellular domains. However, the signals obtained from the last experiment are
around 70% lower, which may be due to an important distance between the two
reporters, because of an important difference in the size of the proteins. In a last BRET
experiment, we generated mutated TM sequences, in order to determine the amino
acids implicated in the interaction (supplementary figure 1). Most of the mutations do
not interfere with the interaction of the TM domains, except for a L248G mutation of
the IL-10Ra subunit, which significantly diminishes the interaction (-25%, p=0.0195).
Because the interaction signals with a non-related sequence (GABAB_TM1) are
weaker in every condition (between -70 and -85%), our data suggest the existence of
a specific interaction motif which has to be fully identified.

For the better characterization of the implication of this TM domain in the receptor’s
oligomerisation, we conducted a series of in vitro tests, using peptides mimicking the
TM domains of the subunits of the receptor (MTP-IL-10Ra and MTP-IL-10RB). We
tested two peptides on two cell lines: RAW264.7 and BV-2 cells. The first, corresponds
to macrophage-like cells retrieved from a tumour in a male BALB/c mouse infected with
the Abelson leukaemia virus (24). The second features microglial cells, derived from
raf/myc-immortalised murine neonatal microglia obtained in C57BL/6 female mice (25).
In a proximity ligation assay, we assessed the repercussions of the peptides on the

heterodimerization of the subunits of the receptor. In both cell lines, the results follow
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the same trend, and we observed that MTP-IL-10RB is able to inhibit
heterodimerization of IL-10Ra and IL-10Rp, contrarily to MTP-IL-10Ra which has no
effect. These results were not due to a toxic effect, as seen by a MTT assay. However,
the effect was stronger in BV-2 cells than in RAW264.7 cells, suggesting a different
sensitivity of the two cell lines. For a better understanding of the effects of the peptides,
we measured their impact on the downstream signalling cascade of IL-10R, by
assessing the activating phosphorylation of STAT3. Again, a difference between both
cell lines was observed. In RAW264.7 cells, the peptides had no effects, whereas in
BV-2 cells, they altered the phosphorylation of STAT3. In fact, MTP-IL-10Ra induced
the phosphorylation in absence of the IL-10 ligand and MTP-IL-10Rp inhibited the IL-
10 induced phosphorylation. These results indicate that 1) both peptides are able to
modulate the activation of the IL-10R and 2) a difference of sensitivity between a
macrophage-like and a microglia-like cell line is observed. This difference may be due
to a difference of expression of the subunits of the receptor in the two cell lines, which
has to be assessed. However, the ability of the peptides to alter the strong anti-
inflammatory IL-10 signalling cascade prompted us to make the hypothesis that they
are able to modulate the activation status of the cells. Macrophages and microglia are
characterised by different polarisation states, depending on their pro- or anti-
inflammatory roles. In several diseases, an imbalance between both polarisation states
is often observed. Targeting these inflammatory states, in order to rebalance them,
constitutes an interesting opportunity for the development of new therapeutic
approaches. Consequently, we assessed the effects of both peptides in two animal
models, adapted to their hypothetical effect. MTP-IL-10Ra, which induces the IL-10
anti-inflammatory signalling cascade, was tested in the RRMS model EAE PLP.
However, it showed no statistical effect on the disease course and severity. It would
be interesting to determine if a higher dose of peptide would be able to exert a
therapeutic effect. However, when analysing the expression of the two subunits of the
IL-10 receptor in CD11b* cells extracted from the brains of EAE induced animals, we
found a complex temporal regulation (figure 7). Indeed, at the onset and the peak of
the disease, the mRNA levels of 1110ra and I1110rb are strongly downregulated (between
-74 and -87%) thereby limiting the MTP-IL-10Ra-mediated activity. Moreover, in the
EAE lesions, an important infiltration of activated macrophages is observed (26,27).
Because we showed in vitro that MTP-IL10Ra was only active on a microglia-like cell

line, its effect could be overshadowed by the macrophages. This is therefore
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guestioning the relevance of the target, whose contribution may be insufficient in this
pathology. It could be interesting to test the effect of the peptide on other models, like
inflammatory bowel diseases. The second peptide (MTP-IL-10RB) was able to inhibit
in vitro the activation of the receptor. Consequently, we assessed its pro-inflammatory
effect, possibly activating the anti-tumour immunity in a glioblastoma model. In this
case, the peptide had an effect on some animals, with an overall slight increase in
survival. However, some animals were completely resistant to the treatment and rather
showed a worsening of the disease, meaning that the response to the treatment has a
high inter-individual variability. To understand the reasons of this variability, it would
be of interest to perform immunostainings of brain slices of the two groups and
compare the composition of the immune infiltrate. It could also be interesting to assess
the capacity of breaking the heterodimers by the peptide with a PLA assay on the slices
of the different tumours (resistant or not) exhibiting obvious differences in terms of
vascularisation and necrosis. In the non-responder group, the inhibition of the
activation of the tumour-surrounding immune cells by the tumour microenvironment
and the tumour associated macrophages may outperform the effects of the peptide
(28). In addition, the size and the vascularisation of the tumour also has an impact on
its response to the treatment. Another reason explaining the failure to obtain a
response in some animals, relies on the fact that the IL-10RB subunit is also involved
in other signalling cascades. IL-10Rp forms for example dimers with IL-28R and
thereby forms the receptor for the interleukins 28A, 28B and 29, also called type |l
interferons, exerting strong antitumor effects (1,29). Blocking the activity of the subunit
IL-10Rp could therefore impair these effects.

Overall, the results in vitro indicate that both peptides are able to modify the activation
status of the IL-10-receptor, thereby pointing out for the first time, the implication of the
TM domain in the oligomerisation of the IL-10R. However, the obtained modulation
was not sufficient in vivo to exert therapeutic effects. This is facing the pronounced
plasticity of the targeted cells (8,30). The aim of these peptides is to modify the
activation of the IL-10R in order to change the polarisation state of macrophages and
microglia. However, the described polarisation states are nowadays questioned and
the macrophages never form stable subsets with a given status. They have the ability
to adopt mixed and very labile phenotypes. Targeting one inflammatory marker may,
therefore be insufficient. A second problem concerns the target itself. IL-10 is a

ubiquitous cytokine with a wide range of roles from anti-inflammatory effects, cell-
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survival effects, antibody production of B lymphocytes and activation of CD8* T cells,
via the activation of STAT1 (3,6,20). These cells possess deleterious effects in MS
where the peptide risks to activate them. A solution, would be to design partial agonists,
as proposed by the Garcia lab (3). To verify if our peptides specifically target the anti-
inflammatory properties of IL-10, it would be interesting to assess their effect on the
activating phosphorylation of STAT1. Finally, another issue is the pharmacology of the
MTP peptides. A concern about these compounds is their ability to cross the blood
brain barrier (BBB). Membrane targeting peptides have already been tested in vitro
and in vivo, in previous works of the laboratory, showing that they reach the central
nervous system (31,32). Moreover, in both studied pathologies, the BBB is leaky,
thereby facilitating the accessibility of the CNS to compounds (33,34). Another
consideration is the solubility of the peptides, which has been evaluated by dynamic
light scattering (DLS, data not shown). More experiments, like circular dichroism are
needed to assess the structural organisation of the peptides. Finally, the absence of
directed targeting strategy can be the cause of a low distribution of the peptides to their
target. Biodistribution experiments are therefore needed, and the addition of targeting
strategies to the peptides, like the conjugation to antibodies or nanocarriers give room
for improvement.

To conclude, our study is the first to unravel the implication of the TM domain in the
interactions of the subunits of the IL-10R. We found that the TM sequences of IL-10Ra
and IL-10Rp interact with the full-length proteins in a specific manner and that certain
amino acids of the TM sequence are essential for these interactions. Peptides
mimicking the TM sequences of the two subunits, impair the activation of the receptor
in vitro. The peptide reproducing the sequence of TM IL-10Rf inhibits the activation of
the receptor and possesses anti-cancer effects on glioblastoma. A better
comprehension of the effects of the peptides on the inflammatory status of
macrophages and microglia remains to be clarified, but they constitute a new approach

for the targeting of the IL-10R platform.
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Supplementary figure 1 : BRET evaluation of interactions between TM IL-10R WT

subunits and TM IL-10R mutant subunits.

BRET saturation assays to measure the interaction of the TM Rluc subunits with eYFP

mutated TM sequences of the subunits. For each curve, the fitting is expressed with the R-

squared.

(A) BRET assay for the interactions between IL-10Ra WT and IL-10Ra WT or mutated or
GABA_ TM1.

(B) BRET assay for the interactions between IL-10Ra WT and IL-10RE WT or mutated or
GABA_TMA1.

(C) BRET assay for the interactions between IL-10Rp WT and IL-10RE WT or mutated or
GABA_TM1.

(D) BRET assay for the interactions between IL-10RE WT and IL-10Ra WT or mutated or
GABA_TM1.

R? are the coefficients of determination of the one site specific binding non-linear fit curves.

* p<0.05, two-tailed parametric unpaired [ test.
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ll.  Systématiser les connaissances sur I'implication du domaine

TM dans les interactions entre tous les récepteurs a activité

tyrosine-kinase

Les connaissances concernant les implications du domaine TM dans l'activité des récepteurs
membranaires s'accumulent et permettent de convaincre sur le role fondamental de ce domaine.
Plusieurs plateformes de récepteurs ont ainsi été étudiées et ont permis d’identifier des cibles
thérapeutiques potentielles. Afin d’étendre les connaissances liées a 'implication du domaine TM
dans l'interaction entre sous-unités de récepteurs ou entre corécepteurs, nous avons effectué un
criblage a grande échelle par un test in vitro de BRET. Cette stratégie s’appuie dans un premier temps
sur les récepteurs a un domaine TM, en particulier la famille des 58 récepteurs a activité tyrosine
kinase. Le criblage effectué permet d’obtenir une vision globale des interactions entre les TM de

cette famille et va permettre de décrypter le code de ces interactions.

1) Introduction : les récepteurs a activité tyrosine kinase

Les récepteurs a activité tyrosine kinase sont des récepteurs a un domaine TM de type L. Ils
sont constitués d'un large domaine extracellulaire portant le site de fixation du ligand, un domaine
TM et un domaine intracellulaire, possédant une activité tyrosine kinase catalytique permettant la
phosphorylation des protéines de la cascade de signalisation. En fonction du domaine
extracellulaire de ces récepteurs, vingt sous-familles ont été décrites. Parmi celles-ci, nous pouvons
citer la famille des récepteurs aux facteurs de croissance épidermiques (EGFR), la grande famille des
récepteurs aux éphrines (Eph), la famille des récepteurs aux facteurs de croissance des fibroblastes
(FGFR), la famille des récepteurs au facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR) et les
récepteurs au facteur de croissance de 'endothélium vasculaire (VEGFR) (141).

Pour la plupart des RTKs, les récepteurs se trouvent sous forme inactive, sous forme de
monomere dans la membrane. Apres fixation du ligand sur la partie extracellulaire, deux
monomeres vont dimériser, permettant ainsi une transphosphorylation des tyrosines présentes
dans le domaine intracellulaire. Par la suite, les protéines de la cascade de signalisation sont

recrutées et par une activité de kinase, le récepteur induit la phosphorylation de ces protéines. Les
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RTKs sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération, la survie, la
différenciation, la migration et la régulation du métabolisme (142-144). En conséquence, de
nombreuses pathologies sont associées a des dérégulations de ces récepteurs, en particulier les
cancers pour lesquels de nombreuses mutations des RTKs sont décrites (notamment EGFR) (143).
Des mutations d’autres récepteurs sont responsables d’autres pathologies, comme des dysplasies
squelettiques séveres (pour des mutations des FGFR) (143). La plupart des dimeres de RTKs décrits
sont des homodimeéres. Cependant, certains récepteurs peuvent également former des
hétérodimeres, avec d’autres membres de la famille des RTKs. C'est notamment le cas pour les
récepteurs de la famille de 'EGFR, comme ErbBz2, qui peuvent former des hétérodimeres entre eux
(145). Dans la famille des récepteurs aux éphrines, EphA3 peut former des hétérodimeres avec EphB2
(146). Les études les plus récentes indiquent que les mécanismes de signalisation des RTKs sont plus
complexes, puisque pour un certain nombre de récepteurs, des formes dimériques (par exemple le
récepteur a l'insuline IR), voire oligomériques (par exemple EGFR), existent a I'état basal, sans
stimulation par un ligand. Dans ces cas, la fixation du ligand induit des changements
conformationnels a l'origine de la phosphorylation des tyrosines (144). Dans d’autres cas, la
formation d'un simple dimere ne suffit pas a activer la voie de signalisation, mais un véritable cluster
d’oligomeéres est nécessaire (144).

L'implication du domaine TM dans la signalisation, en stabilisant les dimeres et des structures
actives fait consensus. Des mutations de certains TM de RTKs ont été décrites comme
pathogéniques. Ainsi, des mutations 1665V ou V659E dans le TM d’ErbB2 sont associées a un
surrisque de développer des cancers en favorisant des dimeres actifs. Un autre exemple est la
mutation G380R du TM de FGFR3, responsable d’achondroplasie, par une diminution de I'activation
du récepteur (147). Les mutations des domaines TM des RTKs peuvent affecter l'activité des
récepteurs de plusieurs manieres: en modifiant la stabilité des dimeres, en changeant les
interactions entre le récepteur et le ligand, en impactant sur les contacts des domaines extra- ou
intracellulaires ou en modifiant la réponse de la voie de signalisation sous-jacente (147). Ce genre de
dysfonctionnements constitue des cibles de choix pour le développement de nouveaux composés
possédant des propriétés thérapeutiques.

Au vu de l'intérét porté a cette famille de récepteurs et aux possibilités de formations

d’hétérodimeres au sein de la famille, il pourrait étre intéressant d’étudier les interactions entre tous
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les domaines TM des récepteurs entre eux. Une étude de ce type permettrait d’identifier des cibles
potentielles. Un premier criblage de ce type a été réalisé en 2009 par 'équipe de D. Schneider, sur
un essai ToxCAT (148). IIs ont mesuré la propension des 58 domaines TM des RTKs a former des
homo-oligomeres. IIs ont pu démontrer que tous les domaines TM des RTKs ont la possibilité de
former des homodimeéres, plus ou moins forts, comparés a la glycophorine A (GpA). Cette derniere
constituait alors I'unique protéine pour laquelle une tres forte propension a la dimérisation du
domaine transmembranaire était décrite. Cette étude a permis d’obtenir des informations
précieuses sur les interactions entre domaines TM des RTKs, mais présente deux limites. La
premiére est que ce test n’a été réalisé que pour les homodimeéres, or comme discuté précédemment,
les RTKs sont nombreux a former des hétérodimeres. La deuxieme est la méthode utilisée, puisque
le test est réalisé dans une membrane bactérienne, s'éloignant de la réalité biologique. Pour
compléter cette étude, nous avons donc décidé de mener des travaux pour mesurer les interactions
des homo- et hétérodimeres pour tous les 58 domaines TM des RTKs. Nous avons réalisé un criblage

invitro dans un systeme utilisant des cellules humaines.

2) Matériel et méthodes : le criblage in vitro par BRET

Nous avons effectué un criblage in vitro en utilisant un test de BRET, dont le principe a été
présenté précédemment (Introduction, I, 2). La particularité de ce test est qu'il a été effectué en
utilisant des robots pipeteurs. Par conséquent, un protocole entier a dii étre mis au point et validé
(Figure 18). Nous présenterons ici chaque étape du protocole, ainsi que les procédures de validation

associées le cas échéant.
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Figure 18 : Protocole du test de BRET automatisé.
Lensemble des étapes du protocole ont été mises au point et testées pour permettre une
automatisation.

(Figure réalisée sur Biorender.com.)

Pour chaque paire de séquences TM pour laquelle un signal doit étre mesuré, un partenaire
de la paire doit étre fusionné a la séquence codant pour la Renilla luciférase (Rluc), tandis que l'autre
doit étre fusionné a la séquence pour la eYFP (enhanced Yellow Fluorescent Protein). La séquence TM
et le gene codant pour le rapporteur sont synthétisés puis clonés dans des plasmides par la société
GeneCust. Les produits obtenus sont ensuite amplifiés pour obtenir 1img par la société Biozilla. Les
plasmides ont été séquencés pour vérifier I'intégrité des transgenes.

La premiere étape du protocole consiste a préparer les mélanges de plasmides Rluc et eYFP.
Pour cela, un robot Biomek NX" (Beckman Coulter) a pipeté les bons volumes pour obtenir une
concentration finale de plasmide Rluc a o,75ng/uL et de plasmide eYFP a 1,5ng/uL dilués en Tris-
EDTA (Sigma) dans les puits de plaques transparentes 651201 (Greiner), pour un volume final de
20uL. Ces concentrations ont été déterminées précédemment au sein du laboratoire et
correspondent a un rapport [eYFP]/[Rluc] » 2 et pour lequel, la valeur de BRET obtenue correspond
a la valeur de BRET,, (soit 50% du BRET,,). Les concentrations en tant que telles, ont été
déterminées par des essais en déposant des quantités croissantes de plasmides. La premiere et la
douziéme colonne dans les plaques consistent en des duplicatas de controles positifs et négatifs des
manipulations. Le controle positif correspond a une interaction connue et décrite dans le

laboratoire, 'homodimere du domaine TM de LINGO1 (voir partie Résultats, I). Le controle négatif
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correspond également a une paire pour laquelle des travaux du laboratoire ont montré I'absence
d’'interaction, I'hétérodimere entre les séquences TM de LINGO1 (en Rluc) et de PDGFRa (en eYFP).
La deuxiéme colonne consiste en une condition comprenant uniquement des plasmides Rluc, qui
sera utilisée pour les calculs de ratios BRET. Enfin, les neuf colonnes suivantes correspondent aux
conditions testées, en gardant le méme plasmide Rluc par ligne et en modifiant les plasmides eYFP.
Un total de 62 plaques a été déposé et congelé a -20°C.

La deuxiéme étape consiste a déposer les cellules HEK293 dans des plaques 96 puits blanches
a fond transparent Costar 3903 (Corning). Auparavant, un coating au collagéne I (4mg/mL, Sigma)
a été réalisé pendant une heure, en diluant le collagene I au 1/200 dans du PBS (Gibco). Ensuite, les
cellules ont été déposées a 20 ooo par puits dans du milieu DMEM haute teneur en glucose (4,5 g/L)
avec L-glutamine stable et pyruvate de sodium (Dutscher), enrichi en sérum de bovin feetal inactivé
a10% (Gibco). Les cellules sont ensuite laissées a adhérer pendant 24 heures dans un incubateur a
37°C et 5% CO..

L’étape suivante est la transfection des cellules avec les plasmides préparés précédemment,
réalisée par le robot Biomek FX" (Beckman Coulter). Pour cela, les plaques sont décongelées et 8uL.
de chlorure de calcium (Sigma) sont ajoutés aux plasmides. Ensuite, 26pL. de BES (Sigma) sont
ajoutés goutte a goutte. Apres vingt minutes, 25uL de ce mélange sont déposés sur les cellules. Apres
quatre heures, un lavage est nécessaire pour oOter le milieu de transfection devenant toxique. Pour
cela, le milieu est aspiré, remplacé par du PBS, qui est lui-méme aspiré et remplacé par du milieu
DMEM haute teneur en glucose (4,5 g/L) sans pyruvate de sodium et rouge phénol (Sigma),
supplémenté en 10% de FBS inactivé et 1% de L-glutamine (Sigma). Les cellules sont ensuite remises
a l'incubateur pendant 24 heures pour permettre 'expression du plasmide.

L’étape suivante consiste a remplacer le milieu de culture des cellules par le tampon le plus
propice pour effectuer la lecture du signal apres ajout du substrat. Pour cela, le milieu est aspiré et
un rincage par le PBS est effectué. Ensuite, du tampon HBSS (Sigma) est ajouté. Le substrat
(coelenterazine H, Interchim) est ajouté par le robot NX" & une concentration finale de 5pM. Dans
les vingt minutes suivantes, une lecture a 37°C des signaux de bioluminescence et de fluorescence a
485 +10nm et a 535 + 12nm respectivement est effectuée sur le lecteur Victor Light (Perkin). Le BRET

ratio est ensuite calculé en suivant la formule suivante :

Fluorescence (eYFP)¢est Fluorescence (eYFP)ctrl Rluc

BRET ratio = ( ) x 1000

Bioluminescence (Rluc)test  Bioluminescence (RIUC) ctrl Rluc
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ou “test” correspond a la condition testée et co-transfectée et “ctrl Rluc” a la condition transfectée
uniquement avec le plasmide Rluc et correspondant au signal de bruit de fond (149,150). Le ratio
BRET est ensuite exprimé en unités milliBRET (mBu) avec un BRET,,, correspondant au signal
maximal mesuré et un BRET,, correspondant a 50% du BRET, ..

Comme précisé plus haut, chaque étape a été validée, répétée et controlée grace a un sous-
ensemble de cibles pour lesquelles des interactions sont connues ou non. Ainsi, nous avons vérifié
que les plaques de plasmides peuvent étre congelées et si les cellules résistent a la transfection et
aux lavages. Nous avons également évalué le taux et 'efficacité de transfection par une lecture de la
fluorescence a 535nm, apres une excitation a 485nm sur I'appareil EnVision Multimode plate reader
(Perkin Elmer). Finalement nous avons vérifié la reproductibilité et comparé a un protocole effectué
entierement a la main. L'ensemble de ces étapes de validation, entrent dans des considérations
d’amélioration continue de la qualité, en suivant les régles dictées par 'ISOgoo1, dont le laboratoire

(Plateforme de chimie biologique intégrative de Strasbourg, PCBIS, CNRS UAR3286) est certifié.

3) Résultats: un criblage a grand échelle

a) Validation technique

Le protocole de BRET a grande échelle a été mis au point et validé a chaque étape. Nous avons
pu démontrer que le test est reproductible (Figure 19). En effet, en sélectionnant certaines
séquences aléatoirement et en répétant trois fois les mesures pour leurs interactions entre elles,
nous avons constaté des coefficients de variation compris entre 1 et 22mBu et entre 0,6 et 14%. Ces
valeurs faibles sont indicatrices d’'une variabilité acceptable pour chaque condition et permettent
de s'affranchir d’effectuer des répétitions. Nous avons donc validé un protocole pour effectuer ce
criblage a grande échelle et qui pourra étre utilisé a l'avenir pour d’autres criblages. Chaque
condition criblée ne sera effectuée que dans un seul puits et ne sera répétée que si elle est

sélectionnée pour des études complémentaires.
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Figure 19 ; Reproductibilité des ratios de BRET.
Pour vérifier la reproductibilité des mesures, les mémes conditions ont été répétées trois fois pour
plusieurs séquences TM sélectionnées aléatoirement. Les barres d'erreur sont exprimées en écart-

type (SD). CV = coefficient de variation, défini par le rapport de I'écart-type a la moyenne.

N=3 pour chaque condition.
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b) L'asymétrie des valeurs

Du fait de la construction du test (64 x 64 conditions), pour chaque paire de séquences TM
deux valeurs de BRET ratio sont obtenues. En effet, pour chaque paire, il y a une valeur dans le sens
protéine A Rluc / protéine B_eYFP et une autre valeur dans le sens protéine B_Rluc / protéine
A_eYFP. Afin de déterminer si la différence entre les deux valeurs doit étre prise en considération
pour l'analyse des résultats, elle a été calculée entre les deux valeurs obtenues pour chaque
combinaison de maniere relative. Dans cette étude systématique les différences obtenues pour la
moitié (1822 valeurs, soit 44%) des interactions testées sont inférieures ou égales a 40% (Figure 20).
Seules 418 (10%) mesures ont une différence inférieure ou égale a 10%. Dans la plupart des cas, les
différences entre les deux valeurs ne sont pas négligeables. Pour la suite des analyses nous avons
sélectionné la valeur maximale obtenue, indépendamment du sens des paires transfectées, ce qui

correspond a 2080 valeurs.
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Distribution des différences de BRET, ratios
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Figure 20 : Asymétrie entre les deux valeurs de chaque paire.

Pour chaque paire de deux séquences TM différentes, deux valeurs de BRET ratio sont obtenues, car
chaque membre de la paire est couplé une fois a Rluc et une fois a eYFP. La différence relative entre
les deux valeurs est présentée et reflete 'asymétrie du systéme BRET. La distribution des différences

de valeurs en pourcentage pour chaque paire est présentée dans des intervalles de 10%.

c) Une carte d'interaction compléte et spécifique

Le criblage a grande échelle réalisé par BRET a permis d’évaluer I'interaction entre tous les
domaines TM des 58 RTKs et de six récepteurs a dépendance sélectionnés en figure 21. Ces derniers
ont été ajoutés aux RTKs sur la base d'une recherche bibliographique et sont identifiés comme des
cibles d'intérét dans de nombreuses pathologies, dont le cancer (151-153). Un total de 4096 valeurs a
ainsi pu étre obtenu avec des valeurs de BRET ratio comprises entre o et 6188mBu et correspondant
a 2080 interactions différentes. La moyenne des valeurs est de 155mBu et la médiane de 150mBu.
Cependant, comme défini précédemment, du fait de 'asymétrie du systéme, seule la valeur
maximale pour chaque paire interagissant a été conservée. Ainsi, il reste un total de 2080 valeurs

d’'interactions, avec un BRET ratio moyen de 168mBu et médian de 186mBu (Figure 22). Nous avons
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déterminé la spécificité de ce signal sur un nombre restreint de paires (soixante interactions) en
effectuant des expériences de BRET de saturation. Ainsi, dans ce test, la concentration en plasmide
Rluc est fixe (a o,75ng/mL) et la concentration de plasmide eYFP est croissante dans chaque
condition (gamme entre 0,1875 et 11,25ng/mL), correspondant a des rapports [eYFP]/[Rluc] compris
entre 0,25 et 15. Dans une premiere expérience, nous avons mesuré le BRET de saturation de FLT3-
TM avec PlexD1-TM, LMTK2-TM, EphA2-TM et LTK-TM et avons pu démontrer que les interactions
des TM de FLT3 avec PlexD1, LMTKz2 sont EphAz2 sont spécifiques (R?>0.70, courbes bleue, verte et
rouge, figure 23A). En revanche, le signal entre les TM de FLT3 et LTK est la marque d'une
interaction non spécifique (R?=0.70, courbe mauve, figure 23A). Dans une deuxieme expérience,
nous avons mesuré le BRET de saturation entre FGFR4-TM et EphA8-TM, DCC-TM, DDR2-TM et
FGFR1-TM. A nouveau, les interactions avec les TM des trois premiers partenaires correspondent a
des signaux spécifiques, alors que le signal entre les TM de FGFR4 et FGFR1 est aspécifique (Figure
23B). Cette analyse montre que seules les interactions mesurées avec un signal de BRET,, au-dela de
somBu correspondent a des interactions spécifiques. Ainsi sur I'ensemble de la matrice
d’'interactions, 463 paires présentent un signal inférieur a 5omBu (soit 22%) et correspondent a des
paires qui n'interagissent pas. Les 1617 (78%) valeurs supérieures au seuil, correspondent a des paires
de domaines transmembranaires qui interagissent spécifiquement, avec un signal compris entre 50

et 618mBu.
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TM des récepteurs a
dépendance

DCC

NEO1

NOTC3

PLXD1

TNR16

UNCs5B

TM des récepteurs a TM des récepteurs a
activité tyrosine kinase activité tyrosine kinase
ALK INSRR
CSFiR KIT
DDR1 LMTK1
DDR2 LMTK2
EGFR LMTK3
EPHA1 LTK
EPHA2 MERTK
EPHA3 MET
EPHA4 MUSK
EPHA5 NTRK1
EPHA6 NTRK2
EPHA7 NTRK3
EPHAS8 PGFRA
EPHAA PGFRB
EPHB1 PTK7
EPHB2 RET
EPHB3 RON
EPHB4 ROR1
EPHB6 ROR2
ERBB2 ROS1
ERBB3 RYK
ERBB4 STYK1
FGFR1 TIE1
FGFR2 TIE2
FGFR3 TYRO3
FGFR4 UFO
FLT3 VGFR1
IGFiR VGFR2
INSR VGFR3

Figure 21 Liste des 64 cibles du criblage BRET.

Les deux premiers tableaux présentent la liste des 58 RTKs humains et le troisieéme la liste des 6

récepteurs a dépendance humains sélectionnés pour le criblage. Parmi les RTKs, certains sont

également classés comme récepteurs a dépendance et sont identifiés avec un fond vert.
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Distribution des BRET ratios maximaux pour chaque paire
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Figure 22 : Distribution des ratios de BRETs,, en prenant le maximum pour chaque paire.
Pour les 4096 interactions BRET mesurées (64 x 64), la plus forte des valeurs de BRET,, ratio des deux
interactions obtenues (sens Rluc_A / eYFP_B et Rluc_B / eYFP_A) est conservée. La distribution de
ces valeurs de BRET ratio maximal pour chaque paire dans des intervalles de 25mBu est présentée.
La ligne rouge représente le seuil (50mBu) entre un signal considéré comme spécifique et reflétant
une interaction plus ou moins forte entre les deux séquences (barres bleues) et un signal considéré

comme non spécifique résultant du BRET de collision ou provenant du bruit de fond (barre noire).
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Figure 23 : Courbes de saturation de BRET.

Afin de vérifier que les signaux obtenus lors du criblage correspondent a des signaux spécifiques, des
courbes de saturation BRET ont été réalisées pour un certain nombre de paires.

(A) Courbes de BRET de saturation avec le plasmide Rluc_FLT3-TM et eYFP_PlexD1-TM (courbe
bleue), eYFP_LMTK2-TM (courbe verte), eYFP_EphA2-TM (courbe rouge) et eYFP_LTK-TM
(courbe rose). Le BRET ratio mesuré lors du criblage est présenté pour chaque paire dans le
tableau a droite.

(B) Courbes de BRET de saturation avec le plasmide Rluc_FGFR4-TM et eYFP_EphA8-TM
(courbe bleue), eYFP_DCC-TM (courbe verte), eYFP_DDR2-TM (courbe rouge) et
eYFP_FGFR1-TM (courbe rose). Le BRET ratio mesuré lors du criblage est présenté pour
chaque paire dans le tableau a droite.

Courbe d'ajustement non linéaire de la liaison spécifique a un site. N=2 pour chaque condition de

BRET de saturation.
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d) Uninteractome aux perspectives d'analyses trés larges

Le criblage effectué a permis d’obtenir l'interactome complet des domaines TM des RTKs et
de certains récepteurs a dépendance. Les perspectives d’analyse de cet interactome sont
nombreuses. Notre point de départ a été de s'intéresser aux dix interactions avec les signaux BRET,,
les plus forts (Figure 24). Il serait intéressant de comprendre pourquoi les BRET,, ratios sont si élevés
pour ces paires, mais également dans quelle mesure les cartes des interactions entre ces séquences
sont liées. En s'intéressant plus précisément aux cinq meilleures interactions pour les quatre
premiers TM de RTKs (FGFR4, EphA8, DDR1 et DDR2), nous pouvons constater que de nombreuses
interrelations existent dans les cartes d’interactions (Figure 25). En effet, EphA8-TM constitue un
des meilleurs interacteurs pour les trois autres TM (FGFR4, DDR1 et DDR2). De plus, TYRO3-TM fait
partie des meilleurs partenaires d’'interaction a la fois pour les TM de FGFR4, EphA8 et DDR1;
EphA5-TM pour les TM de FGFR4 et DDR2 et finalement VGFR2-TM pour les TM de DDR1 et DDRa.
Ces interrelations sont intéressantes dans la mesure ou lorsque I'un de ces récepteurs est ciblé,

d’autres peuvent bénéficier du méme ciblage.
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Interacteur TM 1 | Interacteur TM 2 | BRET ratio (mBu)
FGFR4 EphA8 618
DDR2 DDR1 516
FGFR4 FLT3 491
DDR2 DDR2 463
EGFR Notch3 452
EphB2 Notch3 451
TIE2 FLT3 447
VGFR2 Notch3 445
LMTK3 Notch3 445
MERTK Notch3 444

Figure 24 : Les dix paires avec les valeurs de ratio de BRETs, les plus fortes.

De toutes les interactions pour lesquelles un signal BRET,, a été mesuré, ce tableau présente les dix
interactions pour lesquelles le signal est le plus fort. Ainsi, la paire avec le signal le plus fort est

l'interaction entre le TM de FGFR4 et le TM d’EphA8 a 618mBu.
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Figure 25 ; Les cartes d'interaction des quatre séquences aux BRET ratios les plus élevés.

Les cartes d'interactions représentent les cinq plus fortes interactions mesurées pour les TM de
DDR1, DDR2, FGFR4 et EphAS, qui sont les séquences ayant les valeurs de BRET,, ratio les plus
élevées du criblage. Les valeurs a coté des barres indiquent la valeur de BRET,, ratio de I'interaction
représentée par les lignes noires. Le code couleur se rapporte aux séquences communes entre les

quatre cartes d'interaction.
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4) Discussion : un criblage ouvrant la voie a de nouvelles approches

thérapeutiques ?

Le domaine TM des récepteurs membranaires posséde des roles primordiaux dans leur
dimérisation et leur activation. Pour la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase ces
phénomenes ont été décrits, pour quelques membres de la famille (147,154,155). Dans le cadre de ce
projet, nous avons effectué un criblage a haut débit afin d’avoir 'image compléte des interactions de
tous les domaines TM de la famille des RTKs et de six récepteurs a dépendance entre eux. Ce criblage
a été effectué par un test de transfert d’énergie de résonnance de bioluminescence (BRET). Dans un
premier temps, nous avons mis au point un protocole assisté par robot et pour lequel chaque étape
a été validée en suivant des préceptes de gestion de la qualité ISOgoo1. Un aspect critique de la
validation technique a été de vérifier la reproductibilité de I'essai. En effet, dans le criblage, chaque
condition ne peut étre répétée qu'une seule fois pour des raisons de cotit de temps machine et de
main d’'ceuvre. En répétant plusieurs fois certaines conditions sélectionnées aléatoirement, nous
avons pu constater que la variabilité est tres faible, ne dépassant pas, dans 60% des cas, les 10% de
variabilité. Dans tous les cas, les interactions seront revérifiées pour chaque interaction faisant
'objet d'une analyse détaillée. L'analyse en BRET sera alors répétée pour I'interaction des séquences
TM, mais aussi pour les protéines entieres afin d’éliminer d’éventuels faux-positifs. Pour chaque
paire (saufles homodimeres), deux valeurs de BRET ratio sont obtenues par le criblage. En observant
la différence entre les deux valeurs, nous pouvons constater que dans seulement 10% des cas elle est
négligeable avec une différence de signal inférieure a 10%. Pour les 9o% de cas restants, cette
différence est supérieure a 10% et une certaine asymétrie des valeurs apparait. Cette asymétrie peut
survenir a cause d'une différence d’'orientation entre les deux configurations (A_Rluc — B_eYFP
versus B_Rluc — A_eYFP). La distance minimale entre les deux rapporteurs pour observer un signal
BRET est de 1onm. Dans le premier cas, lorsque A interagit avec B, les deux rapporteurs sont tres
proches et un fort signal BRET peut étre mesuré. Dans le second cas cependant, méme si B interagit
avec A, l'orientation des rapporteurs Rluc et eYFP peut étre différente et la distance entre eux peut
étre supérieure. Dans ce cas, le signal BRET mesuré est plus faible (Figure 26). Pour s’affranchir de
cette asymétrie, nous n'avons sélectionné qu'une seule valeur pour chaque paire. Pour minimiser le

risque de faux-négatifs et favoriser les interactions fortes, nous avons sélectionné la valeur maximale
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pour chaque paire. Cette sélection nous a permis d’obtenir 2080 valeurs de BRET ratio,
correspondant aux données d’interactions de 'ensemble des domaines TM des RTKs. Par la suite,
nous avons démontré la spécificité de ces valeurs et déterminé un seuil a 5omBu au-dela duquel une
interaction est considérée comme spécifique et réelle. Nous avons sélectionné deux cibles couplées
a Rluc (FLT3 et FGFR4) et pour chacune quatre interacteurs couplés a eYFP (respectivement PlexD,
LMTK2, EphA2, LTK et EphA8, DCC, DDR2, FGFR1). Pour ces paires, nous avons effectué des
expériences de BRET de saturation. Pour les paires avec un BRET ratio supérieur a 5omBu, nous
avons constaté que le signal obtenu forme une courbe hyperbolique correspondant a un signal
spécifique. Pour les paires avec un BRET ratio inférieur a 5omBu, le signal obtenu forme une droite,
caractéristique du BRET de collision qui est non spécifique. En appliquant ce seuil sur les 2080
valeurs obtenues du criblage, 22% (463 paires) ont un BRET ratio inférieur a somBu et
correspondent donc a des paires n'interagissant pas. Cette information permet de conforter la
validité de 'essai mais aussi d’appuyer la spécificité d’interaction des domaines TM dans la mesure
ou ceux-ci n'interagissent pas tous entre eux de maniére erratique. Les 78% de paires restantes ont
des BRET ratio s’échelonnant entre 50 et 618mBu, avec un maximum d’interactions (42%) comprises
entre 150 et 225mBu. Ainsi, il apparait que trois quarts des domaines TM des RTKs interagissent entre
eux, laissant percevoir de nouvelles interactions encore non décrites. Ceci est en accord avec la
vision de I'extraordinaire complexité des interactions entre RTKs qui commence a étre révélée (156).
Auregard des prédictions des motifs canoniques d’interactions (de type [G, A, S]xxx[G, A, S]) via les
segments TM, présents dans deux tiers des récepteurs bitopiques, cette complexité des interactions
dépend nécessairement de motifs et de regles d’interactions qui doivent étre élucidés.

Cette véritable carte d’interaction constitue une banque de données trés large avec de
nombreuses possibilités d’analyse et d’exploitation qui donne une réalité de terrain a confronter
avec les données d’analyses des séquences et des prédictions de structure. Le résultat de ce criblage
systématique peut étre mis a disposition de la communauté scientifique et peut servir pour de
nombreuses études, a 'image de celui effectué par I'équipe de D. Schneider en 2009. Ils avaient
analysé I'ensemble des homodimeres des segments TM au sein de la famille des RTKs par un test
ToxCAT et ont effectué une classification des paires en fonction de la probabilité d’interaction (148).
En comparant leurs résultats avec les notres, nous pouvons constater une similarité. En effet, ils

indiquent que les deux plus forts homodimeres sont ceux des récepteurs DDR2 et DDR1. Dans notre
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cas, nous observons les mémes résultats (homodimeére DDR2 : 463mBu, homodimére DDR1 :
406mBu). Au contraire, la paire avec le plus faible signal est FGFR1 dans les deux criblages (en BRET
: gmBu). Certaines différences peuvent toutefois étre notées. Ainsi, 'homodimere TIE1 est classé
quatrieme dans l'article de 2009, mais possede un des signaux BRET les plus faibles dans notre cas
(13mBu). Les différences existantes peuvent s’expliquer par la différence de méthode, effectuée dans
une membrane bactérienne dans un cas et humaine dans le notre. Un second niveau d’analyse que
nous avons effectué est 'étude des paires avec les BRET ratios les plus forts, constituant des « super-
interacteurs ». En observant les quatre RTKs des deux paires avec les BRET ratios les plus élevés
(FGFR4 — EphA8 et DDR2 — DDR1) et en construisant les cartes d’'interaction de ces quatre RTKs,
nous pouvons remarquer de nombreuses interrelations. Ainsi, certains partenaires avec les plus forts
BRET ratio de ces quatre RTKs sont communs, a I'image d’'EphA8 et TYRO3 par exemple. Ces
données ouvrent des perspectives de conception de composés ciblant plusieurs RTKs a la fois, qui
pourraient ainsi pallier aux problémes de perte d’efficacité des inhibiteurs actuels de RTKs en lien
avec les phénomeénes de redondance/compensation des voies de signalisation (157,158). Un
troisiéme niveau d’analyse de l'interactome obtenu s’appuie sur la détermination d'un certain
nombre de corrélations comme celle entre le ratio BRET et la présence de motifs d’interaction
connus ([G, A, S]xxx[G, A, S], leucine/glycine zipper), la corrélation entre le ratio BRET et la valeur
de BSA et la corrélation entre le ratio BRET et la similarité des séquences. Finalement, en s'appuyant
sur ces analyses et sur l'utilisation d’outils d’apprentissage automatique (machine learning), un
travail de décryptage du code des interactions au sein de cette famille est démarré dans le cadre
d’une collaboration avec le laboratoire de Chémogénomique et Chimie Médicinale du Dr. Rognan.
Les analyses non supervisées menées permettront de comprendre quelles sont les séquences et les
acides aminés régulant les interactions en intégrant les motifs connus et en identifiant de nouvelles
interfaces. De plus, ces outils informatiques permettront de prédire des séquences peptidiques
synthétiques, interagissant avec n'importe quelle cible choisie. La génération de ce type de peptides
ouvre la voie a la création d'une librairie virtuelle de nouveaux composés avec une potentielle
activité thérapeutique.

Pour conclure, dans le cadre de ce projet, nous avons congu et validé un protocole de BRET
automatisé et reproductible, permettant de mesurer les interactions spécifiques entre n’importe

quelles protéines. Nous avons effectué un criblage pour les interactions de I'ensemble des séquences
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TM des 58 RTKs humains et de six récepteurs a dépendance. L'interactome complet de ces
interactions est disponible et permet d’ouvrir la voie pour la conception de composés spécifiques de

plusieurs cibles.

Figure 26 : Test de BRET et problémes d'orientation.

A Protéine A Protéine B Protéine A Protéine B

Coelenterazine H Coelenterazine H

B Protéine A Protéine B

Coelenterazine H

(A) Le test BRET fait intervenir deux rapporteurs qui, lorsqu’ils sont a proximité, permettent un
transfert d'énergie de résonnance du donneur (Rluc) (lui-méme excité par I'ajout du substrat,
la coelenterazine H), vers l'accepteur (eYFP) qui va émettre un signal quantifiable. Les
rapporteurs sont couplés a des protéines pour lesquelles une interaction est étudiée.

(B) Lorsque l'orientation des deux rapporteurs est mauvaise, le transfert d’énergie est moins
efficace, induisant un signal plus faible voire absent, alors que les protéines auxquelles les
rapporteurs sont liés interagissent.

(Figure réalisée sur Biorender.com.)
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Discussion

Le domaine transmembranaire a de plus en plus attiré I'attention ces derniéres années, en
passant d'une simple fonction d’ancrage a un véritable role-clef dans la machinerie cellulaire aux
yeux des chercheurs. Il est non seulement impliqué dans l'oligomérisation des sous-unités des
récepteurs ou des co-récepteurs entre eux, mais également dans la transduction du signal recu par
le récepteur. Par conséquent, le domaine TM peut étre a l'origine de nombreuses pathologies
notamment lorsque des mutations surviennent dans sa séquence. Mais il constitue également une
cible thérapeutique avec des applications nombreuses et variées.

Dans le cadre de ce projet, l'intérét s'est porté sur deux plateformes de récepteurs
membranaires pour lesquelles les implications du domaine TM ne sont pas encore décrites. La
premiere est la plateforme du récepteur NgR, qui fait intervenir quatre co-récepteurs (AMIGO3,
LINGO1, p75NTR et TROY) formant des complexes avec NgR, dans le but de réguler le
développement cérébral. La deuxieme est la plateforme du récepteur de linterleukine anti-
inflammatoire IL-10, constituée de deux sous-unités formant un hétéro-tétramere. Finalement, les
résultats obtenus démontrent une implication plus ou moins importante du domaine TM dans
l'activation de ces plateformes, ce qui nous a encouragés a vouloir étendre nos connaissances sur
I'importance de ce domaine dans l'activation du plus grand nombre de récepteurs membranaires.
Ainsi, nous avons élaboré une stratégie d’étude systématique des interactions entre domaines TM,

en particulier pour les récepteurs a activité tyrosine kinase.

I.  Approches méthodologiques communes

Pour I'ensemble des projets présentés dans cette thése, un flux de travail similaire a été utilisé.
Pour I'étude des récepteurs AMIGO3 et IL-10R, la premiére étape de modélisation in silico a été suivie
d'une étape de validation biologique par BRET. Cette derniére a été utilisée a grande échelle pour le

projet de systématisation des interactions entre domaines TM des RTKs.
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1) La modélisation in silico des interactions TM

Pour l'étude d'une plateforme de récepteurs, la premiére étape consiste a analyser les
interactions entre les domaines TM des sous-unités du récepteur et des co-récepteurs en utilisant
des logiciels de simulation in silico. Le premier logiciel que nous utilisons est PREDDIMER,
permettant de prédire les structures tridimensionnelles et les interactions entre les hélices a. Le
logiciel calcule un score (Fscor) permettant de prédire sil'interaction est plus ou moins probable. Les
travaux d’analyse d'une centaine de segments TM du laboratoire nous ont permis de définir de
maniere empirique un Fscor de 2,6 comme étant un seuil au-dela duquel toutes les simulations
évaluées se sont traduites a ce jour par l'existence d’interactions biologiques démontrées au moins
in vitro. Pour le projet AMIGO3, 'ensemble des interactions entre les TM des récepteurs AMIGO3,
LINGOs, p75NTR et TROY donnent des scores supérieurs a 2,6, indiquant des interactions probables.
Celles-ci ont ensuite pu étre confirmées par BRET, indiquant une bonne transposition biologique
des résultats in silico. Cependant, pour le projet IL-10R, les résultats sont plus incertains. En effet,
malgré des Fscor inférieurs ou égaux a 2,6, des interactions ont pu étre mesurées par BRET (en
particulier pour 'homodimeére IL-10Rp, indiqué avec un Fscor de 2,2 pour un BRET,,.x de 156mBu).
Résumer l'existence d'une interaction au simple calcul du Fscor parait donc compromis. Certaines
limitations techniques de PREDDIMER peuvent induire des erreurs et expliquer en partie les
divergences. En effet, lorsque le logiciel prédit des hélices a, il I'effectue dans le vide, sans tenir
compte des parametres membranaires et de 'environnement lipidique. Les lipides présents dans la
membrane interagissent avec les segments TM et peuvent fortement impacter les interactions entre
segments TM (59). La présence de cholestérol impacte également les interactions, dans la mesure
ou sa concentration influe sur I'épaisseur de la membrane (97). De plus, PREDDIMER génére des
hélices parfaites, alors que dans certains cas elles peuvent avoir des courbures, notamment a cause
de la présence de certains acides aminés, comme la proline (159). En conséquence, des collisions
entre atomes et hélices sont observées dans certains modéles, avec des distorsions et des
configurations sans valeur biologique (87). Une solution pour palier a ces probléemes serait de
corriger les résultats par des méthodes supervisées ou de tester d’autres logiciels de prédiction des
interactions et de comparer avec les résultats obtenus par PREDDIMER.

La nature des motifs d'interactions TM est également un élément crucial pour le controle des

interactions entre domaines TM. Un second logiciel que nous utilisons en routine est le logiciel
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PDBePISA qui permet, a partir des modeles générés par PREDDIMER, de calculer I'enfouissement
des acides aminés et de prédire les interactions hydrogéne entre les deux séquences (92). De cette
maniere, nous avons la possibilité de déterminer les acides aminés impliqués dans l'interaction.
Pour le projet AMIGO3, nous avons constaté la présence d'un motif classique de type GxxxG, bien
connu comme facilitant l'interaction entre deux séquences (68,69). De maniere intéressante, le
motif d’interaction d’AMIGO3 présente des variations en fonction des segments TM en interaction.
Le motif dhomodimérisation fait intervenir la cystéine 391 et les glycines 390 et 394. Ce méme motif
est retrouvé pour I'hétéro-interaction avec le segment TM de TROY. Pour 'hétéro-interaction avec
le segment TM de p75NTR, la cystéine 391 n’est cependant pas impliquée et est remplacée par la
thréonine 387. Enfin, 'hétéro-interaction avec le segment TM de LINGO1 fait intervenir les glycines,
la thréonine 387 et une valine en position 398. Ces différences permettent de spéculer sur une
certaine spécificité de ces motifs d’'interaction. Ainsi au-dela de I'existence de motifs structuraux de
type GxxxG favorisant le rapprochement des hélices c’est I'ensemble des acides aminés du TM qui
définit la nature des interactions. D’ailleurs, dans le cas de I'IL-10R nous n’avons pas identifié de
motifs canoniques alors que 'analyse en BRET montre I'existence d’interactions TM spécifiques.
Ceci implique que des motifs alternatifs existent dans le TM et qu'ils peuvent engendrer des
interactions spécifiques avec une conséquence biologique. Le travail d’analyse mené actuellement
sur le criblage effectué par BRET sur les interactions des segments TM des RTKs devrait permettre
d’'identifier ces interfaces d’interactions et contribuer a la hiérarchisation des interactions entre

domaines TM.

2) Lavalidation biologique par BRET

Les résultats de modélisation prédits doivent étre validés biologiquement. Dans cette optique,
nous avons mis en place une véritable plateforme de criblage par BRET. Pour cela, nous avons concu,
validé et vérifié un protocole automatisé. L’automatisation permet non seulement un gain de temps
et de main d’ceuvre, mais elle permet également d’augmenter au maximum la reproductibilité. Les
résultats montrent ainsi moins de 15% de variation entre deux mesures d'une méme interaction.
Pour encore mieux controler la reproductibilité des expériences, nous avons déposé sur chaque
plaque les mémes controles positifs et négatifs de manipulation. Cette approche a permis

d’apprécier la variabilité entre les plaques, qui reste toujours inférieure a 15% pour les controles
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positifs. Finalement, chaque étape automatisée du protocole a été validée en comparant les résultats
avec des manipulations controles faites a la main. Au-dela de I'aspect purement technique, le choix
de la méthode repose sur plusieurs arguments. Le premier est la possibilité de réaliser le criblage
dans un systéeme humanisé (cellules humaines HEK293), contrairement aux méthodes ToxCAT ou
BACTH réalisées dans des bactéries. De cette maniére, le test se rapproche autant que possible de la
réalité biologique, notamment concernant la composition lipidique des membranes, profondément
différente dans les bactéries (6). Un autre argument concerne la méthode de détection BRET,
permettant de limiter le photoblanchiment et I'autofluorescence observés dans des tests de FRET.
En effet, dans la mesure ol le BRET ne nécessite pas d’excitation extrinséque par une source de
lumiere, ces deux phénomeénes sont limités (160,161). Pour la méme raison, le bruit de fond est
nettement inférieur au FRET (ratio signal/bruit dix fois supérieur), et permet d’augmenter la
sensibilité. Le BRET est également deux a trois fois plus sensible que les méthodes de luciférase
fractionnée (161). Le BRET permet également de vérifier la spécificité d’'une interaction, par deux
méthodes, la compétition et la saturation. Pour la premiere, une diminution de signal est observée
apres 'ajout d'un interacteur non marqué. Pour la seconde, la concentration du premier rapporteur
est stable, tandis que celle du second est augmentée. Lorsque la courbe obtenue est de forme
hyperbolique, le signal peut étre considéré comme spécifique. Si la courbe obtenue est une droite,
alors le signal correspond a un signal non spécifique de BRET dit de collision, résultant des
interactions passives au sein d'une membrane saturée en protéines marquées. Finalement, la
méthode a déja pu faire ses preuves dans d’autres projets, notamment dans I'équipe de S. Morisset-
Lopez, qui a travaillé sur les interactions de LINGO1 (149).

Comme toute méthode, le BRET présente également certains inconvénients. Le premier est
lié a la transfection, car comme il s’agit d'une double transfection, si I'un ou I'autre des rapporteurs
est moins bien transfecté et/ou exprimé que I'autre, une modification du signal peut étre observée.
Pour pallier ce probleme, nous avons testé les meilleures concentrations de plasmide Rluc et eYFP
pour obtenir un résultat reproductible. Il est aussi tres important de transfecter toujours le méme
nombre de cellules, en réduisant au maximum leur nombre. Pour vérifier le taux de transfection en
plasmide eYFP, nous avons effectué une mesure de fluorescence apres excitation a la longueur
d’onde adéquate. Un autre parametre pouvant influencer le signal est la présence de substances

fluorescentes ou colorées, raison pour laquelle nous avons supprimé le rouge phénol. Dans notre
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cas, un probléme qui peut apparaitre et diminuer le signal est I'expression endogene par les cellules
des récepteurs testés. Par un phénomene de compétition, une diminution du signal peut étre
observée. Il faudrait pour cela mesurer I'expression de cette protéine au niveau transcriptomique
(par RTQPCR par exemple) ou au niveau protéique (par Western-blot par exemple). Un autre
parameétre pouvant fausser le signal est 'absence de ligand, pour la mesure des interactions pour les
protéines entieres. En effet, certains récepteurs, notamment les RTKs, dimérisent surtout apres
fixation du ligand (142). Dans ce cas il risque donc aussi d'y avoir une sous-estimation des signaux. Il
serait donc intéressant de mesurer les sighaux en présence des ligands, c’est-a-dire les MAIs pour les
interactions comprenant AMIGO3 et l'interleukine-10 pour I'lL-10R. Nous avons en outre, effectué
des expériences pour mesurer l'interaction entre la protéine entiere et le segment TM. Pour le projet
AMIGO3, ces expériences ont permis d’obtenir des résultats similaires a ceux obtenus pour les
interactions des protéines entiéres, indiquant ainsi une implication du domaine TM dans cette
interaction. Pour le récepteur de I'IL-10, des signaux ont également pu étre obtenus pour les
interactions des sous-unités entiéres avec leurs équivalents TM. Cependant, par rapport aux
interactions protéine entiére — protéine entiére et TM — TM, les signaux sont beaucoup plus faibles
(jusqu'a -77%) et avec une variabilité plus importante (jusqu'a 85%). Une explication de ce
probléme réside dans la différence de taille entre les deux protéines, augmentant ainsi la distance
entre les deux rapporteurs. Dans tous les cas, le test de BRET nécessite une distance minimale de
l'ordre de 10 nm entres les deux protéines. Un éloignement plus important provenant d’'une
différence de taille des protéines peut influencer la mesure du signal. En revanche, il ne faut pas
exclure I'existence de faux positifs dus a une proximité trop importante sans véritable interaction.
Le test de BRET doit donc étre vu comme un test de premiére intention rapide et sensible qui doit
ensuite s’enrichir d’approches complémentaires comme des essais de co-immunoprécipitation qui

peuvent venir renforcer la démonstration des interactions identifiées.
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Il. La plateforme du récepteur impliquant AMIGO3 : inhiber une

inhibition ?

AMIGO3 est un récepteur peu décrit, faisant partie de la plateforme du récepteur NgR et des
inhibiteurs associés a la myéline, au méme titre que LINGO1, p75NTR et TROY (127). Il est impliqué
dans I'inhibition du développement axonal et de la myélinisation (126). La plateforme de récepteurs
a été ciblée récemment par un anticorps dirigé contre LINGO1 (opicinumab) dans le cadre de la prise
en charge de la sclérose en plaques. Cependant, les essais cliniques ne montraient pas d’amélioration
de T'état clinique des sujets (128). L'objectif était pourtant d’inhiber l'activation de la voie de
signalisation RhoA, dans le but de favoriser la migration et la différenciation des oligodendrocytes
pour permettre la remyélinisation et encourager la régénération axonale (162). Une explication de
I'échec de cet anticorps est la redondance d’activation de la voie de signalisation, dans la mesure ou
AMIGO3 peut remplacer LINGO1 et compenser sa fonction (162). De plus, 'expression ’AMIGO3
est plus précoce que celle de LINGO1 dans un modéle de 1ésions du systéme nerveux central (127).
Cibler AMIGO3 semble donc étre une stratégie prometteuse avec un inhibiteur ¢’ AMIGO3 seul ou
en association avec I'anticorps anti-LINGO1 pour contrecarrer les mécanismes de résistance dans la
SEP. Ceci constituerait ainsi un nouveau type de traitement pour cette pathologie incurable. En
effet, tous les traitements actuellement disponibles ne ciblent que la composante immunitaire pour
limiter les atteintes lors des poussées. Aucun traitement ne permet de rétablir des systemes de

réparation efficaces et les patients accumulent des handicaps au fil des années (163).
1) L'implication du domaine TM d'AMIGO3

Dans un premier temps, nous avons déterminé sile domaine TM d’AMIGOg3 est effectivement
impliqué dansI'oligomérisation et I'activation de cette plateforme de récepteurs. Dans cette optique,
nous avons utilisé les outils de simulation (PREDDIMER et PDBePISA) et les outils biologiques de
validation (BRET). Les résultats obtenus montrent l'intérét de l'approche avec une bonne
corrélation entre les données de simulation et la réalité biologique. La spécificité a été confirmée en
mesurant l'interaction du récepteur AMIGO3 avec des segments TM de récepteurs non reliés
(PDGFRa et GABA;) ou des segments TM d’AMIGO3 mutés. 1l serait intéressant de répéter cette

expérience en ajoutant un ligand du récepteur, pour observer la dynamique en présence de celui-ci.
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Il faudrait également pouvoir vérifier I'interaction ¢’ AMIGO3 avec NgR. Ce dernier ne possédant pas
de domaine intracellulaire, d’autres méthodes devront étre utilisées, comme le marquage de
proximité en couplant AMIGO3 a 'enzyme de marquage. Pour valider les interactions d’AMIGOs3,
des expériences de co-immunoprécipitation devront également étre réalisées. Les travaux menés
ont cependant permis d’identifier les acides aminés impliqués dans I'interaction avec en particulier
'existence d'un motif GxxxG dans le domaine TM d’AMIGO3. Ce type de motif a été décrit
précédemment comme induisant la dimérisation de séquences TM (6,119). Pour concevoir les
mutants, nous nous sommes focalisés sur les acides aminés de ce motif, en mutant la cystéine en
position 391 et les deux glycines en 390 et 394. Ces mutations ont effectivement permis d’obtenir des
séquences perdant leur capacité d’interaction. Il serait intéressant de déterminer la séquence
minimale requise pour garder une interaction, notamment dans des perspectives de conception de

peptides brevetables.

2) AMIGO3, une cible thérapeutique ?

Apres avoir démontré l'implication du domaine TM dans l'activation de la voie de
signalisation sous-jacente, nous avons voulu évaluer I'effet d'une inhibition passant par ce domaine.
Pour cela, nous avons con¢u un peptide mimant la séquence TM d’AMIGO3 pour inhiber
l'oligomérisation du récepteur, a 'image des peptides du laboratoire ciblant NRP1 et plexine-A1
(16,122). En BRET, I'ajout de MTP-AMIGO3 réduit la formation des dimeres d’AMIGO3 avec lui-
méme et les autres récepteurs de la plateforme. Cet effet est également observé par proximity ligation
assay. Afin de vérifier si ces interactions se traduisent par des effets fonctionnels, nous avons évalué
l'effet du peptide sur la migration de précurseurs d’oligodendrocytes (OPC) en présence du ligand
Nogo-A. Pour cela nous avons utilisé un systeme xCELLigence permettant de suivre en temps réel et
de maniére automatisée la migration de ces cellules. Les résultats sont encourageants puisque, en
présence d’une faible quantité de peptide (10"M), la migration est rétablie. Dans un modéle ex vivo
de tranches organotypiques exposées a la substance démyélinisante L-a-lysophosphatidylcholine
(LPC), le peptide permet de protéger les oligodendrocytes de I'apoptose, quel que soit leur état de
différenciation. Il serait intéressant de vérifier si le peptide impacte directement la formation de la
myéline en utilisant par exemple des nanofibres de polystyréne recouvertes de substances

attractrices (comme le PDGF), sur lesquelles des oligodendrocytes peuvent construire une gaine de
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myéline (164). En ajoutant des inhibiteurs de myéline et le peptide MTP-AMIGO3 il serait alors
possible de déterminer précisément le mode d’action du peptide dont nous considérons aujourd’hui
l'effet bénéfique a travers une potentielle augmentation du contenu en myéline chez les animaux
traités. Il faut envisager la possibilité d'un effet indirect par une modulation de I'activité microgliale.
En effet, ces cellules sont fortement impliquées dans la physiopathologie de la SEP. Dans les 1ésions,
elles sécretent des cytokines pro-inflammatoires et sont responsables d'un stress oxydatif induisant
notamment la mort des oligodendrocytes matures (165,166). Cependant, elles sont également
responsables de la phagocytose des débris de myéline, facilitant la migration et la différenciation
des oligodendrocytes, essentielles pour la remyélinisation (165,166). Ces différences résultent des
différentes polarisations que peut adopter la microglie (167). De maniére intéressante, il a été
démontré que les cellules microgliales expriment le récepteur AMIGO3 sans que sa fonction précise
ne soit connue dans ce cas (162). En modulant son activation, le peptide MTP-AMIGO3 pourrait
influencer les fonctions inflammatoires des cellules microgliales. Il serait donc intéressant de tester
le peptide a la fois sur des lignées cellulaires de microglie (BV-2 par exemple) et des cellules
primaires pour déterminer son activité sur ces cellules.

Les résultats in vitro nous ont encouragés a tester I'effet du peptide MTP-AMIGO3 in vivo. De
nombreux modéles animaux de SEP existent pour mimer cette pathologie et ses différentes formes.
Ils permettent d’étudier a la fois les mécanismes physiopathologiques de la SEP mais également de
mettre au point de nouveaux composés thérapeutiques. Ils comprennent des modéles de
démyélinisation toxique reposant sur l'utilisation de substances induisant la mort des
oligodendrocytes (bromure d’éthidium, cuprizone, LPC) et qui permettent d’étudier la SEP sans
I'implication du systéme immunitaire. Il existe aussi des modeles viraux en infectant les animaux
avec des virus responsables d’encéphalomyélites démyélinisantes et des modéles spontanés
transgéniques, permettant d’induire la pathologie sans injecter de composant cérébral. Finalement
les modeéles les plus utilisés sont les modeles d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale
(EAE) (168). Ces derniers sont a l'origine de certains médicaments disponibles sur le marché, a
I'image du natalizumab, de 'acétate de glatirameére et du fingolimod (168,169). L'EAE est obtenue en
inoculant a des animaux un antigene de la myéline, le plus souvent la protéolipide protéine de la
myéline (PLP) ou la glycoprotéine de la myéline et des oligodendrocytes (MOG), associé a I'adjuvant

complet de Freund (CFA) (169). Dans notre cas, nous avons opté pour l'antigéne PLP, permettant
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d'induire une pathologie comparable a la forme majoritaire de la SEP, la forme récurrente-
rémittente. Nous avons traité les animaux de maniere préventive, dés le deuxiéme jour post-
immunisation, avant I'apparition de symptomes. Les animaux traités avec 5oug/kg de peptide MTP-
AMIGOgs, présentaient une pathologie moins grave, avec des scores cliniques moins élevés que les
animaux contrdles. Pour investiguer le fait que ces effets ne sont pas médiés par une réponse anti-
inflammatoire et bien par un effet en faveur de la remyélinisation, nous avons évalué le statut
inflammatoire des animaux. Nous avons prélevé le sang au pic des symptomes et quantifié la
sécrétion de l'interleukine-6. Cette cytokine fait partie des marqueurs distinctifs de I'inflammation
dans la SEP (170). L’absence de modification de son taux sanguin dans les animaux, nous permet
d’écarter un effet anti-inflammatoire du peptide. Des analyses complémentaires des marqueurs de
lI'inflammation, notamment par profilage cytokinique devront étre réalisées lors de la prochaine
expérience, afin d’éliminer avec plus de certitude un effet sur I'inflammation. Pour vérifier I'effet du
peptide sur I'état de myélinisation des axones des animaux, des colorations, notamment au bleu
luxol rapide, devront étre réalisées sur des coupes de cerveau et de moelle épiniere. Une autre
possibilité d’évaluer I'état de la myéline est de réaliser des photographies en microscopie
électronique afin de pouvoir calculer le g-ratio. Ce ratio est obtenu en divisant le diameétre interne
d’'un axone par son diametre externe. Une valeur optimale théorique se situe a 0,6 dans le cerveau,
alors qu'une démyélinisation induit une augmentation de cette valeur (171). De maniere
intéressante, une remyélinisation peut étre observée grace a ce ratio car la « nouvelle » myéline est
généralement moins épaisse, induisant une augmentation du g-ratio (172). Les résultats prometteurs
obtenus dans cet essai in vivo doivent cependant étre répétés. D'une part dans un modeéle différent,
comme le modele EAE MOG, mimant pour sa part la phase progressive de la SEP. Dans ce cas,
'absence de période de rémission permet de mieux évaluer 'effet du peptide a long terme. D’autre
part, le peptide doit étre testé en association avec des traitements existants, comme le fingolimod
ou avec l'anticorps ciblant LINGO1, afin d’observer une éventuelle synergie des traitements
permettant d’améliorer I'efficacité. Méme si des effets ont été observés ici et méme sile modele EAE
a déja permis le transfert de composés des animaux vers 'Homme, le modele reste limité avec de
nombreuses différences avec la pathologie humaine. En effet, le mode d’'induction de la pathologie
est tres différent. Dans 'EAE, les animaux sont immunisés par un antigene connu, alors que dans la

SEP l'élément déclencheur n’est pas connu. De telles différences peuvent fondamentalement
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changer la réponse immunitaire de 'organisme (169,173). Concernant les lésions, elles présentent
aussi des différences entre les deux pathologies. Dans I'EAE, les lésions sont majoritairement
localisées dans la moelle épiniére, contrairement a la SEP ou le cerveau est plus touché. De plus,
I'EAE active préférentiellement les lymphocytes T CD4’, alors que dans la SEP une activation globale
des lymphocytes T CD4’, T CD8" et B est observée (169,173). Un dernier point a éclaircir est le mode
de traitement. Dans notre cas, le traitement est administré de maniére préventive avant 'apparition
d’'une poussée. Il faudrait évaluer I'effet du peptide en curatif, en 'administrant lors de la poussée.
Les expériences menées avec le peptide AMIGO3 ont permis de démontrer I'implication du
domaine TM dans I'oligomérisation du récepteur. De plus, ce domaine s’est révélé comme une cible
thérapeutique dans la SEP. En effet, MTP-AMIGO3 est capable d’inhiber l'activation de la
signalisation, permettant en conséquence un rétablissement de la migration et de la différenciation
des oligodendrocytes a l'origine d’'une remyélinisation. Finalement, en testant le peptide sur des
souris, une ameélioration de leur score clinique a été obtenue, sans observer néanmoins de
suppression complete de la maladie. L’apparition des symptomes est dans ce cas, due a I'activation
du systéme immunitaire. En associant MTP-AMIGO3 avec un traitement ciblant la composante
inflammatoire, un effet additif pourrait étre observé sur le score clinique. Les traitements
disponibles actuellement sont cependant associés a des effets secondaires. Dans ce contexte,
concevoir un MTP anti-inflammatoire apparait comme une opportunité. En effet, les travaux du
laboratoire ont démontré que des peptides de ce type ne s'accompagnent pas d’effets indésirables
(117,120). Nous nous sommes donc intéressés a une plateforme de récepteur impliquée dans
I'inflammation de la SEP. Notre attention s’est portée sur le récepteur de I'interleukine-10 dans le but

de le réactiver en ciblant son domaine TM (174,175).
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ll. Le récepteur de l'interleukine-10, un ciblage difficile

1) L'implication du domaine transmembranaire dans |'cligomérisation

du récepteur

L'organisation des domaines extracellulaires des sous-unités du récepteur de I'L-10 est bien
décrite et a pu étre observée par cryomicroscopie électronique (131). Concernant le domaine TM
cependant, la question reste ouverte et son implication dans I'oligomérisation des sous-unités n’a
pas encore été décrite. Cette analyse revét une importance particuliere en raison de I'absence de
motif canonique de dimérisation dans les séquences TM des deux sous-unités. En utilisant le schéma
classique de modélisation in silico suivie d’'une validation par BRET, nous avons éclairé ce point. La
modélisation prédit des interactions entre les domaines TM du récepteur, mais avec des scores
faibles, égaux ou inférieurs a notre seuil de 2,6. Les résultats indiquent également, que TM-IL-10Ra
peut former des homodimeres et des hétérodimeres en utilisant une interface similaire a 60%. TM-
IL-10R@ au contraire, possederait deux interfaces. D’apres ces résultats, TM-IL-10Ra ne pourrait
interagir qu'avec un interacteur a la fois, alors que TM-IL-10Rf pourrait former deux interactions a
la fois. Ces résultats sont en accord avec les interactions des domaines extracellulaires : IL-10R«
forme exclusivement des dimeéres avec IL-10Rp, alors que ce dernier peut aussi former des dimeres
avec d’autres sous-unités (IL-2o0Ra, IL-22R et IL-28R) (130). Pour vérifier ces résultats, nous avons
effectué des expériences de BRET dans lesquels la protéine entiere IL-10Ra forme préférentiellement
et spécifiquement des hétérodimeéres avec la protéine entiere IL-10Rp, ce qui correspond a nouveau
aux résultats de Cryo-EM. IL-10RB cependant, ne semble pas interagir avec IL-10Ra, probablement a
cause d’'une mauvaise orientation des rapporteurs BRET ou un encombrement stérique empéchant
le rapprochement entre les deux sous-unités. Enfin, IL-10R interagit fortement et spécifiquement
avec lui-méme, ce qui pourrait correspondre a une réalité biologique dans la mesure ou un
homodimeére IL-10R a été indiqué comme possédant des activités biologiques médiées par I'L-22
(176). Dans un deuxieme temps, nous avons évalué les interactions des domaines TM entre eux et
avons pu constater que 'ensemble des segments TM interagissent entre eux de maniére spécifique
et avec des valeurs similaires. Finalement, pour vérifier si le domaine TM est impliqué dans

I'interaction des sous-unités entre elles, nous avons mesuré I'interaction d’'une protéine entiére avec
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le seul segment TM. D’apres ces résultats, les segments TM interagissent bien avec les sous-unités
entieres, avec la sous-unité IL-10Ra formant a nouveau préférentiellement des hétérodimeres et la
sous-unité IL-10Rp des homodimeéres. Cependant, les résultats obtenus pour cette derniére
expérience sont 70% plus faibles que pour les interactions entre protéines entieres. Cette différence
peut s’expliquer par la différence de taille entre les deux protéines, entrainant un éloignement des
rapporteurs de BRET. Dans un second temps, nous avons identifié les acides aminés impliqués dans
les interactions, grace au logiciel PDBePISA. De maniére intéressante, aucun motif classique de
dimérisation ([G, A ou S xxx G, A ou S|, leucine zipper, glycine zipper) n'a été identifié. Les acides
aminés identifiés comme essentiels dans la séquence TM dIL-10Ra pour ses interactions
comprennent notamment L, 5, G,;, et L,;s. Pour la séquence TM d’IL-10RB, seule la sérine en position
230 est commune pour les deux interfaces d’interaction. Pour vérifier I'implication des acides
aminés identifiés au niveau biologique, nous avons généré des séquences comprenant une a trois
mutations et mesuré leurs interactions en BRET. Une seule mutation (L248G) sur le segment TM
d'IL-10Ra s’est accompagnée d'une perte significative d’intensité de signal BRET de 25%. Il faudrait
mener une étude complémentaire avec des mutations systématiques (simple, double ou triple) sur
l'intégralité de la séquence TM pour identifier avec précision les acides aminés définissant
I'ensemble de linterface d'interaction. Il serait aussi intéressant de tester l'interaction entre
protéines entieres ayant des domaines TM mutés ou en les remplacant par celui d'une autre
protéine, non reliée. Finalement, une derniere explication sur la complexité a identifier un motif
d’'interaction peut étre fournie par les travaux de 'équipe d’Eisenhaber et collaborateurs, qui a
développé un logiciel (TransMembrane helix: Simple Or Complex, TMSOC) permettant de
discriminer les séquences TM dites « simples » et « complexes ». Tandis que les premiéres ne
semblent posséder que des roles d’ancrage a la membrane et provenant d'une convergence
évolutive, les TM complexes possedent des roles structuraux et fonctionnels plus marqués (177).
Nous avons vérifié dans quelles catégories rentrent les séquences TM de I'IL-10R. Les séquences
murines des deux sous-unités sur lesquelles nous avons travaillé rentrent dans la catégorie
« simple », alors que les séquences humaines rentrent dans la catégorie « complexe ». Nous avons
travaillé sur les séquences murines afin de pouvoir mieux tester les peptides in vitro et in vivo, mais

auvu de ces informations, I'ensemble des expériences devra étre répété sur les séquences humaines.
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Pour résumer, les données de prédiction in silico et biologiques de BRET indiquent que le
domaine TM des sous-unités du récepteur IL-10R est impliqué dans l'oligomérisation. Des
expériences supplémentaires seront nécessaires pour mieux caractériser a la fois le mode
d'implication et mieux identifier les motifs d'interaction. Des expériences de co-
immunoprécipitation permettraient de renforcer les résultats. Pour étudier I'implication du
segment TM dans l'activation du récepteur, nous avons concu des peptides mimant les domaines
TM des deux sous-unités. Ceux-ci devront étre testés en BRET afin d’'observer un effet sur
I'interaction des sous-unités entiéres entre elles. En PLA cependant, nous avons pu observer une
diminution des hétérodimeres IL-10Ra / IL-10Rp, en présence du peptide reprenant la séquence de
la sous-unité IL-10R. Il sera important d’évaluer I'effet de ces peptides sur la formation des dimeres

en présence du ligand IL-10 et sur la formation d’homodimeres.

2) Lerécepteur de l'interleukine-10, des attentes et des échecs

Les peptides concus et mimant les séquences des sous-unités du récepteur ont pour objectif
de moduler l'activation du récepteur et de sa voie de signalisation sous-jacente. Ces peptides
s'inscrivent dans une stratégie de ciblage de I'lL-10 décrite depuis de nombreuses années mais
n’ayant abouti a aucun composé sur le marché. Au vu de la pléiotropie des effets liés a cette cytokine,
elle est impliquée dans de nombreuses pathologies. Des dérégulations de I'expression d’IL-10
induisent des pathologies auto-immunes et inflammatoires séveres, comme les maladies
inflammatoires chroniques de lintestin (MICI: maladie de Crohn, rectocolite ulcéro-
hémorragique), 'asthme, le lupus érythémateux disséminé (LED), la sclérose en plaques (SEP), le
psoriasis et la polyarthrite rhumatoide (PR) (130,178-181). Cependant, en fonction de la pathologie,
les niveaux d'IL-10 sont augmentés ou diminués chez les patients. Ainsi, dans le LED, une
augmentation des taux d'IL-10 induite par des lymphocytes B aberrants est observée. Dans ce cas, ce
sont des anticorps neutralisants qui ont été testés, notamment le BTo63, jusqu’en étude clinique de
phase II (NCToz2554019) qui a montré une faible amélioration de la maladie, associée a des effets
indésirables (130,182). Au contraire, des souris déficientes en IL-10 développent des affections
semblables aux MICI, en particulier la maladie de Crohn. En supplémentant les animaux avec la
cytokine, une amélioration des symptomes est observée. De la méme maniere, une cytokine

recombinante humaine de I'lL-10 a été testée sur 'Homme dans des études cliniques de phase I et

168



II. Des résultats trés décevants ont été obtenus, notamment a cause d’'une augmentation importante
de la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire interféron y (IFN-y), responsable d'une aggravation
de la maladie (130,179,183). Des études récentes ont pu démontrer qu'il est possible de dissocier les
activités de I'IL-10 car celles-ci sont liées a la lignée cellulaire (myéloide ou lymphoide) par laquelle
l'interleukine agit (130,131). Ainsi, en utilisant des agonistes partiels ou en ciblant plus
spécifiquement certaines cellules, de nouvelles opportunités s'ouvrent pour l'utilisation de I'IL-10

dans le traitement des maladies inflammatoires.

3) Induire I'activation du récepteur de l'interleukin-10 pour empécher

I'inflammmation

Une pathologie avec un role prépondérant de la réponse inflammatoire est la SEP. Dans le
modele EAE, il a été démontré qu'une suppression de 'expression d’'IL-10 augmente la sévérité du
modele. En supplémentant les animaux en IL-10, une inhibition de I'induction de 'EAE a pu étre
obtenue. Cependant, dans des essais oul la maladie est déja en place, aucun effet franc n’a pu étre
observé (132,175,178). Dans le cadre de notre projet, le peptide MTP-IL-10Ra présentait des effets en
faveur de l'activation du récepteur. En effet, nous avons pu démontrer une induction de la
phosphorylation de STAT3 par le peptide en I'absence du ligand dans une lignée de cellules
microgliales (BV-2). Nous n’avons cependant pas pu retrouver la conséquence de cette induction au
niveau transcriptomique. Il serait intéressant de vérifier la dynamique temporelle d’expression des
génes concernés. Il serait également intéressant de vérifier les effets au niveau protéique du
traitement par le peptide, notamment en effectuant des analyses par profilage cytokinique ou ELISA.
En testant le peptide sur une lignée cellulaire de macrophages (RAW264.7), nous n’avons pas
retrouvé les effets sur la phosphorylation. Cette différence peut résulter d'une différence
d’expression du récepteur ou du ligand entre les deux lignées qui devra étre vérifiée. Pour
s'affranchir de ces limitations dues aux mutations inhérentes aux lignées cellulaires, il faudrait tester
I'effet du peptide sur des cellules primaires de macrophages et de cellules microgliales.

Finalement, nous avons testé le peptide dans le modele EAE-PLP mais n’avons, pas pu
observer d’effet thérapeutique. L'expérience a été réalisée dans les mémes conditions de traitement
préventif que pour les expériences menées avec la cytokine. Plusieurs raisons peuvent expliquer cet

échec dans cette pathologie. La premiére est la forte sous-expression de la cible au cours du pic de

169



la maladie. Nous avons démontré que les taux d’expression des deux sous-unités sont diminués dans
des cellules CD11b" (un marqueur pan-monocytaire) isolées a partir de cerveaux d’animaux malades.
Le peptide n’ayant pas acces a sa cible, ne peut donc pas exercer son rdle. Il serait alors intéressant
de suivre I'expression des récepteurs dans des cellules et des animaux traités, pour déterminer si le
peptide peut induire leurs expressions. Une autre possibilité serait d’augmenter la dose de peptide,
peut-étre trop faible. Une nouvelle expérience a 10opg/kg pourrait ainsi étre menée. Si le peptide
peut cependant exercer son action, d’autres raisons peuvent expliquer l'absence d’effet
thérapeutique. L'IL-10 possede de nombreux rdles, dont une induction de la survie, de la
prolifération et de la production d’anticorps par les lymphocytes B et de I'activation des lymphocytes
T CD8" (131,132,136). Pourtant, ces cellules sont associées a des effets néfastes dans le contexte de
I'EAE et de la SEP (184). Comme mentionné précédemment, pour éviter ces activités, il faudrait
développer des agonistes partiels du récepteur ou augmenter les propriétés de ciblage et activer ainsi
le récepteur uniquement dans les macrophages et la microglie (131). Une autre raison d’absence
d’effet réside dans le mécanisme d’action supposé. L'objectif est de modifier la polarisation des
macrophages et de la microglie. Dans la SEP, ces cellules présentent majoritairement des marqueurs
Mj, pro-inflammatoires et sont responsables des lésions (166,185-187). Le peptide permettrait de
rééquilibrer la polarisation de ces cellules pour favoriser un état anti-inflammatoire, M2-like.
Cependant, jouer sur la polarisation s’avere étre un exercice difficile du fait de la forte plasticité de
ces cellules. De plus, il a été démontré que dans la réalité biologique d'un organisme, plusieurs états
de polarisation peuvent coexister et donc inhiber d’éventuels effets positifs d'un traitement (137,188—
190). De plus, dans la SEP, une importante infiltration de macrophages activés est décrite, qui peut
masquer les effets du peptide, en particulier si celui-ci n’est actif que sur la microglie (169,187). Il
faudrait donc cibler plusieurs voies de signalisations impliquées dans 'activation oul'inhibition d'un
type de polarisation. Il faudrait également tester l'effet du peptide dans le modele d’'une autre
pathologie inflammatoire, comme les MICI. En effet, méme si le peptide posséde un effet sur cette
signalisation, son implication dans 'EAE est peut-étre insuffisante. D’autres raisons pour lesquelles
le peptide n’est pas actif in vivo, concernent ses propriétés pharmacologiques. Le peptide devant agir
au niveau du systéme nerveux central (SNC), la crainte est qu'il ne puisse pas traverser la barriére
hémato-encéphalique (BHE). Cependant, des travaux du laboratoire sur des peptides similaires

ciblant NRP1 et plexine-A1 ont démontrés qu'ils peuvent atteindre le cerveau et la moelle épiniére

170



rapidement et de maniére pérenne (jusqu'a sept jours post-injection) (116,122). De plus, dans les
conditions inflammatoires de I'EAE, la BHE est fragilisée et poreuse (191). Des expériences de
biodistribution doivent étre effectuées pour ce peptide. Celles-ci pourraient également donner des

informations sur I'adressage du peptide.

4) Inhiber I'activation du récepteur de I'interleukine-10 pour réactiver

I'inflammation dans les tumeurs

En plus de son role dans les pathologies inflammatoires, I'IL-10 joue également un role
prépondérant dans les tumeurs. La cytokine promeut le développement tumoral en inhibant la
réponse inflammatoire et la présentation des antigenes (130). De méme, des surexpressions d'IL-10
et des taux sériques élevés ont pu étre détectées dans plusieurs types de tumeurs (mélanomes,
lymphomes, cancers bronchiques et gastro-intestinaux) et sont associés a un mauvais pronostic
(178,180). Certaines études ont permis de démontrer que bloquer I'lL-10 a des effets bénéfiques dans
le cancer ou dans son traitement (192,193). Le peptide MTP-IL- 10Rf possede des effets faisant penser
a une inhibition de la voie de signalisation IL-10. En effet, il induit une diminution de la formation
des hétérodimeres en PLA et inhibe la phosphorylation de STAT3 en présence d’IL-10. A nouveau,
nous n’avons pas pu démontrer de maniere franche une traduction de cette inhibition aux niveaux
transcriptomiques et protéomiques. De plus, a I'image du peptide MTP-IL1oRa, les effets sur la
phosphorylation de STAT3 n’ont pu étre observés que sur la lignée microgliale. Ce peptide aussi,
mérite des expériences sur des lignées primaires.

Nous avons ensuite testé le peptide dans un modele de greffe orthotopique de cellules murines
de glioblastome. Une augmentation de la survie moyenne de quatre jours a pu étre observée, sans
atteindre le seuil statistique (p=0.0561). Le parametre RECIST, permettant d’évaluer la réponse d'un
sujet a un traitement anticancéreux, a permis de démontrer une réponse partielle pour la moitié des
animaux, allant jusqu’a -93%. L’autre moitié des animaux ont vu leur pathologie s’aggraver, avec des
RECIST allant jusque +169%. Pour ce peptide également, nous avions fait 'hypothése que le
mécanisme pourrait passer par un rééquilibrage de la polarisation des macrophages. En effet dans
le glioblastome, les macrophages associés aux tumeurs adoptent des phénotypes facilitant le
développement tumoral, se rapprochant d'une polarisation M2 (194). De méme, il a été démontré

que ces macrophages M2 sécrétent de I'IL-10, qui promeut la tumorigenese dans le glioblastome
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(195). Pour expliquer la tres forte variabilité inter-individuelle observée, il faudrait effectuer des
immunomarquages de coupes de cerveaux et comparer les infiltrats immunitaires et la
vascularisation des tumeurs des animaux répondeurs et non-répondeurs. Dans le groupe des
animaux non-répondeurs, le microenvironnement tumoral permet peut-étre de dépasser les effets
du peptide. En outre, ces tumeurs en particulier présentent une vascularisation plus importante, ce
qui augmente leur agressivité. En inhibant I'activation du récepteur par le ciblage de la sous-unité
IL-10Rp, certaines conséquences peuvent expliquer la faiblesse ou I'absence de l'effet observé. En
effet, cette sous-unité est reconnue par la sous-unité IL28R, pour former le récepteur des interférons
de type III ou interférons A (IL28A, IL28B et IL29) (130). Or ces interleukines possedent d’'importants
effets anti-tumoraux, qui risquent d’étre bloqués par l'ajout du peptide MTP-ILioRB (196). Au
contraire, le peptide peut aussi stimuler cette voie de signalisation par des changements
conformationnels. Il faudra donc déterminer l'effet du peptide sur ce récepteur par co-
immunoprécipitation et PLA, ainsi que sur la voie de signalisation sous-jacente (phosphorylation de
STAT1 et STAT2 par exemple). Nous avions présenté dans la partie précédente les effets activateurs
de I'lL-10 sur les lymphocytes B et T CD8" cytotoxiques. L’administration d’'IL-10 a tres haute dose
sous forme PEGylée (pegilodecakin) a permis d’obtenir des réponses partielles chez quelques
patients atteints de carcinomes rénaux (197). Dans ce cas, une inhibition de la signalisation s’avere
donc contre-productive et remet en lumiére la nécessité d’améliorer le ciblage. Des expériences in
vivo supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre l'effet du peptide, notamment en
augmentant la dose. Il serait intéressant également de le tester en association avec le bevacizumab
(anticorps anti-VEGF) souvent administré aux patients atteints de glioblastome (hors autorisation
de mise sur le marché). Une synergie pourrait étre observée, dans la mesure ou les macrophages

associés aux tumeurs produisent de grandes quantités de ce facteur de croissance vasculaire (195).
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IV. La systématisation de I'étude de l'implication du domaine

transmembranaire sur l'interaction des récepteurs

membranaires

Les preuves s'accumulant et étant de plus en plus évidentes de I'implication du domaine TM
dans l'activité des récepteurs et I'existence de motifs d'interaction non connus, appuient l'intérét
d’'une approche permettant d’avoir une vision globale de cette implication. Dans cette optique, nous
avons mis en place une procédure de systématisation de ces informations grace a une approche de
mesure des interactions des segments TM par BRET. Pour débuter la tiche, I'attention s’est portée
sur les 58 RTKs. Cette famille de récepteurs est bien décrite concernant la dimérisation de ses
récepteurs, essentielle a leur activité (198,155). Malgré les nombreuses connaissances et les
nombreux médicaments sur le marché ciblant cette famille, des connaissances systématiques quant
a I'implication des domaines TM dans leur dimérisation ne sont pas disponibles. Seuls quelques
récepteurs ont pu bénéficier d'une étude de l'implication de leur domaine TM dans leur
dimérisation et activation (147,154,155). Conjointement, six récepteurs a dépendance ont été ajoutés
aux cibles du criblage. Ceux-ci ont été sélectionnés par des recherches bibliographiques sur leur
potentiel thérapeutique (151-153). Les récepteurs a dépendance constituent une famille hétérogene
de récepteurs qui ont un fonctionnement commun. En effet, la vingtaine de récepteurs faisant partie
de cette famille (dont certains sont aussi des RTKs, voir figure 21) sont caractérisés par I'activation
de deux types de cascades de signalisation. Le récepteur, lorsqu'il est lié a son ligand, s’oligomérise
et active une signalisation positive de prolifération, survie ou différenciation cellulaire. En absence
de ligand il reste sous forme de monomere et induit une réponse pro-apoptotique. Ces récepteurs
sont souvent décrits comme des suppresseurs de tumeurs et leur expression est diminuée dans les
cancers (153). Les connaissances concernant I'implication du domaine TM dans I'oligomérisation
activatrice de ces récepteurs restent limitées. En effectuant le criblage par BRET, nous sommes donc
les premiers a produire des données de maniére systématique sur les interactions des domaines TM
des RTKs et des récepteurs a dépendance. Celles-ci ont été défiées quant a leur reproductibilité et
spécificité et ont démontré la puissance du systeme BRET utilisé. Des principes de gestion de la

qualité ISOgoo1 ont été appliqués pour obtenir les résultats du criblage. Malgré tout, certaines
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limites déja discutées précédemment existent, notamment le risque de transfection plus ou moins
efficace d'un des deux rapporteurs. Un autre probléme constaté est 'asymétrie des valeurs obtenues.
En effet, pour chaque paire deux valeurs de BRET ratio sont obtenues or dans 9o% des cas, la
différence entre les deux valeurs n’est pas négligeable. Pour s’affranchir de ce probleme, nous avons
introduit un biais assumé, en ne sélectionnant que la valeur maximale des deux signaux. Les deux
autres possibilités, auraient été de sélectionner la valeur minimale avec un risque de faux-négatifs
ou la valeur moyenne, trop sensible aux valeurs extrémes. En sélectionnant la valeur maximale la
perte d’informations est limitée, mais le risque de faux-positifs est augmenté. Cependant, si une
interaction est amenée a étre étudiée plus en détails, des expériences supplémentaires de saturation
par exemple, permettent d’éliminer ce probleme. En 2009, I'équipe de D. Schneider a effectué un
criblage de 'ensemble des homodimeéres des segments TM au sein de la famille des RTKs. Ils ont
effectué ce criblage par un test ToxCAT et ont effectué une classification des paires en fonction de
la probabilité d’interaction (148). De maniére intéressante, leurs résultats sont similaires aux notres.
En effet, ils ont déterminé que les deux plus forts homodimeres sont ceux des récepteurs DDR2 et
DDR1. Dans notre cas, nous observons les mémes résultats (en BRET, DDR2: 463mBu, DDRi1:
406mBu). Au contraire, la paire avec le plus faible signal est dans les deux cas FGFR1 (en BRET :
gmBu). Certaines différences peuvent toutefois étre notées, comme TIE1, classé quatriéme dans
l'article et qui possede un des signaux BRET les plus faibles (13mBu). Les différences existantes
peuvent s’expliquer par la différence de méthode, effectuée dans une membrane bactérienne dans
un cas et humaine dans le notre. En effet, les membranes bactériennes ont des compositions en
lipides tres différentes des membranes de mammiferes, or les interactions des protéines
membranaires sont influencées par I'environnement lipidique (6).

Les perspectives de ce travail sont nombreuses, car il a permis de donner une image de
I'interactome complet des TM des RTKs. De cette maniére, de nouvelles cibles thérapeutiques
peuvent étre identifiées, a 'image de FGFR4, dont des mutations du domaine TM sont impliquées
dans des risques cancéreux (199). De plus, le criblage ouvre la possibilité de concevoir des MTPs,
ciblant plusieurs domaines TM a la fois. Cette stratégie pourrait cibler les phénomenes de
compensation impliqués dans les résistances aux traitements anticancéreux, notamment les
inhibiteurs des EGFRs (157,158). Finalement, une perspective plus ambitieuse est que 'ensemble de

ces résultats, permettra d’identifier un véritable code d’interaction des domaines TM. Des analyses
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de corrélations entre le BRET ratio et (1) la présence de motifs d’interaction connus ([G, A, S]xxx[G,
A, S], leucine/glycine zipper), (2) les valeurs d’enfouissement des acides aminés dans les interactions
(BSA) ainsi que (3) la similarité des séquences peuvent étre effectuées. Grace a ces analyses et des
outils d’apprentissage automatique (machine learning), un véritable outil de compréhension des
séquences et acides aminés impliqués dans les interactions TM pourrait étre créé. L'outil permettra
également d’identifier de nouveaux motifs d’'interaction, expliquant le grand nombre de paires
interagissant effectivement dans notre essai. Enfin, cet outil permettrait de générer des séquences
synthétiques, interagissant avec n'importe quelle cible donnée. La prédiction de ce type de peptides
ouvre la voie a la création d’'une librairie virtuelle de nouveaux composés avec une potentielle

activité thérapeutique.
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V. Les membrane targeting peptides, un beau futur en

perspective ?

Depuis de nombreuses années, le domaine TM des récepteurs membranaires attire I'attention
pour la conception de composés le ciblant. Le laboratoire d’accueil a acquis une expertise
concernant ce ciblage, par I'utilisation de peptides agissant au niveau de ce domaine. Plusieurs de
ces MTPs ont démontré leur efficacité in vitro et in vivo (14,116,117,119,122). Les travaux menés au
cours de cette thése apportent des possibilités de conception de peptides supplémentaires contre
des cibles et pour des applications différentes. De plus, la génération d’'une librairie virtuelle de
peptides pouvant cibler n'importe quel domaine TM ouvre la voie a la conception de nombreux
MTPs. Les MTPs possedent de nombreux avantages par rapport aux composés classiques. Le premier
est la faible dose nécessaire pour obtenir un effet thérapeutique (1pug/kg, tous les trois jours) par
rapport aux anticorps par exemple, pour lesquels des doses supérieures au mg/kg sont souvent
nécessaires (117,119,122). En outre, les MTPs ne présentent qu'une faible toxicité, n'induisant aucune
anomalie hématologique, métabolique et cognitive apres plusieurs semaines de traitement (117,122).
Concernant les peptides testés au cours de cette these, ils semblent également ne pas étre toxiques.
Une vérification devra cependant étre effectuée, notamment par des prélévements sanguins pour
vérifier la numération formule sanguine, les facteurs de coagulation, des indicateurs physiologiques
et d'inflammation. Les doses nécessaires pour MTP-AMIGO3, MTP-IL-10Ra et MTP-IL-10R@
semblent cependant supérieures aux doses des autres peptides testés au sein du laboratoire. Ces
différences peuvent résulter d’une efficacité moindre ou de problemes de solubilité ou de ciblage.
Ces deux derniers points constituent des axes d’amélioration des peptides TM.

La solubilisation constitue un des points les plus complexes concernant la chimie de ces
peptides TM. En effet, celle-ci est souvent problématique, du fait de leur forte hydrophobie. Pour les
deux projets présentés, les peptides ont d’abord été solubilisés en DMSO un solvant approuvé par la
Food and Drug Administration (FDA) américaine. Cependant, le DMSO induit une inflammation a
tres faible dose, le rendant difficilement utilisable in vivo. Une autre solution, a été de les suspendre
dans des micelles de LDS, mais ce détergent n’est pas approuvé par la FDA, rendant d’autres
solutions nécessaires. Parmi celles-ci, nous avons développé des peptides basés sur la stratégie

ATRAM présentée par Alves et collaborateurs (118). Ces peptides sont solubles dans I'eau et gardent
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leur efficacité. Pour les deux projets, de tels peptides peuvent étre concus et pourront étre testés et
comparés avec les peptides originaux. Une seconde critique a I'égard des MTPs est I'absence de
capacité de ciblage. Les études de biodistribution menées sur les peptides montrent une distribution
généralisée dans tous les organes. Malgré une toxicité faible, le développement de stratégies pour
limiter la distribution au tissu hébergeant la cible semble nécessaire. Une premiére stratégie consiste
a utiliser des nanotransporteurs (nanocarriers). Dans ce sens, des travaux récents du laboratoire ont
permis la génération de ce type de transporteurs a partir de la capside du virus de la mosaique du
tabac (TMV). Le peptide MTP-NRP1 a ainsi pu y étre greffé en conservant ses effets anti-
angiogéniques (200). La fonctionnalisation du nanotransporteur avec un anticorps ou un peptide
ciblant spécifiquement des tumeurs pourrait donc favoriser la concentration du peptide dans le tissu
ciblé. D’autres outils peuvent étre envisagés, comme des liposomes fonctionnalisés ou des ADC
(antibody drug conjugate). Ces outils pourraient étre intéressants pour les peptides IL-10R en ne
ciblant que les macrophages par exemple, pour ainsi séparer les effets anti- et pro-inflammatoires
de l'interleukine-10. L'ensemble de ces stratégies permet d’envisager un transfert des MTPs vers

l'utilisation chez 'humain.
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Conclusion

Le segment transmembranaire des récepteurs membranaires possede malgré sa petite taille,
de nombreux roles dans I'oligomérisation et 'activation des récepteurs. Depuis les premieres études
réalisées sur ce segment, les preuves s’accumulent pour renforcer ce role. Ainsi, des mutations de ce
seul domaine peuvent étre a lorigine de pathologies notamment cancéreuses ou
développementales. Dans le cadre de ce travail, les preuves sur son implication dans I'activation de
nombreux récepteurs se sont encore élargies. En effet, nous avons démontré que le domaine TM
d’AMIGO3 est impliqué dans les interactions de ce récepteur avec les autres membres de la
plateforme du récepteur NgR. Nous avons également montré que le domaine TM des sous-unités o
et B du récepteur IL-10R jouent un réle dans l'oligomérisation du récepteur. Ces connaissances
constituent ensuite le point de départ pour le développement de stratégies ciblant le domaine TM.
En effet, au vu de ses roles fondamentaux, percevoir le domaine TM comme une cible thérapeutique
constitue une stratégie innovante avec un vaste champ d’application. Le laboratoire d’accueil a pu
acquérir au fil des années, une expertise dans ce type de ciblage par l'utilisation de peptides
reprenant la séquence du segment TM du récepteur ciblé. Ces peptides ont la capacité de moduler
la dimérisation des récepteurs et par conséquent I'activation de la signalisation sous-jacente. De
cette maniere, nous avons pu démontrer que le peptide mimant la séquence TM d’AMIGO3 (MTP-
AMIGO3) empéche la dimérisation d’AMIGO3 avec ses co-récepteurs, ce qui se traduit par une
inhibition de I'activation de la voie de signalisation RhoA. Par conséquent, le peptide permet de
promouvoir la migration et la différenciation des oligodendrocytes et ainsi favoriser la
remyélinisation (Figure 27). Ces effets se sont traduits in vivo par une amélioration du score clinique
dans un modele de sclérose en plaques. Ce peptide constitue donc un nouvel espoir dans le
traitement de cette maladie auto-immune en favorisant les mécanismes de réparation pour lesquels
aucune option thérapeutique n’est disponible. Pour cependant augmenter les effets d'un tel
traitement, il faut également empécher la tres forte inflammation induite par les lymphocytes ciblés
par les traitements actuels, mais aussi par les macrophages et la microglie. Dans cette optique, nous

avons développé deux peptides ciblant la plateforme du récepteur de I'IL-10. De maniere
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intéressante, le peptide reprenant la séquence TM de la sous-unité IL-1oRa (MTP-IL-10Ra) est
capable d’induire l'activation de la voie de signalisation sous-jacente. Nous pensions que cet effet se
traduirait par une induction d’un fort effet anti-inflammatoire capable de moduler la polarisation
des macrophages et la microglie en faveur d'un phénotype anti-inflammatoire dans le modéle EAE
(Figure 27). Les essais sur les animaux n’ont cependant pas permis d’observer de tels effets pour
cette pathologie. Paradoxalement, le peptide reprenant la séquence de la seconde sous-unité (MTP-
IL-10RB) possede les effets inverses et inhibe I'oligomérisation du récepteur. Dans ce contexte, nous
avons testé ce peptide in vivo dans un modeéle de glioblastome dans le but de réactiver le systeme
immunitaire qui est inhibé par la tumeur (Figure 27). Nous avons pu mesurer un effet sur certains
animaux, une légére augmentation de la survie, signe d'un effet de ce peptide ciblant le domaine TM
d’IL-10R. Les exemples des peptides modulant l'activité de ces deux plateformes de récepteurs
démontrent l'intérét de cibler le domaine TM en thérapeutique. Conséquemment, nous avons
effectué un criblage pour étudier les interactions des domaines TM de tous les récepteurs a activité
tyrosine kinase et six récepteurs a dépendance supplémentaires. Nous avons pu obtenir un véritable
interactome qui permettra de décrypter le code des interactions TM. Ainsi, les objectifs initiaux du
travail sont atteints. Les résultats obtenus montrent que les segments TM jouent un rdle primordial
dans le controle des interactions entre récepteurs membranaires. Dans le cas de la plateforme NgR,
ils confirment que des associations complexes de segments TM sont engagées pour la signalisation
des ligands (Figure 28). Des interactions entre segments TM existent méme en absence de motifs
canoniques de type (G, A, S)xxx(G, A, S), comme le montre le travail sur la plateforme de I'IL-10R
(Figure 28). L’approche par peptide de synthese mimant les segments TM peut se révéler efficace
comme stratégie thérapeutique en modulant les plateformes de récepteurs. A terme, l'outil
d’apprentissage automatique en cours de développement permettra de générer des séquences
synthétiques interagissant avec n'importe quelle cible TM. Cette librairie virtuelle ouvre la voie a la
conception de nombreux membrane targeting peptides avec des applications variées et pouvant

moduler plusieurs cibles a la fois dans de nombreuses pathologies.
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Figure 27 : Les mécanismes d'action proposés pour les peptides testés.

Dans la sclérose en plaques, le peptide MTP-AMIGO3 inhibe I'action des inhibiteurs associés a la

myéline. De cette maniére il permet aux précurseurs oligodendrocytaires de migrer au niveau des

zones lésées et apres différenciation, de remyéliniser 'axone. Le peptide MTP-IL-10Ra quant a lui,

inhiberait I'activité inflammatoire des macrophages et de la microglie.

Dans le glioblastome, le peptide MTP-IL-10Rf inhiberait les activités pro-tumorales des

macrophages associés aux tumeurs et de la microglie.

(Figure réalisée sur Biorender.com.)
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Figure 28 : Vers le décryptage des interactions entre segments TM.

Dans le cadre de ce projet, 'implication du domaine TM dans les interactions de deux plateformes a
été étudiée. La premiere plateforme est celle du récepteur NgR pour laquelle I'implication du
domaine TM d’AMIGO3 dans les interactions avec ses co-récepteurs a été prouvée. La séquence TM
d’AMIGO contient un motif GxxxG connu et décrit comme favorisant les interactions. La seconde
plateforme est celle de I'lL-10R, pour laquelle I'implication des domaines TM des deux sous-unités
pour l'oligomérisation du récepteur a été démontrée. Ces deux séquences ne contiennent pas de
motif canonique d’interaction. Enfin, un criblage des interactions pour tous les domaines TM des
RTKSs a été effectué. Lensemble des résultats permet de se diriger vers la compréhension du code des
interactions entre segments TM et va permettre d'identifier de nouveaux motifs impliqués dans des
interactions.

(Figure réalisée sur Biorender.com.)
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Analyse systématique des interactions des domaines transmembranaires : du récepteur
de l'interleukine-10 et AMIGO3 a I'ensemble des récepteurs a activité tyrosine kinase

Résumé

Le domaine transmembranaire (TM) des protéines membranaires posséde des rdles clefs dans
I'oligomérisation et I'activation des récepteurs. De simples mutations de ce segment peuvent étre a
l'origine de situations pathologiques. Pour ces raisons, il constitue une cible thérapeutique a part
entiére. Dans le cadre de ce travail, nous avons a la fois démontré I'implication du domaine TM dans
I'activation du récepteur AMIGO3, impliqué dans la plateforme du récepteur NgR et son implication
dans I'oligomérisation des sous-unités a et § du récepteur de l'interleukine anti-inflammatoire IL-10.
Des peptides mimant les séquences TM de ces récepteurs ont permis de moduler leur activation et
celle des voies de signalisation sous-jacentes. Le peptide ciblant AMIGO3 est capable d’améliorer les
signes cliniques dans un modele de sclérose en plaques, alors que les peptides ciblant I'IL-10R
montrent des effets in vitro qui n'ont pas permis d’obtenir des effets significatifs in vivo dans des
modeles de pathologies inflammatoire et cancéreuse. Face a ces nouveaux exemples soulignant
I'importance du domaine TM, nous avons également réalisé une analyse systématique des
interactions entre domaines TM par un test de BRET. L'interactome complet des domaines TM des
58 récepteurs a activité tyrosine kinase et de six récepteurs a dépendance a ainsi été réalisé. Ces
résultats ouvrent la voie a la conception d'un outil permettant de comprendre les interactions entre
domaines TM et ainsi de concevoir des peptides thérapeutiques ciblant n'importe quel récepteur.
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Résumé en anglais

The transmembrane (TM) domain of membrane proteins has key roles in oligomerisation and
receptor activation. Simple mutations in this segment can lead to disease development. For these
reasons, the TM by itself constitutes an interesting therapeutic target. In this work, we have
demonstrated the involvement of the TM domain in the activation of both the AMIGO3 receptor,
involved in the NgR receptor platform and in the oligomerisation of the o and  subunits of the anti-
inflammatory interleukin 10 receptor. Peptides mimicking the TM sequences of these receptors were
used to modulate the activation of the receptors and the underlying signalling pathways. The
peptide targeting AMIGO3 is able to improve clinical signs in a multiple sclerosis model, while the
peptides targeting IL-10 receptor were efficient in vitro but failed to provide significant therapeutic
effect in models of inflammatory and cancer diseases. With these two new examples highlighting
the importance of the TM domain, we also performed a systematic analysis of TM domain
interactions using a BRET assay. The complete TM domain interactome of the 58 tyrosine kinase
receptors and six dependence receptors has been completed. These results pave the way for the
design of a tool to understand the interactions between TM domains and thus to design therapeutic
peptides targeting any receptor.
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