UNIVERSITE DE NANTES
UFR SCIENCE PHARMACEUTIQUES ET BIOLOGIQUES

ANNEE 2021 Ne
THESE
pour le
DIPLOME D’ETAT

DE DOCTEUR EN PHARMACIE

par
Charlotte BETUS

Présentée et soutenue publiquement le 20/10/2021

Intéréts thérapeutiques de la modulation des
niveaux de O-GlcNAcylation

Présidente : Dr Christine Bobin-Dubigeon, Maitre de Conférences des Universités de
Pharmacologie
Directrice : Dr Edith Bigot-Corbel, Maitre de Conférences des Universités - Praticien

Hospitalier de Biochimique clinique

Membres du jury : Dr Benjamin Lauzier, Maitre de Conférences des Universités de
Physiologie et Pharmacologie

Dr Cédric Logé, Maitre de Conférences des Universités de Chimie
Thérapeutique



REMERCIEMENTS

Je remercie chaleureusement et sincérement toutes les personnes qui m’ont accompagnée, aidée,
soutenue, supportée parfois, tout au long de mes années d’études en pharmacie et au cours de mon master
2 de science. Vous avez contribué a me faire grandir et mrir.

Je remercie, Dr Christine Bobin-Dubigeon, Maitre de Conférences des Universités de
Pharmacologie, de me faire I'nonneur de présider ce jury. De par votre confiance et votre disponibilité. Je
vous remercie de m’avoir donné la possibilité de participer a la rédaction d’un cours de cinquiéme année
sur les essais cliniques.

Je tiens a remercier Dr Edith Bigot-Corbel, Maitre de Conférences des Universités - Praticien
Hospitalier de Biochimique clinique, ma directrice de thése qui m’a guidé a la rédaction. Je vous remercie
pour votre aide et votre bienveillance. Je sais que j’ai pu partir dans tous les sens, merci d’avoir eu la
patience et la gentillesse pour me recentrer dans la bonne direction.

Je remercie sincérement et non sans émotion Dr Benjamin Lauzier, Maitre de Conférences des
Universités de Physiologie et Pharmacologie. Mon parcours scientifique a été un peu chamboulé en cette
année 2021. Je te remercie aujourd’hui de m’avoir donné 1'opportunité de réaliser un stage de recherche au
sein de ton équipe et de découvrir la O-GIcNAcylation. Je te remercie de ta disponibilité, ton expertise et
de ton aide dans toutes les situations. Merci pour ta confiance et de m’avoir donné les libertés nécessaires
pour m’épanouir dans ce projet de recherche. Merci d’avoir passé autant de temps a me guider et souvent
me recentrer. Je te suis trés reconnaissante pour ton soutien tant sur le plan professionnel que personnel.

Je vous remercie, Dr Cédric Logé, Maitre de Conférences des Universités de Chimie
Thérapeutique, d’avoir accepté d’étre membre de mon jury. Dr Delphine Carbonnelle, Maitre de
Conférences des Universités de Physiologique, je vous remercie d’€tre présente lors de ma soutenance de
thése et votre soutien au cours de ces nombreuses années. L’étudiante de deuxiéme année de pharmacie que
j’étais et que vous avez rassuré a bien évolué. Il était important pour moi de vous compter parmi les
membres de ce jury.

Je remercie tous mes professeurs de la faculté de pharmacie de Nantes pour ces cing années riches
en connaissances. Dr Murielle Duflos, Professeur des Universités, merci pour votre pédagogie et votre
disponibilité auprés des étudiants. Je me sens épanouie et trés fiére d’avoir pu participer a vos
enseignements.

Je tiens a remercier chaleureusement les deux co-responsables du master BBRT, Yannick Guilloux
et Benjamin Lauzier, pour m’avoir accordé de suivre cette formation mais surtout merci pour votre bonne
humeur, votre soutien et votre dévouement pour les étudiants. Un grand merci aux superbes personnes que
j’ai rencontrées durant le master 2, Morgane Krejbich, Lucie Gillet et Marie Pallard. J’ai hate de
continuer a partager nos quotidiens de thésarde.

Ce travail expérimental a été réalisé a I’institut du thorax, INSERM UMR-1087 et CNRS-6291,
dirigé par le Dr. Richard Redon. Je tiens a remercier Michel de Waard ainsi que Benjamin Lauzier pour
m’avoir intégré a 1I’équipe 1Ib : Insuffisance cardiaque et approches pharmacologiques.

Je vous remercie Lucine Marotte, Thomas Dupas, Ludivine Lopez, Thomas Pelé, Antoine
Persello, Manon Denis, Anais Maillard, Elisa Bernard, Amandine Vergnaud, Angélique Blangy--
Letheule, Virginie Aillerie, Angélique Erraud. Merci Lucine pour m’avoir guidé ces derniéres années



grace a tes conseils et de continuer a passer de longs moments au téléphone depuis ton départ en post-doc
a Marseille. Tu es une amie incroyable ! Merci a toi, Toto, pour m’avoir tout appris sur la O-GlcNAcylation
mais surtout pour t’étre levé trés tot afin de traiter les cellules. Méme si ¢a n’a pas été toujours facile, merci
de m’avoir supporté et d’avoir été 1a dans toutes les situations. Merci a Thomas P, je suis tellement contente
d’avoir pu partager le bureau avec toi. Merci de me faire rire tous les jours, ta gentillesse et ton aide lors
des dernicres semaines de mon stage. Merci Ludivine pour toutes ces pauses passées ensemble et pour ton
dévouement jusqu’au dernier moment a la rédaction de cette thése. Sans oublier la partie électrophysiologie
de I’équipe, Merci a Jérome Montnach, Sébastien, Oliver Brun, Barbara Ribeiro, Michel Ronjat et
Michel de Waard pour les réunions hebdomadaires au sein de 1’équipe et vos questions trés constructives.
Je suis trés heureuse d’avoir pu vous rencontrer.

Je tiens a remercier les chimistes du laboratoire CEISAM, Jacques Lebreton, Arnaud Tessier et
particuli¢rement Matthieu Riviére. Merci pour votre disponibilité et merci pour toutes ces magnifiques
figures de molécules présentes dans cette these.

Un immense et gigantesque merci 8 ma famille (Maman, Salomé, Tata Rachel, Tata ciacia,
Mamie de la montagne et sans oublier mes petit(e)s cousin(e)s (Margot, Daphné, Raphaél et Simon). Je
vous remercie tous pour votre soutien sans faille. Nous avons traversé des moments trés difficiles mais il
n’y a que de belles choses devant nous. Je tiens particuliérement a remercier mamie de la montagne pour
ta gentillesse et ta générosité. Tu m’as offert un lieu de révision incroyable qui m’a permis d’arriver jusqu’a
cette thése de pharmacie. Je tiens a te remercier de tout mon cceur Maman. Je te remercie mille fois Tata
Rachel pour tout ! Je crois bien que tu es la plus belle personne que je connaisse. Je voudrais également
remercier ma petite sceur, Salomé, qui est une grande battante. Je t’admire énormément et je suis trés fiére
de toi ! Je vous aime tellement fort et vous allez me manquer a Montréal ! Merci 4 mes grands-parents,
Monique et Alexis. Merci a Damien Betus de m’avoir permis de réaliser de longues études.

Pour ce qui est de mon quotidien, je remercie particuliérement mes colocataires. Les merveilleux,
les magnifiques, Chloé Belaud, Francois Salomon, Amaury Texier, Alexandre Luda, Pierre Bordas-
Larribe, Nathan Cornu. Vous avez été des rayons de soleil durant cette année de pandémie. Je m'excuse
d’avoir écrit sur toutes les vitres pendant la rédaction de la thése malgré que vous m'avez offert un tableau
Veleda. Je vous remercie de votre bonne humeur et de tous les moments qu’on a partagés ensemble mais
ce n’est pas fini. Vous serez toujours les bienvenus a Montréal ! Quelle joie de t’avoir rencontré Antoine
Moureau, j’ai hate de continuer nos aventures pendant un bon moment.

A mes amis, Marion Harat, Laetitia Placide, Charléne Savin, Paul Boinnot, Pauline Labé,
Camille Delastre et Aurore Chetritt. Je voulais vous remercier pour toutes ces années incroyables. Méme
si vous €tes parfois parti trés loin a Paris, je vous remercie pour toutes ces années d’amitiés qui continueront
encore pour un bon moment. Marion, je te remercie pour ton amitié sans faille, ton honnéteté et toutes ces
soirées endiablées. Laetitia, je te remercie pour ta sincérité, ta générosité et pour tous ces fous-rires. Je
serais 1a, quoi qu’il arrive. Charléne, je n’ai toujours pas les mots pour te remercier pour ces derniers mois.
Merci de m’avoir aidé rebondir. Merci a toi Paul pour tous ces beaux moments de partage ! Je remercie
mes coéquipiers de vaccination, Marie-Tiphaine Bujoli, Geoffrey Legeay, Adam Mouhib, pour leur
bonne humeur.

Vous avez tous contribué a faire de moi, la personne que je suis aujourd’hui. Merci d’avoir cru en moi.

A tous, merci ...



SOMMAIRE

ABREVIATION I
FIGURES 111
TABLEAUX \%
AVANT -PROPOS VI

Partie 1 : Connaissances générales sur la voie de biosynthéses des hexosamines et la O-

GlcNAcylation au niveau physio-pathologique 1
I) Introduction généraliste 1
A) Les modifications post-traductionnelles des protéines 1
B) Définition de la O-GlcNAcylation 3
IT) Implication de la O-GlcNAcylation dans I’organisme 6
A) Phylogénie de la O-GIcNAcylation + 6
B) Localisation de la O-GIcNAcylation 6

1) Les différents organes ayant des protéines O-GIcNAcylées 6

2) Implication de la O-GlcNAcylation au niveau cellulaire 7

C) Les roles de la O-GlcNAcylation a différentes échelles du corps humain 8

1) Le trafic de protéines et des organelles 9

2) La réponse cellulaire au stress 9

D) La O-GlcNAcylation et organites cellulaires spécifiques 9
E) La voie de biosyntheése des hexosamines, un carrefour métabolique 12

1) Les enzymes impliquées dans la voie de biosynthese des hexosamines 14

a) L enzyme limitante de la voie de biosyntheése des hexosamines, I’enzyme GFAT 14

1) Généralités sur ’enzyme GFAT 14

i1) Les mécanismes de régulation et d’inhibition de GFAT 14

b) La O-GIcNAc transférase, la seule enzyme de la O-GIcNAcylation 15

1) Généralités sur ’enzyme OGT 15

i1) Les régulateurs et inhibiteurs de I’enzyme OGT 17

¢) Les hexosaminidases 18

1) L’O-GIcNAcase, I’enzyme de dé-OglcNAcylation 19

1) Généralités sur I’enzyme OGA 19

2) Activité catalytique de I’enzyme OGA 20

3) Les régulateurs clés et délétions génétiques de I’enzyme OGA 22

I1I) Impact de la O-GlcNacylation dans les mécanismes physio-pathologiques 23



A) Effets physiologiques des variations de la O-GlcNAcylation
1) Variations au cours du développement
2) Maintien de I’homéostasie des niveaux O-GlcNAcylation
B) La O-GlcNAcylation en lien avec des pathologies
1) Les niveaux de la O-GlcNAcylation sont dérégulés dans les pathologies chroniques
a) Les cancers
b) Le diabete de type 2
c¢) Les maladies neurodégénératives
d) Les maladies cardiovasculaires
2) Impact de la O-GlcNAcylation dans les pathologies aigués
a) Le choc septique

b) Le choc hémorragique

23
23
24
25
25
25
26
27
28
28
29
31

Partie 2 : Une voie de recherche thérapeutique pour la prise en charge de ces pathologies

aigués a ’aide de différents inhibiteurs enzymatiques de ’OGA.
I) Les caractéristiques pharmacodynamiques d’un inhibiteur enzymatique de OGA
A) Généralités sur l'utilisation des inhibiteurs de I'OGA in vitro
B) Les divers inhibiteurs enzymatiques de 1I’enzyme OGA
1) Les inhibiteurs a base de carbohydrates
a) Le Thiamet G
IT) Le développement d’un nouvel inhibiteur pharmacologique de ’OGA
A) Le développement d’un inhibiteur de I’enzyme OGA mito-ciblé
1) L’ impact du traitement Thiamet G sur les mitochondries cardiaques
2) La molécule de TPP-Thiamet G
I1T) Matériels et méthodes
A) Les inhibiteurs pharmacologiques
B) Culture cellulaire
1) La lignée de cardiomyocytes atriaux de souris
C) Analyse protéique
1) Extraction des protéines cellulaires
2) Dosage des protéines
D) Western-blot
E) Dosage ’activité enzymatique OGA par spectrophotométrie
IV) Résultats
A) Validation des effets de ’inhibiteur enzymatique mito-ciblé

1) L’ inhibiteur pharmacologique TPP-Thiamet G diminue I’activité de I’enzyme OGA

33
33
33
34
35
35
37
37
37
39
40
40
40
40
40
40
41
41
42
43
43
43



2) La molécule de TPP-Thiamet G conserve une efficacité et une puissance sur I’enzyme

OGA

44

B) Impact de la O-GlcNAcylation sur une protéine mitochondriale du métabolisme cardiaque

1) Le TPP-Thiamet G augmente spécifiquement I’expression de I’enzyme ACSS1

V) Conclusion
VI) Discussion

A) Le TPP-Thiamet G inhibe efficacement OGA

B) Influence des inhibiteurs de OGA sur une protéine du métabolisme cardiaque
VII) Limites
VIII) Perspectives

A) Les différentes méthodes de mesure de ’activité enzymatique de ’OGA

B) Impact de la O-GIlcNAcylation sur les protéines cellulaires et mitochondriales

C) Les différentes techniques d’imagerie intracellulaire pour marquer le motif O-GlcNAc

D) L’¢étude de I’influence de la O-GlcNAcylation sur ’enzyme ACSS1
IX) Références
X) Annexes

A) Annexe 1 : Tableau des inhibiteurs de I’enzyme GFAT

B) Annexe 2 : Tableau des inhibiteurs de I’enzyme OGT

C) Annexe 3 : Tableau des inhibiteurs de I’enzyme OGA

46
46
47
48
48
49
49
50
50
51
52
52

1
21
21
21
29



ABREVIATION

4-MU-GIcNAc : 4-méthylumbelliferyl-N-acétyl--
d-glucosaminide

4-MU : 4-méthylumbelliferyl

Ac : Anticorps
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ACSS1 : Acétyl-Coenzyme A Synthétase 1

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AMPK : Adenosine MonoPhosphate-activated
protein kinase

Asp : Aspartate

ATP : Adénosine Triphosphate

ATPS5A : sous-unité alpha ATP synthase
mitochondriale (mitochondrial ATP synthase
alpha-subunit)

AUC : Aire sous la courbe

BHE : Barriére hémato-encéphalique

BSA : Albumine bovine sérique (Bovine Serum
Albumine)

BtOGA : Enzyme OGA d’origine bactérienne
CESO0 : Concentration nécessaire pour observer 50
% effet maximal

CEISAM : Chimie Et Interdisciplinarité, Synthése,
Analyse, Modélisation

CHO : Ovaire de hamster chinois

CI50 : Concentration nécessaire pour observer 50
% inhibition

CI : Complexe I mitochondrial

COS : Fibroblaste de singe

CTE : Chaine de transport des électrons

DON : 6-azido-5-0xo-L-norleucine

Emax : Efficacité maximale

eNOS : Endothelial Nitric Oxyde Synthase

ES : Substituants nucléophiles

F : Biodisponibilité

FC : Fréquence cardiaque

FR : Fréquence respiratoire

Fru : Fructose

Fru-6-P : Fructose-6-Phosphate

GalNAc : N-acétylgalactosamine

HRP : peroxydase de raifort (horseradish
peroxidase)

IC : Intracellulaire

IP : Intrapéritonéale

IV : Intraveineuse

Ki : Constante d’inhibition

KO : Knock-out

LonP1 : Lon homologue 1

ManNAc : N-acétylmannosamine

MCU : Transporteur uniport de calcium
mitochondrial (Mitochondrial Calcium
Uniporter)

MGEAS : meningioma expressed antigen 5
MMP-2 : Métalloprotéinase matricielle
MPT : Lodification post-traductionnelle
NAc : N-acétyle

NAGA : N-acétyl-glucosamine-6-phosphate-
N-acétylase
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Le monde de la santé et de la recherche scientifique m’ont toujours intrigué et passionné.
Au cours de ces six années d’études en pharmacie, j’ai effectué des stages officinaux, des stages
hospitalo-universitaires et des stages dans différents laboratoires de recherche. Ma formation de
pharmacien m’a permis de découvrir la recherche pharmaceutique en choisissant la filiere

industrie-recherche.

Jai réalis¢ ma sixieme année de pharmacie dans le master BBRT (Biologie,
Biotechnologie et Recherche Thérapeutique) a I’Université de Nantes. J’ai pu bénéficier des
enseignements comprenant une approche scientifique expérimentale qui compléte ma formation
de pharmacien. Cette seconde année de master s’est déroulée pendant la pandémie. Au vu du
contexte sanitaire, j’ai eu I’opportunité de réaliser un stage au sein de 1’équipe de recherche de
Benjamin Lauzier a I’Institut du Thorax a Nantes. Le domaine de la O-GlcNAcylation m’était
alors inconnu. Lors de ce dernier stage, j’ai participé a la caractérisation pharmacologique d’un
inhibiteur mito-ciblé de I’enzyme O-GlcNAcase. Durant ces 6 mois, j’ai pu réaliser des
manipulations in vitro et ex vivo. J’ai mené des expériences de biochimie et biologique moléculaire
qui m’ont permis de commencer a déterminer I'intérét et ’impact de cibler les protéines
mitochondriales. Grace a ces travaux, j’ai pu participer a deux congres scientifiques et d’apparaitre

dans un article publié.

Pendant ces dernieres années, j’ai acquis de nombreuses connaissances théoriques et
expérimentales. Cette thése de pharmacie n’est pas un aboutissement mais un trés beau tremplin
vers une theése scientifique. Aujourd’hui, j’ai I’opportunité de pouvoir continuer a travailler dans
le monde de la recherche de I’autre coté de 1’ Atlantique, a Montréal, dans 1’équipe du professeur
Jean-Sébastien Joyal. Cette thése de pharmacie contient une partie de mes recherches
bibliographiques et une partie de mes travaux de caractérisation d’un inhibiteur mito-ciblé.

J’espere que vous prendrez autant de plaisir a lire cette these que j’ai eue de plaisir a ’écrire.
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Partie 1 : Connaissances générales sur la voie de biosynthéses des
hexosamines et la O-GlcNAcylation au niveau physio-pathologique

I) Introduction généraliste

Au début des années 1990, le projet “Génome humain” (Human Genome Project HGP) a
vu le jour afin d’établir le séquencage complet de I’ADN du génome humain. Les résultats publiés
en 2004 mettent en évidence une liste exhaustive de 20 000 a 25 000 geénes codant des protéines

(International Human Genome Sequencing Consortium 2004).

Depuis 2010, le projet “Protéome humain™ a été lancé (Human Proteome Project HPP). 11
consiste a caractériser I’ensemble des protéines codées par le génome humain. Dans ce contexte,
la France s’est vu attribuer le chromosome 14. Ce second projet n’est pas terminé a ce jour. 1l
permettra d’apporter une meilleure compréhension moléculaire de la dynamique du protéome. En
janvier 2020, plus de 19 000 protéines codées par le génome humain ont été découvertes (‘HUPO

- Home’).

A) Les modifications post-traductionnelles des protéines

Les cellules sont des systemes complexes avec une grande diversité de fonctions. Les
protéines subissent, apres fabrication, de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT)
dont les plus connues sont la phosphorylation, la glycosylation, I’hydroxylation, 1’acétylation, etc.
Les MPT sont définies par la liaison covalente et spécifique d’un groupement chimique sur une
protéine. Elles jouent un role central dans les divers processus biologiques comme la survie

cellulaire, la réponse au stress cellulaire, la localisation ou la stabilité des protéines.

La phosphorylation correspond a 1’ajout d’un radical phosphate sur les hydroxyles de
certains acides aminés des protéines. La phosphorylation des protéines est régie par un grand
nombre d’enzymes soit environ 518 kinases spécifiques et environ 200 phosphatases (Manning et
al. 2002; Sacco et al. 2012). Cela permet I’adaptation aux variations de I’environnement cellulaire.

Elle est rapide, réversible et s’oppose a la glycosylation des protéines qui consiste en I'ajout d’une



chaine d’hydrates de carbone. En effet, la glycosylation est per¢ue comme un mécanisme stable
car elle serait constante sur les protéines matures. Il existe deux grands sous-types de glycosylation
: la O-glycosylation et la N-glycosylation. On les retrouve au niveau des résidus sérines, thréonines
et asparagines des protéines. En 1984, Torres et Hart décrivent une sous-catégorie de O-
glycosylation : la O-f-N-acétyl-glucosaminylation, plus communément appelée la O-
GlcNAcylation. Mise en évidence a la surface interne des membranes plasmiques de lymphocytes
(Torres and Hart 1984), elle consiste en 1’ajout d’un monosaccharide : le f-D-N-acétylglucosamine
(GlcNACc) sur les sérines et thréonines des protéines (Natasha E. Zachara and Hart 2006) (Figure
1)

Les protéines O-GIcNAcylées et/ou phosphorylées régulent de nombreuses fonctions dans
I’organisme et sont impliquées dans de multiples processus cellulaires, tels que la transcription, la

traduction, la fonction neuronale, le cycle cellulaire et la réponse au stress (Figure 1).
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Figure 1 : Implication de la O-GIlcNAcylation dans les processus cellulaires et le lien entre la O-

GlcNAcylation et la phosphorylation (Gerald W. Hart et al. 2011a)

La O-GlcNAcylation et la phosphorylation sont des régulateurs de signalisation similaires

mais présentent certaines caractéristiques distinctes (Tableau 1).



Tableau 1 : Caractéristiques communes et distinctes entre la O-GlcNAcylation et la

phosphorylation d'apreés (Bond and Hanover 2015).

O-GIcNAcylation Phosphorylation
Donneur UDP-GIcNAc ATP
Acides aminés accepteurs Sérine, Thréonine Sérine, Thréonine, Tyrosine
Charge au pH physiologique Non chargé Chargé négativement
Cycle addition/élimination Dynamique Dynamique
Enzyme(s) catalysant 1’addition OGT Nombreuses kinases
l%r};yme(s) sl OGA Nombreuses phosphatases
1’élimination

L’absence de séquence consensus é€tabli pour la O-GlcNAcylation limite son étude.
L’abondance de sérine ou thréonine autour des sites de O-GlcNAc est favorable tandis que la

présence d’acide glutamique ou de cystéine est défavorable (Wulff-Fuentes et al. 2021).

La O-GIcNAcylation contribue a un niveau supplémentaire de régulation post-
traductionnelle des protéines cibles puisqu’elle peut entrer en compétition ou agir en synergie avec
la phosphorylation. L’interaction de ces deux modifications peut étre essentielle a la régulation des
propriétés fonctionnelles de certaines protéines. Par exemple, la O-GIcNAcylation de la
Endothelial Nitric Oxyde Synthase (eNOS) sur la sérine 615 va induire son inactivation alors que
la phosphorylation de ce méme site va activer la protéine (P. Hu, Shimoji, and Hart 2010).
Concernant la kératine 18, la O-GlcNAcylation sur la sérine 30 est nécessaire a la phosphorylation
de la sérine 33. La O-GlcNAcylation permet de réguler la migration cellulaire, la stabilité et les

propriétés de solubilité de la protéine (Kakade et al. 2016).

B) Définition de la O-GlcNAcylation

La O-GIcNAcylation est une MPT tres conservée au cours de I’évolution, des organismes
unicellulaires jusqu’a ’'Homme (Gerald W. Hart et al. 2011a; Torres and Hart 1984). Elle est

ubiquitaire, réversible et représente un mécanisme fondamental de la vie cellulaire en tant que



senseur métabolique variant en fonction de I'environnement énergétique de la cellule (Gerald W.

Hart et al. 2011a).

Le résidu GlcNAc est nécessaire pour la O-GlcNAcylation. Lorsque le glucose pénetre
dans la cellule, une faible proportion (0,003 % dans le cceur) est directement adressée vers la voie
de biosynthese des hexosamines. Cela commence par une réaction enzymatique catalysée par
I’enzyme Glutamine-Fructose-6-Phosphate-amino Transférase (GFAT), enzyme limitante dans
cette voie de biosynthése. Le composé glucose modifié est converti en Uridine diphosphate N-
acétylglucosamine (UDP-GIcNAc). Un couple unique d’enzymes permet ce processus : O-
GlcNAc transférase (OGT) et O-GlcNAcase (OGA). L'enzyme OGT catalyse 1'ajout du résidu
GlcNACc au niveau du groupement hydroxyle des résidus sérines et thréonines des protéines cibles
(Natasha E. Zachara and Hart 2006). Cette réaction est dynamique grace a la présence de l'enzyme
OGA dont le role est 1'¢limination du résidu GlcNAc de ces mémes protéines (Gerald W. Hart et

al. 2011a).

Lors de I’é¢tude des modeles knock-out (KO) pour les enzymes, les souris KO OGT
décedent in utero (Shafi et al. 2000; Ida et al. 2017) alors que les KO OGA (Y. R. Yang et al.
2012; Keembiyehetty et al. 2015) meurent rapidement apres la naissance. Ces données renforcent
I’'idée que la O-GIcNAcylation est essentielle a la stabilité cellulaire ainsi qu’au développement.
La modulation des niveaux de O-GIcNAcylation peut étre réalisée a 1’aide d’inhibiteurs

pharmacologiques des différentes enzymes impliquées : GFAT, OGT ou OGA.

La O-GIcNAcylation a été observée sur des protéines cytoplasmiques, nucléaires (Holt and
Hart 1986; Schindler et al. 1987) et mitochondriales (Y. Hu et al. 2009). A ce jour, on dénombre
plus de 5 000 protéines O-GlcNAcylées (‘O-GIcNAc Database’). L'identification des sites O-
GlcNAc sur les protéines est difficile car la liaison du résidu GIcNAc sur la protéine est tres labile
et est perdue avec les méthodes traditionnelles de fragmentation des peptides en spectrométrie de
masse (Greis and Hart 1998; Z. Wang et al. 2010). Les connaissances augmentent rapidement
depuis quelques années grace a I’amélioration des techniques de détection de la O-GlcNAcylation.
En janvier 2021, Wulff-Fuentes et ses collaborateurs ont créé¢ une base de données des protéines

O-GlcNAcylées issue de I’ensemble des 1700 articles publiés sur ce sujet (Wulff-Fuentes et al.



2021; ‘O-GlcNAc Database’). Ils ont ainsi pu mettre en évidence 7 000 sites potentiels composants

I’0O-GlcNAcome humain.

Des perturbations de la O-GIcNAcylation des protéines pourraient jouer un role important
dans certaines pathologies humaines comme les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabete
de type 2 ou les maladies neurodégénératives. Au niveau cardiaque, I’augmentation des niveaux
de O-GIcNAcylation peut entrainer deux effets opposés en fonction du temps :

- les maladies chroniques cardiométaboliques, comme le diabéte, qui provoquent des
effets déléteres associés a une augmentation chronique de O-GlcNAc (R. J. Clark
et al. 2003; Ramirez-Correa et al. 2008; Y. Hu et al. 2009; J. Ma et al. 2016);

- une augmentation aigu€ provoque des effets protecteurs en cas de traumatisme ou

d’hémorragie (Xing et al. 2008; S. Yang et al. 2006; Jensen et al. 2019).

L’impact de 1’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation dans les tissus
cardiovasculaires se traduit par une diminution de la surcharge calcique, du stress du réticulum
endoplasmique, du stress oxydatif mais aussi d’une diminution de la fonction mitochondriale.
Dans les cardiomyocytes, les mitochondries représentent une densité importante du volume
cellulaire et produisent plus de 95 % de 1'énergie de la cellule sous forme d'adénosine triphosphate
(ATP) (Brown et al. 2017). La O-GlcNAcylation est essentielle a la bonne régulation de la fonction

mitochondriale et du métabolisme énergétique.

A travers cette revue bibliographique et mon stage de master 2, j’ai cherché a caractériser
deux inhibiteurs de I’enzyme OGA. L’objectif étant d’améliorer les connaissances sur la
modulation des niveaux de O-GIcNAcylation cardiaque avec un focus particulier pour la

mitochondrie via une optimisation moléculaire.



IT) Implication de la O-GlcNAcylation dans I’organisme

A) Phylogénie de la O-GlcNAcylation +

Les protéines O-GlcNAcylées sont retrouvées dans quasiment tous les phyla. Cette
conservation phylogénétique permet de penser qu’elle est apparue trés tot au cours de I’évolution.
En effet, cette MPT est dEtectée chez I’ensemble des eucaryotes étudiés a ce jour : protistes
(organisme vivant unicellulaire) tels que Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Toxoplasma
gondii (S. Banerjee, Robbins, and Samuelson 2009). Les bactéries Listeria monocytogenes
présentent des flagellines O-GIcNAcylées (Schirm et al. 2004) ; les champignons filamenteux
(Woosley et al. 2006) ; nématode Caenorhabditis elegans (Lubas et al. 1997) ; insectes comme la
Drosophila melanogaster (G W Hart et al. 1989) ; plantes supérieures dont Vitis vinifera
(Olszewski et al. 2010). Enfin, elle a été décrite chez de nombreuses especes de mammiferes

(Wulff-Fuentes et al. 2021).

B) Localisation de la O-GIlcNAcylation

1) Les différents organes ayant des protéines O-GIcNAcylées

En janvier 2021, Wulft-Fuentes et ses collaborateurs ont mis en évidence la distribution
tissulaire des protéines O-GlcNAcylées humaines (Wulff-Fuentes et al. 2021). Les chercheurs ont
attribué un score O-GIcNAc aux tissus allant de 0 a 5. Plus le score augmente, plus il y a de
protéines O-GlcNAcylées dans le tissu étudié. Ce score dépend de la longueur de la liste de
références, la somme des citations par année, le temps €coulé entre la premiere et la derniere

publication de référence (Figure 2).

Ils ont pu mettre en évidence la présence de la O-GlcNAcylation au sein de tous les organes
principaux. Le systéme nerveux et le foie étant les organes les plus étudiés, comprenant le plus de
protéines O-GIcNAcylées. Le sang et le cceur semblent contenir une quantité¢ de protéines O-
GlcNAcylées équivalente a celle des muscles et de I’intestin. A contrario, les tissus présentant le

moins de protéines O-GlcNAcylées sont les os et la salive (Figure 2).
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Figure 2 : Distribution tissulaire de 1’0O-GlcNAcome humain. Les couleurs représentent le score

de confiance médian (Wulff-Fuentes et al. 2021).

2) Implication de la O-GlcNAcylation au niveau cellulaire

La O-GlcNAcylation étant retrouvée dans la majorité des tissus humains, il est intéressant

d’investiguer la localisation cellulaire des protéines concernées.
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Figure 3: Distribution cellulaire de ’O-GlcNAcome des protéines intracellulaires. Les couleurs

représentent le score de confiance médian (Wulff-Fuentes et al. 2021).

Il est possible d’observer dans la Figure 3, les composants de la cellule les plus étudiés
ainsi que la majorité des protéines subcellulaires sont O-GlcNAcylées. Ces protéines sont
concentrées principalement dans les compartiments nucléaires et cytoplasmiques. Les protéines
mitochondriales sont aussi O-GlcNAcylées (Wulff-Fuentes et al. 2021). Bien que 1’isoforme
mitochondrial de I’enzyme OGT a été identifiée en 2003 (Love et al. 2003), ce n’est qu’en 2009
que les premieres protéines mitochondriales O-GlcNAcylées ont été décrites (Y. Hu et al. 2009).
Ces données pourraient s’expliquer par la localisation des deux enzymes clés de régulation de la
O-GlcNAcylation. En effet, dans la plupart des cellules, I'OGT se trouve principalement dans le
noyau, et I'OGA dans le cytosol. Cependant, les deux enzymes sont présentes dans tous les
compartiments intracellulaires, et la régulation de leur trafic intracellulaire n’est pas bien connue
(Gerald W. Hart et al. 2011a). Toutes ces données confirment le caractére ubiquitaire de cette

MPT.

C) Les roles de 1a O-GlcNAcylation a différentes échelles du corps humain

La O-GIcNAcylation se produit sur un large éventail de protéines dont celles du
cytosquelette, pores nucléaires, facteurs de transcription par exemple (Greis and Hart 1998; Wulft-
Fuentes et al. 2021). Cette MPT joue un role essentiel dans de nombreuses fonctions cellulaires

qui peuvent étre communes entre les différents organes ou spécifique a un tissu donné.



1) Le trafic de protéines et des organelles

Au début des années 2000, il a été démontré que la O-GIlcNAcylation peut moduler le trafic
de certaines protéines a la membrane telles que la synapsine (Cole and Hart 2002), 1a B-cathénine,
la E-cadhérine (W. Zhu 2001). De plus, elle modulerait la perméabilité des pores nucléaires en
influengant les nucléoporines (J. A. Hanover et al. 1987; Holt et al. 1987; Starr and Hanover 1990).
Au niveau de la mitochondrie, la O-GlcNAcylation influence la morphologie (Bond and Hanover
2015). Les organelles comme les mitochondries peuvent se déplacer le long des réseaux d’actine
et des microtubules a 1’aide du recrutement de ’OGT au sein du complexe MIRO-Milton-TRAK
(Pozo and Stephenson 2011; Pekkurnaz et al. 2014).

2) La réponse cellulaire au stress

Les cellules peuvent étre exposées a différents types de stress (chaleur, salinité élevée,
métaux lourds, rayons UV, hypoxie ...). Ce stress cellulaire peut provoquer une augmentation des
protéines chaperonnes et une diminution de leur turn-over. La O-GlcNAcylation joue un role
important dans la réponse cellulaire au stress (Natasha Elizabeth Zachara, Cheung, and Hart 2004;
N. Zachara 2004) et assure une meilleure résistance des tissus ou des organes. Il a par exemple été
démontré un effet protecteur de la stimulation des niveaux de O-GlcNAcylation en cas de
traumatisme ou d’hémorragie (Xing et al. 2008; S. Yang et al. 2006; Jensen et al. 2019). En effet,
I’augmentation rapide des niveaux de O-GlcNAcylation améliore la capacité des cellules a

survivre a un stress toxique (Gerald W. Hart et al. 2011a).

D) La O-GlcNAcylation et organites cellulaires spécifiques

La O-GIcNAcylation participe aux modulations des fonctions des différents organites
présents dans les différents types cellulaires. L’UDP-GIcNAc est généralement un substrat
donneur des enzymes glycosyltransférases du réticulum endoplasmique et du Golgi qui participent
a la synthese des glucides complexes liés a 1’azote sur les protéines sécrétées. De plus, une forme
courte de I’enzyme OGA est retrouvée dans le réticulum endoplasmique (X. Yang and Qian 2017).
Les deux enzymes clés régissant la O-GlcNAcylation possédent des isoformes présents

préférentiellement dans certains compartiments cellulaires.



De nombreuses preuves permettent de penser que le cycle de O-GlcNAcylation peut se
dérouler au sein de la mitochondrie : il existe une isoforme de I’enzyme OGT (mOGT) située dans
la membrane interne de la mitochondrie (Love et al. 2003), la présence du transporteur de
nucléotides pyrimidiques (SLC25A33) de I’'UDP-GIcNAc et une activit¢ OGA détectée dans les
mitochondries isolées (P. S. Banerjee, Ma, and Hart 2015) (Figure 4). Dans cette méme étude
publiée en 2015, Ma et ses collaborateurs ont réalis€¢ une étude de O-GlcNAcylomique des
protéines mitochondriales cardiaques. Grace a cette approche, 88 protéines mitochondriales
comprenant des protéines intervenant dans la phosphorylation oxydative, le cycle de Krebs et la
B-oxydation des acides gras ont été identifiées (J. Ma et al. 2015). Les auteurs ont aussi déterminé
que la stimulation des niveaux de O-GIlcNAcylation mitochondriaux favorise la consommation
d’oxygéne au sein de la chaine respiratoire et donc la production d’ATP (J. Ma et al. 2015). Une
controverse subsiste concernant la présence de ces enzymes OGT/OGA dans le compartiment
mitochondrial (Trapannone, Rafie, and van Aalten 2016). Une étude menée par Yan Burelle et ses
collaborateurs de I'Université d'Ottawa travaillant en collaboration avec 1’équipe de recherche de
Benjamin Lauzier de I’Université de Nantes a apporté la preuve du systéme de O-GlcNAcylation
mitochondrial. A partir de mitochondries cardiaques de rats isolées, les seules isoformes mises en
évidence sont I’isoforme mitochondriale de ’'OGT (mOGT) et I’isoforme courte de ’OGA
(sOGA) (Dontaine et al. 2021) (Figure 4). Ces nouvelles données apportent des données

rationnelles quant aux mécanismes de O-GIlcNAcylation mitochondriaux.

Glucose —» Fructose-1,6- bisP —» Glycolyse

Voie de biosynthése des
hexosamines

UDP-GIcNAc

SLC25A33 UDP

UDP{GIcNAc mOGT /
—>
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o)
®

/ I Mitochondrie

o Cytosol

Figure 4 : Cycle de la O-GlcNAcylation dans les mitochondries (P. S. Banerjee, Ma, and Hart
2015; Zhao et al. 2016). OGT : O-GlcNAc transférase ; OGA : O-GlcNAcase.
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Le protéome mitochondrial provient des protéines issues de I’ADN mitochondrial et
également de I’ADN nucléaire. La O-GlcNAcylation des protéines pourrait alors avoir lieu dans
le cytoplasme avant la translocation des protéines dans la mitochondrie ou directement au sein de
la mitochondrie. La O-GlcNAcylation mitochondriale pourrait réguler de nombreuses fonctions
de la mitochondrie :

- le métabolisme énergétique mitochondrial en modulant les composants du cycle de Krebs
et de la chaine respiratoire mitochondriale, ce qui pourrait orienter la consommation
d'oxygene et la production d'ATP ;

- le seuil d'ouverture du pore de transition de perméabilit¢ induit par le calcium
(mitochondrial Permeability Transition Pore mPTP);

- la dynamique et la mobilité mitochondriale ;

- la morphologie mitochondriale ;

- l'acétylation du protéome mitochondrial ;

- le stress oxydatif mitochondrial (Zhao et al. 2016).

I1 est important de noter que la modification par O-GlcNAc des protéines mitochondriales
a été identifiée comme un mécanisme potentiel de modulation du métabolisme en cas de stress
cellulaire, avec des effets potentiellement bénéfiques et néfastes. Cela suggere que les
changements temps et niveaux dépendants de la O-GlcNAcylation peuvent avoir des effets
différents sur la fonction mitochondriale. Les altérations des composants de la chaine de transport
d'¢lectrons ont ét¢ découvertes comme des médiateurs des effets de la O-GlcNAcylation sur le

métabolisme mitochondrial (Lozano et al. 2014).

Au sein de 1’équipe de recherche de Benjamin Lauzier dans laquelle j’effectue le travail
présenté, des protéines cardiaques ont été identifiées comme O-GIlcNAcylées par spectrométrie de
masse. Une enzyme O-GIcNAcylée mitochondriale d’intérét est I’ Acétyl-Coenzyme A Synthétase
1 (ACSS1). Elle catalyse la synthése de 1'acétyl-CoA a partir d'acétate et d’acides gras a chaine
courte (Schwer et al. 2006), permettant a la cellule d’utiliser 1’acétate comme carburant lorsque la
disponibilit¢ du glucose est insuffisante (conditions cétogénes par exemple) ou pour la
thermogenese. L'acétate agit comme un capteur métabolique et régule la transcription des genes

en fonction de la disponibilité des nutriments et la réponse au stress cellulaire (Moffett et al. 2020).
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Le role métabolique et I’impact de la O-GlcNAcylation sur les mécanismes de régulation de ces

enzymes ne sont pas connus a ce jour.

E) La voie de biosynthése des hexosamines, un carrefour métabolique

Le glucose extracellulaire pénétre dans la cellule par des transporteurs spécifiques nommés
GLUT (GLUcose Transporter). Rapidement apres la naissance, 1’isoforme cardiaque de ce
transporteur, qui devient GLUT4, est dépendant de I’insuline. En effet, son adressage a la
membrane ne se fait qu’en présence de cette hormone. L’insuline est sécrétée par les cellules B des
ilots de Langerhans du pancréas dans une situation d’hyperglycémie physiologique ou

pathologique.

Le glucose étant internalisé dans la cellule, il est transformé en Glucose-6-Phosphate (Glc-
6-P) par I’action d’une hexokinase. Le Glc-6-P participe a la synthése du glycogene hépatique
principalement. Puis, il est converti en Fructose-6-Phosphate (Fru-6-P), via la phosphoglucose
isomérase. La majorité du glucose sera orientée vers la glycolyse intracellulaire pour fournir des
molécules énergétiques a la cellule, ou au niveau hépatique a la glycogénogenese. Le Glc-6-P et
le Fru-6-P sont des molécules communes entre la syntheése de glycogene, la glycolyse et la voie

des hexosamines, mais elles varient en fonction du type cellulaire.

A partir du Fru-6-P et de la glutamine, 1’enzyme GFAT catalyse de maniére irréversible la
syntheése du glucosamine-6-P (GIcN-6-P). Le GIcN-6-P est le premier composé de la voie de
biosynthése des hexosamines. La voie de biosynthése des hexosamines utilise 0,003 % du glucose
intracellulaire (Ferron, Denis, et al. 2019; Olson et al. 2020). Par la suite, le GIcN-6-P est acétylé
par la Glucosamine-6-Phosphate acétyltransférase a 1’aide de I’acétyl-coA. Cette réaction permet
la synthése du N-acétyl-glucosamine-6-phoshate (GIcNAc-6-P) qui est transformé ensuite en N-
acétyl-glucosamine-1-phoshate (GIcNAc-1-P) par la N-acétylglucosamine phosphomutase. Le
GIcNAc-1-P permet la synthése d’un composé clé de la voie : I'uridine diphosphate N-
acétylglucosamine (UDP-GIcNAc) par ’action de I"UDP-GIcNAc pyrophosphorylase. L'UDP-
GIcNAc peut également étre épimérisé en UDP-GalNAc, métabolisé en N-acétyl-mannosamine

(ManNAc), ou utilis¢ dans d'autres réactions de glycoconjugaison. En effet, I’apport d’UTP permet
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la synthese du substrat-donneur de I’enzyme OGT. L’enzyme OGT est tres affine pour ’UDP-
GlIcNAc (Haltiwanger, Blomberg, and Hart 1992). La concentration d’UDP-GIcNAc disponible
dans la cellule (Kreppel and Hart 1999) influence directement le niveau de protéines O-

GlcNAcylées en intracellulaire (Figure 5).
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Figure 5 : La voie de biosynthése des hexosamines (VBH) et O-GlcNAcylation des protéines
d'apres Yang et Qian 2017.

De plus, grace a une boucle de rétrocontrole négatif, I’'UDP-GIcNAc peut inhiber I’enzyme
GFAT initiatrice de cette voie de biosynthese. Les niveaux de O-GlcNAcylation des protéines sont
donc finement régulés (Broschat et al. 2002). La dynamique de la O-GIcNAcylation des protéines
est dépendante de I’environnement extracellulaire. La voie de biosyntheése des hexosamines est
considérée comme un senseur métabolique car la variation de I’'UDP-GlcNAc refléte le flux de
nutriments entrant dans la cellule (glucose ou glucosamine) (Obici and Rossetti 2003). Les niveaux
de O-GlcNAcylation des protéines sont 1’image de I’état physiologique de la cellule. Les
modulations de ces niveaux peuvent influencer les propriétés fonctionnelles de protéines dans de

nombreux processus biologiques et/ou physiopathologiques.

13



1) Les enzymes impliquées dans la voie de biosynthese des hexosamines

a) L’enzyme limitante de la voie de biosynthese des hexosamines, [’enzyme GFAT
i) Généralités sur [’enzyme GFAT

L’enzyme GFAT est une glutamine-fructose-6-P amidotransférase. C’est 1’enzyme
limitante de la voie de biosynthése des hexosamines. Elle utilise la glutamine pour convertir le
fructose-6-P en glucosamine-6-P. Elle catalyse de maniére irréversible cette réaction enzymatique.
Cette enzyme est présente dans de nombreuses especes telles que les mammifeéres, les levures et
les bactéries ce qui souligne I’importance des hexosamines pour le fonctionnement normal des
cellules. En effet, la dé¢létion du géne de la GFAT chez Escherichia coli et Saccharomyces pombe

entraine la mort cellulaire (Wu et al. 2011).

L’enzyme GFAT (77 kDa) est constitu¢ de deux domaines :
- une extrémité N-terminale glutamine amidotransférase (GAT2) qui catalyse I’hydrolyse de
la glutamine en glutamate et ammoniac ;
- une extrémité C-terminale sugar isomerase (SIS) qui catalyse 1’isomérisation du fructose-

6-P.

Cette enzyme GFAT présente deux isoformes codées par des genes différents chez
I’Homme. Le géne GFPTI codant I’'isoforme GFATI (Zhou et al. 1995) et le géne GFPT2, permet
la production de I’'isoforme GFAT2 (Chumakov et al. 1995). Bien que I’enzyme GFAT soit
ubiquitaire, on retrouve une prédominance de 1’isoforme GFAT]1 dans le placenta, le pancréas et

les testicules (Oki et al. 1999) alors que GFAT?2 est plutdt retrouvé dans le systéme nerveux central.

ii) Les mécanismes de régulation et d’inhibition de GFAT

L’activité de GFAT est modulée par plusieurs facteurs comme le glucose (GlIc), I’insuline
et la glutamine (Marshall, Bacote, and Traxinger 1991a; 1991b). Le contrdle de D’activité
enzymatique semble étre médié par 1’augmentation de 1’internalisation cellulaire du glucose
sanguin induite par I’insuline (Traxinger and Marshall 1991). Il existe aussi un rétrocontrdle

négatif de ’'UDP-GIcNAc qui interagit directement avec I’enzyme (Graack, Cinque, and Kress
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2001; DeHaven et al. 2001) et GlcN-6-P (Broschat et al. 2002) permettant d’inhiber I’activité
catalytique.

De plus, I’enzyme GFAT peut subir des modifications post-traductionnelles influengant
son activité enzymatique. Diverses phosphorylations ont été décrites sur des sites variables et en
fonction de I’isoforme, ces MPT entrainent soit I’activation ou I’inhibition de I’enzyme (Chang et
al. 2000; Y. Li et al. 2007; Eguchi et al. 2009). On ne connait pas, a ce jour, I’impact de ces MPT

sur I’activité de GFAT. Ce sont des pistes qui restent a investiguer.

Au cours des derni¢res décennies, de nombreux inhibiteurs pharmacologiques ont vu le
jour (Annexe 1). Ces molécules présentent une faible sélectivité pour I’enzyme, elles provoquent
donc de nombreux effets hors cible (Cervantes-Madrid, Romero, and Duefias-Gonzalez 2015)).
Les inhibiteurs induisent une diminution de la production des glycosaminoglycanes et
protéoglycanes, essentiels pour la cellule. A la suite des évaluations cliniques de ces molécules en
cancérologie, leur développement a ét¢ abandonné en phase II (Cervantes-Madrid, Romero, and
Duenas-Gonzélez 2015). A la suite d’un criblage a haut débit, le composé¢ RO0509347 a été décrit
comme un inhibiteur réversible de ’enzyme GFAT (Qian et al. 2011). Lors d’une étude menée en
2019, Pratt et ses collaborateurs n’ont pas observé de réduction de la O-GlcNAcylation globale
des protéines in vitro lors de I’utilisation de la molécule a des concentrations élevées. Ces résultats
démontrent que le RO0509347 est insuffisant pour l'expérimentation in vivo (Walter et al. 2020).
Cependant, ces données pourront encourager le développement d'inhibiteurs potentiellement plus

puissants basés sur sa structure chimique.

b) La O-GlcNAc transférase, la seule enzyme de la O-GlcNAcylation
i) Généralités sur [’enzyme OGT

L’enzyme O-GlcNAc Transférase (OGT ou  Uridine diphosphO-N-
acétylglucosamine:polypeptide B-N-acétylglucosamine transférase) est la seule enzyme capable a
partir de ’'UDP-GIcNAc, d’ajouter un résidu GlcNAc sur les groupements hydroxyles des sérines
et des thréonines des protéines. Les protéines cibles de I’enzyme OGT sont nombreuses. L’OGT

est trés conservée au cours de 1’évolution (Haltiwanger, Blomberg, and Hart 1992; Lubas et al.

1997; Kreppel, Blomberg, and Hart 1997). L’enzyme OGT est codée par un seul gene OGT. Chez
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I’Homme, on retrouve ce géne sur le chromosome X (Shafi et al. 2000; Nolte and Miiller 2002).
Sur le plan génétique, les mutations OGT sont associées a une déficience intellectuelle (Niranjan
etal. 2015; Vaidyanathan et al. 2017; Willems et al. 2017; Pravata et al. 2019; Pravata, Gundogdu,
et al. 2020; Pravata, Omelkova, et al. 2020). Les transcrits codant le géne OGT humain sont
retrouvés dans tous les types cellulaires mais a des niveaux tres élevés dans les cellules
immunitaires (lymphocytes T, B et macrophages) ainsi que dans les cellules  pancréatiques et le

systeme nerveux central (John A. Hanover, Krause, and Love 2010).

L’enzyme OGT présente 3 isoformes différents (Figure 6). Elles se distinguent par leur
localisation et leur masse moléculaire. L’isoforme mitochondriale (mOGT) possede une séquence
d’adressage a la mitochondrie (mitochondrial targeting sequence MTS). Au niveau de I’extrémité
N-terminale, les isoformes présentent des répétitions de tétra-peptides (TPR). Les TPR sont des
motifs de 34 acides aminés contenant une séquence consensus rassemblés pour former une
superhélice (Lamb, Tugendreich, and Hieter 1995). Ces motifs sont responsables de la
reconnaissance des protéines cibles de I’enzyme OGT (Blatch and Léssle 1999). L’OGT est une
protéine bifonctionnelle. Tous les isoformes présentent deux domaines catalytiques (CDI et CDII)
commun au niveau de I’extrémité C-terminale (Roos and Hanover 2000). Le CDI est le domaine
portant 1’activité enzymatique tandis que le CDII permet la liaison avec ’'UDP-GIcNAc (Wrabl
and Grishin 2001).

L’enzyme est principalement retrouvée sous la forme d’un homotrimere constitu¢ de trois
ncOGT ou hétérotrimere constitué de deux ncOGT et d’un sOGT (Haltiwanger, Blomberg, and

Hart 1992; Kreppel, Blomberg, and Hart 1997) (Figure 6).
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Figure 6: Représentation schématique de la structure protéique des trois isoformes de I’OGT
humaine (A) et les conformations homo/hétérotrimeres de 1’enzyme OGT (B).

Les TPRs (répétitions de tétra-peptides) (bleu), le MTS (domaine d’adressage vers la mitochondrie) (vert),
le domaine catalytique I (CDI) (violet) et le domaine catalytique 11 (CDII) (jaune).

ii) Les régulateurs et inhibiteurs de I’enzyme OGT

L’ UDP-GIcNAc est le substrat donneur du résidu GIcNAc a ’enzyme OGT. Une étude in
vitro a montré que de fortes concentrations d’'UDP-GIcNAc (200 mM) permettent de réguler
I’activité de I’enzyme (Dorfmueller et al. 2011), suggérant 1’existence d’un rétrocontrdle. Lors de
I’utilisation d’inhibiteurs enzymatiques de I’enzyme OGA, 1’équilibre engendre une diminution de
I’expression de I’enzyme OGT (Zhang et al. 2014). Cependant, aucune variation de I’expression
de ’enzyme OGT n’est observée en cas de KO pour OGA (Yehezkel et al. 2012). L’enzyme OGT
est la cible de plusieurs types de modifications post-traductionnelles. De maniere générale, la
phosphorylation d’OGT induit son activité glycosyltransférase (Kreppel, Blomberg, and Hart
1997; Dephoure et al. 2008; Olsen et al. 2010). A ce jour, leur influence n’est pas totalement

¢lucidée.

L’¢étude de I’enzyme OGT peut se faire par modifications génétiques. Il existe des systémes
de recombinaison CRE-LoxP qui suppriment le géne OGT dans des tissus et des types cellulaires
spécifiques (John A. Hanover, Krause, and Love 2010; Watson et al. 2014). L’enzyme OGT est
essentielle au cours du développement des mammiferes, le KO étant décrit comme 1étal dans les
embryons de souris (Shafi et al. 2000) ou a 4 semaines par induction du KO (Ida et al. 2017). Des
délétions de I’enzyme OGT tissus-spécifiques ont ¢été¢ également réalisées au niveau des
cardiomyocytes, des muscles squelettiques, du foie, du tissu adipeux, des cellules  pancréatiques,

des cellules immunitaires (macrophages, cellules T), des cellules épithéliales intestinales et des
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neurones (O’Donnell et al. 2004; Watson et al. 2010; 2014; Ida et al. 2017; Dassanayaka et al.
2017; Murata et al. 2018; Shi et al. 2018; Wei-Zhong Zhu et al. 2019; Al-Mukh et al. 2020; Mu et
al. 2020). La limite de ces modeles étant que la déplétion totale ou partielle provoque une perte
concomitante des activités catalytiques et non-catalytiques. Ceci est donc inadapté aux expériences

destinées a améliorer nos connaissances sur ces activités (Trapannone, Rafie, and van Aalten

2016).

Afin d’étudier I’'impact de ’OGT sur les processus cellulaires, le développement
d’inhibiteurs pharmacologiques s’est imposé. Ces inhibiteurs permettent d’explorer le rdle
biologique de la O-GlcNAcylation chez les eucaryotes. Un trés grand nombre de composés ont
donc été développés (Annexe 2). Leur utilisation a permis des avancées scientifiques importantes
liant le métabolisme de la O-GIcNAcylation aux pathologies. Tous ces composés provoquent une
diminution des niveaux de O-GlcNAcylation des protéines totales. Cependant, les effets hors cible
de ces inhibiteurs de I’OGT et leur manque d’internalisation intracellulaire nécessitent le

développement de nouveaux inhibiteurs qui devront €tre plus puissants et sélectifs.

¢) Les hexosaminidases

Les B-N-acétylhexosaminidases sont une classe importante de glycosidases qui catalysent
le clivage des monosaccharides terminaux N-acétyl-B-D-hexosamines, N-acétylglucosamine
(GlcNAc) et N-acétylgalactosamine (GalNAc) de divers oligosaccharides et glycoconjugués. Les
mammiferes possedent quatre genes codant ces enzymes (HEXA, HEXB, HEXC et HEXDC). Les
genes HEXA et HEXB codent respectivement une sous-unité o et une sous-unité . Les sous-unités
se dimérisent pour former trois isoenzymes : 1'hexosaminidase A (HEXA), 'hexosaminidase B
(HEXB) et I'hexosaminidase S (HEXS) (Calhoun et al. 1985; O’Dowd et al. 1985; Srinivasan et
al. 2007). Ces trois isoenzymes sont localisées dans le lysosome, ou elles hydrolysent les résidus
GlcNAc et GalNAc terminaux des glycoconjugués et des oligosaccharides. Ces trois isoenzymes
sont actives a pH acide et elles ont été tres étudiées dans des maladies génétiques comme la maladie
de Sandhoff et de Tay-Sachs. Les hexosaminidases A et B appartiennent a la famille 20 des
glycosides hydrolases (GH20) du systeme de classification des enzymes ayant une activité
glucidique (Carbohydrate-Active Enzymes database (CAZy; http://www.cazy.org)) (Lombard et
al. 2014). L'O-GlcNAcase (OGA), codée par le gene HEXC, est une B-hexosaminidase (Gao et al.
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2001). Cette enzyme ¢élimine les résidus GIcNAc des protéines portant des N-acétylglucosamines
O-liées aux résidus de sérine et de thréonine des protéines. Elle a été¢ impliquée dans un grand
nombre de processus physiologiques et s'est également avérée essentielle au développement des
mammiferes (L. Wells 2001). L’OGA est active a un pH neutre et appartient a la famille 84 des
glycosides hydrolases (GH84) dans la classification CAZy. Récemment, un quatrieme gene
HEXDC codant une B-hexosaminidase de mammifere HEXDC a été identifi¢ (Gutternigg et al.
2009; Alteen et al. 2016).

i) L’O-GlcNAcase, ['enzyme de de-OglcNAcylation

1) Généralités sur I’enzyme OGA

La O-GlcNAcase (OGA) est la seule enzyme qui permet le retrait du groupement GlIcNAc
des protéines. L’OGA est une B-N-acétylglucosamindase neutre cytosolique qui a été identifié¢e
pour la premicre fois en 1974 dans des extraits cellulaires bruts et a été appelée hexosaminidase C
pour la distinguer de ses homologues localisés dans les lysosomes (Braidman et al. 1974; Overdijk
et al. 1981). L'OGA differe de ces derniéres par sa localisation et son pH d’activité optimal. Elle
est, en effet, localisée principalement dans le cytoplasme et son activité est maximale entre les pH
5,5 et 7. La O-GlcNAcase a ¢été purifiée, s€quencée et clonée. La séquence s'est avérée étre
identique a un gene précédemment identifié, l'antigéne 5 exprimé par les méningiomes
(meningioma expressed antigen 5 MGEAS) (Heckel et al. 1998; Comtesse, Maldener, and Meese
2001). Le gene MGEAS est présent sur le chromosome 10 au niveau du locus q24.1-q24.3. Ce
locus est associ¢ a la maladie d’ Alzheimer et chez certaines populations d’ Amérique du sud a une
prédisposition au diabete de type 2 (Bertram et al. 2000; Lehman et al. 2005). Comme 1'OGT,
I'OGA est hautement conservée au cours de I’évolution entre les especes. L’OGA humaine
présente 98 % d’homologie avec I’OGA murine (Gao et al. 2001). Son expression est ubiquitaire
avec une distribution tissulaire semblable a celle de ’OGT. Elle est exprimée aux niveaux les plus

¢levés dans le pancréas, le cerveau et le thymus.

Cette enzyme OGA comprend 916 acides aminés et est composée de trois domaines :

- un domaine N-terminal avec une activité¢ catalytique similaire a celle des glycosides
hydrolases ;

- un domaine central de liaison a I’OGT (Whisenhunt et al. 2006) ;
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- un domaine C-terminal avec une séquence homologue aux histones acétyltransférases

(HAT), son rdle n’est pas totalement encore ¢lucidé (Figure 7) (X. Yang and Qian 2017).

Site de
clivage a la
caspase 3

!

IOGA (130 kDa) NH: - — D413 | — — CoOH

SOGA (75kDa) N - — —— coo

Domaine Site de liaison Domaine HAT
catalytique al'oGT

Figure 7 : Représentation schématique de la structure peptidique de I’enzyme OGA inspiré de la
revue X. Yang et Qian 2017 (X. Yang and Qian 2017).
HAT : Histone AcétylTransférase.

I1 existe deux isoformes de cette enzyme : une forme longue (I0GA) et une forme courte
(sOGA). La forme longue de 130 kDa (I0GA) est retrouvée au niveau nucléocytoplasmique. La
forme courte correspond a une forme tronquée de I’OGA de 75 kDa (sOGA) qui ne possede pas
de domaine HAT et que I’on retrouve dans le réticulum endoplasmique et dans les gouttelettes
lipidiques (Comtesse, Maldener, and Meese 2001; Keembiyehetty et al. 2015). L’activité de
I’isoforme sOGA est réduite par rapport a 1’isoforme IOGA et joue un rdle dans la stabilité des
gouttelettes lipidiques ainsi que dans la dégradation protéasomale des protéines situées a leur

surface (Eun Ju Kim, Kang, et al. 2006; Macauley and Vocadlo 2009).

2) Activité catalytique de ’enzyme OGA

Le mécanisme catalytique de l'enzyme OGA a été découvert pour la premiere fois par
Vocaldo et ses collaborateurs (Figure 8) (Macauley et al. 2005). Il se décompose en deux étapes.
La premicre étape permet la libération du substrat protéique, en passant par un intermédiaire
oxazoline. La deuxieme étape permet la libération du sucre de I’enzyme (Macauley, Stubbs, and
Vocadlo 2005). Les deux résidus catalytiques clés de 'OGA humaine sont deux aspartates 174 et
175 (Cetinbas et al. 2006). Les deux aspartates 243 et 242 permettent la liaison au subtrat
(Elbatrawy, Kim, and Nam 2020).
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Figure 8 : Mécanisme catalytique en deux étapes de I’enzyme OGA inspiré Elbatrawy et al. 2020
(Elbatrawy, Kim, and Nam 2020).

R : groupement partant ; Asp : aspartate.

Tout comme I’enzyme OGT, I’isoforme longue 10GA est également une protéine
bifonctionnelle possédant a la fois un domaine catalytique et un domaine HAT présentant une
homologie avec les HAT de type GCNS (General Control Non-repressed 5 protein) (Schultz and
Pils 2002). La protéine GCNS5 appartient a une famille d'histone acétyltransférases (HAT) ayant la
capacité de fixer de I’acétyl-coA et régulant la fonction des protéines par acétylation (Xue-Franzén
et al. 2013). Malgr¢ les premiers travaux in vitro qui suggéraient une activit¢ HAT (Toleman et al.
2004), d'autres ¢études n’ont pas confirmées ces résultats (Butkinaree et al. 2008) et suggerent que
la région devrait donc étre qualifiée de “pseudo-HAT” (Akan et al. 2018). L'isoforme sOGA
possede une extension C-terminale unique de 15 acides aminés et ne possede pas le domaine
“pseudo-HAT”. Cette forme tronquée est suffisante pour permettre le maintien d’une activité
hydrolase mais cette activité in vitro est plus faible pour certains substrats (Eun Ju Kim, Kang, et
al. 2006; Macauley and Vocadlo 2009; J. Li et al. 2010). Cela suggere que les cofacteurs cellulaires
ou la région C-terminale peuvent étre importants pour le ciblage, le repliement correct ou l'activité

enzymatique de I’OGA.

A l'intérieur du domaine d'interaction avec ’OGT, I’asparagine 413 est un site de clivage
de la caspase 3, qui n’abroge pas 1’activité de I’OGA in vitro (L. Wells 2001) et in vivo lors de
I'apoptose (Butkinaree et al. 2008) (Figure 7). Individuellement, les deux formes tronquées de
I'OGA générées suite a la coupure par la caspase 3 n'ont pas d'activité catalytique significative

lorsqu'elles sont transfectées séparément dans les cellules HeLa. En revanche, lorsque le clivage

21



de 'OGA est induit dans les cellules, I’efficacité de 1’activité hydrolase est comparable a celle de
I’OGA non clivée. Il a été proposé qu’apres la coupure protéolytique, les deux parties N- et C-
terminales se réassemblent spontanément ou restent associées (L. Wells 2001; Butkinaree et al.

2008). Le role physiologique de cette coupure sur I'OGA reste cependant a déterminer.

3) Les régulateurs clés et délétions génétiques de ’enzyme OGA

L’expression de I’enzyme OGA est trés finement régulée. Il semble exister une boucle
compensatoire entre 1’équilibre de ’enzyme OGT et OGA. En effet, lorsque la O-GlcNAcylation
est diminuée dans des fibroblastes issus de souris KO OGT, les niveaux d’expression de ’OGA
sont augmentés (Kazemi et al. 2010). Comme les enzymes décrites précédemment, GFAT et OGT,
I’enzyme OGA est la cible de modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation et la
O-GlcNAcylation retrouvées dans différents tissus tels que le cerveau de rat, de souris et les
cellules souches embryonnaires humaines (Khidekel et al. 2007; Rigbolt et al. 2011; Trinidad et
al. 2012). Cependant, ces MPT ne semblent pas modifier I’activité de I’enzyme OGA et leurs roles

ne sont pas totalement déterminés.

Afin d'améliorer nos connaissances sur les fonctions cellulaires de I’enzyme OGA, des
modeles animaux KO OGA ont été générés. Le KO de 'OGA chez C. elegans reproduit un grand
nombre des changements métaboliques et de signalisations associés a la résistance a I'insuline chez
I'Homme. Dans cette situation, le nématode est viable mais il présente des dérégulations dans le
stockage des lipides et du glycogene (Forsythe et al. 2006). Cependant, une étude menée en 2012
sur des rongeurs a montré le réle central de I’enzyme OGA au cours du développement car
l'extinction de son géne provoque un retard embryonnaire des souris et une 1étalité périnatale. Les
fibroblastes embryonnaires KO OGA présentaient des défauts mitotiques et une instabilité

génomique (Y. R. Yang et al. 2012).

L’¢tude de I’enzyme OGA peut ¢également étre réalisée par I'utilisation d’inhibiteurs
enzymatiques induisant une augmentation de la O-GlcNAcylation des protéines. Nous allons nous
intéresser a I’atout de la stimulation des niveaux de O-GlcNAc dans un contexte pathologique pour

comprend I’intérét de I’optimisation des inhibiteurs de I’OGA.

22



I1I) Impact de la O-GlcNacylation dans les mécanismes physio-
pathologiques

La O-GIcNAcylation des protéines repose sur un équilibre dynamique. Le maintien de
I’homéostasie des niveaux de O-GIcNAcylation est essentiel au fonctionnement normal de
I’organisme chez I’Homme ainsi que chez de nombreuses especes. Lors de la perturbation de
I’homéostasie, il a ét¢ démontré que la O-GlcNAcylation était impliquée dans la pathogenése de

nombreuses maladies humaines (X. Yang and Qian 2017).

A) Effets physiologiques des variations de la O-GlcNAcylation

1) Variations au cours du développement

La communauté scientifique s’est rapidement rendu compte de I’importance de la O-
GlcNAcylation au cours du développement embryonnaire. Comme les études citées
précédemment, la délétion des genes OGT/OGA dans les modeles animaux conduit
majoritairement a des organismes non viables. Ces études génétiques ont permis d’établir le role

essentiel de la O-GIcNAcylation au cours du développement (Gerald W. Hart et al. 2011b).

En 2020, Dupas, Denis et leurs collaborateurs ont étudi¢ la O-GlcNAcylation des protéines
lors du développement post-natal chez le rat. Il s’aveére que le régime alimentaire, donc les
transitions métaboliques subies par 1’organisme au cours de cette période, ne semble pas influencer
les niveaux de O-GlcNAcylation de protéines de différents tissus. Pendant la période feetale, le
coeur dépend entierement du glucose et du lactate pour générer de I'ATP. Apres la naissance, le
métabolisme cardiaque passe rapidement aux lipides dérivés du lait maternel pour la production
d'ATP, avant de passer a un mélange de glucides et de lipides a I'dge adulte. Les chercheurs ont pu
mettre en évidence une réduction constante des niveaux de O-GlcNAcylation cardiaque de la
naissance jusqu’a 1’age adulte. Les niveaux de O-GlcNAcylation cérébrale et hépatique semblent
légerement augmentés pendant les premiers stades de la vie. Par conséquent, la O-GIcNAcylation

des protéines s’adapte au cours du développement en fonction du tissu cible (Dupas et al. 2021).
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2) Maintien de ’homéostasie des niveaux O-GlcNAcylation

Du fait de son rdle central dans la régulation spatio-temporelle des processus cellulaires en
réponse a des signaux nutritionnels et hormonaux, la O-GlcNAcylation fait 1’objet d’un équilibre
trés précis. Yang et Qian proposent 1’existence d’une “zone optimale” des niveaux totaux de O-
GlcNAcylation permettant de préserver une fonction cellulaire normale (X. Yang and Qian 2017)

(Figure 9).

Zone tampon

A
A 4

PATHOLOGIE

_ : ZONE
OPTIMALE

Niveaux de O-GIcNAcylation
cellulaire

[ /PATHOLOGIE

Disponibilité des nutriments

v

Stress cellulaire
Figure 9 : Homéostasie des niveaux de O-GIcNAcylation totaux cellulaire et systéme de

régulation commun par le couple d’enzyme OGT/OGA dépendant de la disponibilité¢ des

nutriments et du stress cellulaire inspiré de Yang et Qian en 2017 (X. Yang and Qian 2017).

Lors de la présence de stress légers ou de perturbations modérées et aigués de la
disponibilité¢ des nutriments, les niveaux de O-GlcNAcylation totaux semblent €tre maintenus
grace a la régulation concomitante du couple OGT/OGA. Ce systéme “tampon” semble étre di a
I’équilibre précis entre de 1’expression et 1’activité des enzymes OGT/OGA. Des preuves de ces
mécanismes ont ét¢ identifiées. Par exemple, I’enzyme OGA est capable d’augmenter I’expression
de ’enzyme OGT et inversement, une inhibition pharmacologique de 1’enzyme OGA semble
favoriser une transcription compensatoire du géne MGEAS5 (Zhang et al. 2014). De plus, comme
décrit précédemment, ce couple d’enzyme est connu pour étre lui-méme O-GIcNAcylé. Ce
phénomene suggere une auto-régulation post-traductionnelle fine (Kreppel, Blomberg, and Hart

1997; Khidekel et al. 2007).
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En cas de perturbations séveres et chroniques, les niveaux de O-GlcNAcylation totaux
tendent a varier de maniere importante. En effet, un stress excessif et/ou une carence prolongée en
nutriments perturbent le systeme “tampon” cellulaire. On observa alors une perte de I’homéostasie,

contribuant a la pathogénie de diverses maladies humaines (Figure 9).

B) La O-GIcNAcylation en lien avec des pathologies

La O-GlcNAcylation ubiquitaire repose sur un processus dynamique. Cette modification
post-traductionnelle joue un rodle croisé¢ avec la phosphorylation et dépend de nombreux facteurs.
Il n’est pas surprenant qu’on la retrouve décrite dans diverses pathologies humaines. La chronicité
de la pathogenese est une notion essentielle lorsque 1’on aborde cette modification post-
traductionnelle. En effet, dans les maladies chroniques comme le diabéte, 1a neurodégénérescence,
les maladies cardiovasculaires et le cancer, une hyper-O-GlcNAcylation chronique est délétere.
Dans le cadre de la recherche thérapeutique, il apparait donc intéressant de réduire les niveaux de
O-GlcNAcylation pour pallier a ces effets néfastes. De nombreuses études ont toutefois également
démontré son effet bénéfique dans le contexte de pathologies aigu€s (principalement dans des
situations de choc septique et hémorragique). Dans ce contexte, il pourrait étre intéressant de

stimuler les niveaux de O-GIcNAcylation totaux pour limiter les dommages encourus.

1) Les niveaux de la O-GIcNAcylation sont dérégulés dans les pathologies
chroniques

a) Les cancers

Le cancer repose sur une reprogrammation métabolique lors de laquelle la glycolyse
devient la principale source d’énergie. Le glucose pénetre de maniere accrue dans les cellules
cancéreuses. Il permet 1’augmentation de la glycolyse mais permet aussi de stimuler de manicre
plus importante la voie de biosyntheése des hexosamines (Z. Ma and Vosseller 2014). Dans ce
contexte, les niveaux de O-GIlcNAcylation des protéines qui reposent sur un systéme de régulation
complexe ne sont pas toujours augmentés. Parmi les protéines cibles, de nombreux suppresseurs
de tumeurs et oncogenes sont O-GlcNAcylées dont la protéine c-Myc (Chou, Hart, and Dang
1995), la protéine pRB (Lance Wells, Slawson, and Hart 2011), le suppresseur de tumeur HIC1
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(Lefebvre et al. 2004). L'interaction entre la O-GlcNAcylation et la phosphorylation sur la sérine
16 module également les fonctions des récepteurs aux cestrogenes, impliqués dans la progression
de certains cancers du sein (Cheng and Hart 2001). La O-GlcNAcylation joue un role majeur au
sein des cellules cancéreuses impactant la prolifération, la survie, I’invasion, I’angiogenese et les

métastases (Z. Ma and Vosseller 2014).

b) Le diabete de type 2

Le diabéte de type 2 est un désordre métabolique caractérisé par une hyperglycémie
chronique due a une résistance des cellules a I’insuline (Abdul-Ghani 2013). Les complications a
long terme du diabéte de type 2 sont liées a la perturbation du métabolisme lipidique, a la gluco-
toxicité, a la formation des produits finaux de glycation et au stress oxydant (Brownlee 2001;
Abdul-Ghani 2013). La O-GIcNAcylation a rapidement été associée au diabete et a la toxicité du
glucose (D. A. McClain and Crook 1996; Donald A. McClain 2002). L’hyperglycémie chronique
induit une altération des voies de signalisation intracellulaires (Park, Ryu, and Lee 2005; Gandy,
Rountree, and Bijur 2006; Soesanto et al. 2008; Whelan et al. 2010; S. Wang et al. 2012), du turn-
over des facteurs de transcription provoquant une expression anormales des génes (Andrali, Qian,
and Ozcan 2007; Gao, Miyazaki, and Hart 2003) au sein de différents tissus (Vaidyanathan and
Wells 2014). L hyperglycémie chronique entraine des altérations a long terme sur les fonctions
cellulaires dont la O-GlcNAcylation des protéines. En 2008, une étude soutient I’implication
directe de la O-GIcNAcylation et la voie de biosynthése des hexosamines dans la résistance a
I’insuline (Whelan, Lane, and Hart 2008; X. Yang et al. 2008).

La O-GlcNAcylation ¢levée de maniére chronique dans le diabete de type 2 serait
impliquée dans la physiopathologie des cardiomyopathies diabétiques (R. J. Clark et al. 2003;
Ramirez-Correa et al. 2008; Y. Hu et al. 2009; J. Ma et al. 2016). Cela entraine une décroissance
prolongée de la concentration de calcium intracellulaire et une diminution de I’expression de
SERCAZ2a dans les cardiomyocytes (R. J. Clark et al. 2003). En 2008, Ramirez-Correa et ses
collaborateurs ont montré que la O-GlcNAcylation excessive des protéines contractiles du muscle
cardiaque contribue a leur dysfonctionnement dans le diabete (Ramirez-Correa et al. 2008).

Dans ces contextes pathologiques de cancer et de diabéte de type 2, la O-

GlcNAcylation des protéines est responsable d’effets déléteres. Il apparait donc pertinent de
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diminuer les niveaux de O-GlcNAcylation des protéines a 1’aide d’inhibiteurs pharmacologiques

de ’enzyme OGT.

c) Les maladies neurodégénératives

Les niveaux de O-GIcNAcylation sont particulierement abondants dans le cerveau. Un lien
a été établi entre un défaut du métabolisme glucidique et les maladies neurodégénératives telles
que la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Shafi et al. 2000; Dias and Hart 2007).

Les dépots de peptide amyloide (AB1-42) sous forme de plaques et ’hyperphosphorylation
de la protéine Tau a I’origine de la dégénérescence neurofibrillaire sont les deux mécanismes
physiopathologiques de la maladie d'Alzheimer. Une perturbation du métabolisme du glucose
intra-cérébral est également retrouvée. Dans ce contexte pathologique, on observe une diminution
des niveaux de O-GlcNAcylation. Dans un cerveau sain, la protéine Tau est fortement O-
GlcNAcylée tandis qu’elle est hyperphosphorylée en cas de pathologie (Gerald W. Hart et al.
2011b; Y. Zhu et al. 2014) (Figure 10). La O-GlcNAcylation semble donc neuroprotectrice, et
une stimulation de celle-ci pourrait €tre une stratégie thérapeutique intéressante dans le traitement
de la maladie d'Alzheimer ou pour d’autres tauopathies (Vaidyanathan and Wells 2014; Y. Zhu et
al. 2014). Le ciblage pharmacologique de 1’enzyme OGA, qui diminue les niveaux de O-
GlcNAcylation, s’est révélé prometteur dans les modeles animaux de la maladie d’ Alzheimer. La
maladie d’ Alzheimer est la premicre indication pour laquelle une étude de phase I d’essai clinique

a été mise en place pour un inhibiteur de I’enzyme OGA (Selnick et al. 2019).

Inhibiteur
OJéA K Progression
® © inases © @ @ pathologique
—= A >
G @ © OGT Phosphatases P P

Protéine Protéine Protéine Tau
Tau soluble Tau soluble Phosphorylée

Agrégat protéine Tau
insoluble

Figure 10 : Hypothese de I’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation des protéines
empéchant l'agrégation de la protéine Tau d’apres (Selnick et al. 2019).

La modification cellulaire de la protéine Tau avec O-GlcNAc (G) par OGT maintien la protéine sous une
forme soluble stable. Les niveaux d'équilibre de O-GlcNAc sont maintenus par les actions antagonistes de
l'OGT et de I'OGA. Les protéines peuvent étre phosphorylées (P) par les kinases et déphosphorylées par
les phosphatases. Ces protéines sont couplés a des modifications supplémentaires, notamment l'ajout de
groupes nitro (N), acétyle (A) et ubiquitine (U), conduisant a des oligomeres puis a des agrégats Tau
insolubles.
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d) Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardio-vasculaires sont la premiere cause de mortalité dans le monde. Les
maladies cardiovasculaires regroupent un ensemble de troubles affectant le coeur et les vaisseaux
sanguins (‘Cardiovascular diseases (CVDs)’). Dans un mod¢le d’accident vasculaire cérébral avec
occlusion transitoire ou permanent de I’artere cérébrale moyenne, 1’injection intra-péritonéale (IP)
de Thiamet G, puissant inhibiteur de I’enzyme OGA, a permis a la fois de réduire 1’infarctus chez
les souris et d’améliorer les scores neurologiques chez les souris agées (M. Jiang et al. 2017). Une
augmentation de la O-GlcNAcylation des protéines a ¢té constatée dans des biopsies cardiaques
de patients atteints de sténose aortique par rapport aux patients non hypertrophiés (Lunde et al.
2012). Chez les patients souffrant d’une insuffisance cardiaque, une augmentation d’environ 20 %
des niveaux totaux de O-GlcNAcylation des protéines a été observé par rapport aux individus sans
insuffisance cardiaque (Dassanayaka et al. 2017). Plusieurs études ont montré qu’une O-
GlcNAcylation excessive et prolongée conduit au dysfonctionnement mitochondrial dans les
cardiomyocytes notamment par la modification des protéines clés de la chaine de transport des

¢lectrons (Y. Hu et al. 2009; P. S. Banerjee, Ma, and Hart 2015).

2) Impact de la O-GlcNAcylation dans les pathologies aigués

La chronicité de la pathologie et I’impact sur I’organisme est une notion centrale lors de
I’é¢tude de la O-GIcNAcylation. Dans le cadre des pathologies aigué€s, nous allons nous concentrer
sur I’impact de la O-GIcNAcylation des protéines cardiaques au vu des études montrant un effet

cardioprotecteur.

De nombreuses études ont mis en évidence un effet cardioprotecteur de la stimulation aigué
de la O-GlcNAcylation. La stimulation prévient les lésions tissulaires lors d’un infarctus du
myocarde en lien avec le stress oxydant, la surcharge calcique, le stress du réticulum
endoplasmique ainsi que dans les lésions causées par I’ischémie/reperfusion ou durant un choc
hémorragique (Fiilop et al. 2007; Fiilop, Marchase, and Chatham 2007; Jones et al. 2008; Chatham
and Marchase 2010; Marsh, Collins, and Chatham 2014; Jensen et al. 2019). Cette protection a

également été observée lors de dysfonction contractile induite par le sepsis (Ferron et al. 2019).
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Les niveaux d’O-GlcNAcylation peuvent étre stimulés par plusieurs méthodes telles que
I’apport de glucosamine qui permet de stimuler la voie de biosynthése des hexosamines en
shuntant ’enzyme GFAT ou I’utilisation d’inhibiteur pharmacologique d’OGA (e.g. NButGT,
Thiamet G). Cette stimulation aigué participe a la récupération myocardique et améliore la survie
des animaux (J. Liu et al. 2006; Laczy et al. 2010). En 2019, Lauzier et ses collaborateurs ont
montré que la stimulation des niveaux d’O-GlcNAcylation induit une amélioration des fonctions
cardiovasculaires, hépatiques et rénales, des marqueurs de souffrance tissulaire et une réduction
de la mortalité dans 2 modeles de choc septique sur des rats adultes (Ferron, Cadiet, et al. 2019) et

chez le rat jeune (Denis et al. 2021).

La méme équipe de recherche travaille sur diverses pathologies aigués dont le point
commun est I’état de choc. Ce syndrome clinique correspond a une incapacité¢ du systeme
circulatoire a assurer les besoins de I’organisme, ce qui conduit a une altération de 1’oxygénation
et du métabolisme des tissus conduisant a une défaillance multi-organes. Cet état de choc est une
urgence clinique qui peut rapidement engendrer le déces du patient. Il existe différents types d’état

de choc tels que le choc septique ou hémorragique.

a) Le choc septique
En 2017, le choc septique a entrainé le décés de 11 millions de patients dans le monde
(Rudd et al. 2020). Il se définit comme un dysfonctionnement d’organes résultant d’une réponse
dérégulée de 1’hote a I’infection (Singer et al. 2016). Le sepsis est communément défini comme
une cascade évolutive allant du Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique (SRIS) au choc

septique.

Un patient est considéré en état de SRIS s'il présente au moins 2 critéres suivants (Figure 11) :
- une dysfonction respiratoire (fréquence respiratoire ou FR supérieure a 20
respirations/min) ;
- une pression partielle en dioxyde de carbone artériel (PaCO>) inférieure a 32 mmHg ;
- une dérégulation de la température par une hypothermie (moins de 36°C) ou une
hyperthermie (plus de 38°C) ;

- une tachycardie (fréquence cardiaque ou FC supérieure a 90 battements par minute) ;
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- un ¢état hyper ou hypo-inflammatoire (avec un compte leucocytaire respectivement

supérieur a 12 000 ou inférieur a 4 000 cellules/mL).

Le sepsis correspond ainsi a un SRIS avec une infection suspectée ou confirmée clinico-
biologiquement. Il peut évoluer vers un sepsis sévere dans lequel s’associe un sepsis avec une
défaillance d’organes ou une hypo-perfusion ou une hypotension. /n fine, le choc septique est un
sepsis sévere comprenant une hypotension persistante malgré un remplissage adéquat,
accompagné ou non de signes d’hypoperfusion et nécessité d’administration d’amines
vasopressives. En outre, le choc septique ajoute une défaillance cardiaque et circulatoire. Le choc
septique provoque également une altération des divers métabolismes : lipidique et glucidique

(Dhainaut et al. 1987).

Les causes principales des infections septiques sont bactériennes (88 %), virales,
parasitaires, fongiques (7 %). Cela provoque principalement des infections pulmonaires, pour
environ la moitié des cas mais aussi abdominales et uro-génitales (Angus et al. 2001; Mayr, Yende,

and Angus 2014; Quenot et al. 2013) (Figure 11).

SRIS INFECTION
Y
Respiration
FR > 20 r/min ou SEPSIS 88 %
PaCO, < 32 mmHg Bactérienne
o / CHoC
SEPTIQUE
( Température 7%
>38°Cou<36°C ) Défaillance Virale,
multiorgane + Parasitaure ou
Tachycardie | maboiaue Fongique

K FC>90bpm /
/" Leucocytes 5%
‘ >12 000 cell/mL Indéterminée
\_.ou < 4000 cell/mL /
Figure 11 : Définition du sepsis et du choc septique adapté d'apres Martin, 2012 (G. S. Martin
2012) issus de la these de Marine Ferron 2017.

FC : fréquence cardiaque, FR: fréquence respiratoire, PaCQO; : pression partielle en dioxyde de carbone
artériel, r/min : respiration par minute, SRIS : syndrome de réponse inflammatoire systémique.

Actuellement, les traitements de référence du choc septique sont : le controle de I’infection
a ’origine du sepsis par ’administration d’antibiotiques et la correction de 1’hypotension par un

remplissage vasculaire, associé ou non, a I’administration de vasopresseurs, afin de maintenir une
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pression artérielle moyenne suffisante pour assurer une bonne perfusion des organes (Singer et al.
2016). Il existe une notion de la “Golden Hour” basée sur le taux de survie des patients ayant recu
une antibiothérapie dans la premiere heure de prise en charge. Le taux de survie est de 79,9 % mais
diminue de 7,6 % a chaque heure qui passe. Le délai de la prise en charge est donc un déterminant

primordial pour la survie des patients (Kumar et al. 2006).

b) Le choc hémorragique
Le choc hémorragique est a 1’origine de la moiti¢ des déces apres un traumatisme grave.
Le choc hémorragique correspond a une perte brutale ou rapide de sang entrainant une perfusion
insuffisante des tissus entrainant un déséquilibre entre la demande en oxygene tissulaire et la
capacité de I’organisme a en fournir. On distingue classiquement quatre catégories de choc :
hypovolémique, cardiogénique, obstructif et distributif. Le choc hypovolémique se produit
lorsqu’il y a une diminution du volume intravasculaire au point de compromettre le systeme

cardiovasculaire. Il peut étre causé par une déshydratation sévere ou une perte de sang.

Lors d’un choc hémorragique, une augmentation de la fréquence cardiaque et de la
contractilité causée la perte de volume sanguin se produit. Cela entraine une activation du systéme
nerveux sympathique et une vasoconstriction périphérique. En général, on observe une légere
augmentation de la pression artérielle diastolique avec un rétrécissement de la pression du pouls.
Comme le remplissage ventriculaire diastolique continue a diminuer et que le débit cardiaque
diminue, la pression artérielle systolique baisse. Par conséquent, le sang est détourné des membres
périphériques pour préserver les organes vitaux tels que le cceur et le cerveau. Ce phénomene a
pour finalité de priver les autres tissus d’oxygene, ce qui augmente la production d’acide lactique
et aggrave 1’acidose. En ’absence de correction ou de prise en charge, ’hypoxémie et 1’acidose

peuvent entrainer la mort du patient (O’Brien et al. 2020).

La réanimation initiale consiste en priorit¢ a contrdler la source de I’hémorragie ou de la
déshydratation puis les dommages. La prise en charge consiste a réaliser un remplissage vasculaire
par une réanimation hémostatique. L’ utilisation précoce de produits sanguins est préconisée. Une

réanimation par cristalloide est également possible.
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La précocité de prise en charge des patients en état de choc est un €lément clé pour
améliorer la survie des patients. Une augmentation aigué€ de la glycémie est fréquemment observée
dans les situations de choc. Le stress provoqué par le choc induit une hyperglycémie qui active la
voie de biosynthése des hexosamines. Ce phénoméene adaptatif a été rapporté comme améliorant
la survie cellulaire en conditions de stress. Par conséquent, il existe un besoin de nouveaux
traitements métaboliques dans 1’objectif d’améliorer la survie des patients en état de choc. Deux
¢tudes menées sur le choc septique et hémorragique ont permis d’améliorer la survie des animaux
a des temps précoces lors de la combinaison des traitements de références avec des inhibiteurs
pharmacologiques de I’enzyme OGA (S. Yang et al. 2006; Ferron, Cadiet, et al. 2019; Denis et al.
2021).

La stimulation de la O-GlcNAcylation des protéines apparait donc comme une cible
thérapeutique pertinente dans les pathologies aigu€s. Une des méthodes pour permettre de stimuler
les niveaux de O-GlcNAcylation est 1’administration d’inhibiteurs enzymatiques de 1’enzyme

OGA. Au cours des dernieres décennies, de nombreuses molécules ont été développées.
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Partie 2 : Une voie de recherche thérapeutique pour la prise en
charge de ces pathologies aigués a ’aide de différents inhibiteurs
enzvmatiques de ’OGA.

I) Les caractéristiques pharmacodynamiques d’un inhibiteur
enzymatique de OGA

A) Généralités sur 1'utilisation des inhibiteurs de I'OGA in vitro

L’activité basale de I’enzyme OGA est régie par la concentration de substrat disponible.
Les niveaux de O-GIcNAcylation des protéines augmentent jusqu’a atteindre un équilibre. Or, lors
de I’ajout d’un inhibiteur compétitif de ’enzyme OGA, Dlactivit¢ de ’OGA diminue et le
Km(apparent) augmente. Cependant, I’enzyme OGT continue de fonctionner et les niveaux de O-

GlcNAcylation vont continuer d’augmenter jusqu’a atteindre un nouvel équilibre (Figure 12).
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Figure 12 : Cinétique basale et inhibée de I’activité de I’enzyme OGA en fonction de la

concentration de substrats selon (Macauley and Vocadlo 2010).

Une étude protéomique quantitative a montré qu’une augmentation de 1,5 a 40 fois des
niveaux de O-GlcNAcylation sur les protéines lors du traitement des cellules avec un inhibiteur

d'OGA (Khidekel et al. 2007).
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B) Les divers inhibiteurs enzymatiques de I’enzyme OGA

De nos jours, de nombreux outils ont ét¢ développés pour moduler les niveaux O-
GlcNAcylation des protéines. Si les animaux transgéniques KO OGT ou OGA décedent in utero
(Shafi et al. 2000; Ida et al. 2017) ou rapidement apres 1’induction du KO (Y. R. Yang et al. 2012;
Keembiyehetty et al. 2015), les inhibiteurs pharmacologiques d’OGT/OGA permettent quant a eux
d’¢étudier la O-GlcNAcylation. Cependant leur développement a été compliqué car ils exercent des
effets sur d’autres voies de signalisation. Les inhibiteurs d’OGA ont bénéficié d’un développement
plus rapide, ils sont pour la plupart plus solubles dans des solvants compatibles avec le vivant. A
ce jour, comme aucune donnée de structure complete de I’OGA humaine n'a été découverte le
développement d’inhibiteurs est limité et ils présentent souvent un manque de sélectivité. Les
molécules développées présentent une demi-vie trés courte (de I’ordre de la dizaine de minutes) et
induisent une réponse rapide et réversible sur la fonction de I’enzyme OGA. Les petites molécules
développées ont été tres largement utilisées pour induire une augmentation des niveaux totaux de
la O-GlcNAcylation des protéines au sein de cellules en culture ou chez les animaux pour 1’analyse

des effets phénotypiques (Elbatrawy, Kim, and Nam 2020).

Parmi les inhibiteurs de I’enzyme OGA développés, une grande majorité a une structure a
base de carbohydrates. Historiquement, I’enzyme OGA est inhibée chimiquement a 1’aide
d’analogues du motif GIcNAc comme la molécule de PUGNACc (D. L. Dong and Hart 1994). Du
fait du manque de sélectivité pour I’enzyme OGA (Gao et al. 2001; Mehdy et al. 2012) et la toxicité
pour les cellules eucaryotes (Pathak et al. 2008), des dérivés du PUGNAc ont vu le jour comme la
GlcNAcstatine (Dorfmueller et al. 2011), la GIcNAc-Thiazoline (Knapp et al. 2007) ou encore
I’hybride PUGNAc-imidazole. De nos jours, le NButGT et Thiamet G sont les inhibiteurs de OGA
les plus puissants et les plus efficaces (Macauley et al. 2005; Yuzwa et al. 2008) (Figure 13).
D’autres molécules inhibitrices ont été développées mais ne seront pas présentées en détail.
Cependant, certaines molécules inhibant ’OGA ne sont pas basées sur une structure a base

d'hydrates de carbone (Annexe 3).
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Figure 13 : Quelques inhibiteurs connus de ’OGA humaine (Cekic et al. 2016).

1) Les inhibiteurs a base de carbohydrates

Les inhibiteurs a base d’hydrates de carbone ont suscité un grand intérét pour 1'é¢tude du
role physiologique de la O-GlcNAcylation (Lillelund et al. 2002). Parmi ces inhibiteurs, nous

allons nous intéresser préférentiellement a la molécule de Thiamet G.

a) Le Thiamet G

Dans ’objectif d’améliorer la stabilit¢ chimique de la molécule de NButGT, la molécule
de Thiamet G, [(3aR,5R,6S,7R,7aR)-2-ethylaminO-3a,6,7,7a-tetrahydrO-5- (hydroxymethyl)-5H-
pyrano(3,2-d)thiazole-6,7-diol], a ét¢ développée. Le Thiamet G (TG), inhibiteur compétitif
d’OGA, est stable dans une solution aqueuse, il présente une affinité de liaison avec I’enzyme
OGA 30 fois supérieure a celle du NButGT. Sa sélectivité pour I’enzyme est 37 000 fois supérieure
a celle de ’HEXB (Yuzwa et al. 2008). Cet inhibiteur est plus efficace en culture cellulaire pour
I’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation (CE50 = 30 nM) (Macauley and Vocadlo 2010).
La molécule de TG a été administrée par voie intraveineuse (IV), intrapéritonéale (IP) ou par voie
orale (VO) dans I’eau de boisson pour les modéles animaux et elle traverse la barriere hémato-

encéphalique (BHE) (Yuzwa et al. 2008; 2014) (Tableau 2).
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Tableau 2 : Résumé des données pharmacologiques sur la molécule de Thiamet G (Yuzwa et al.

2008)

OH
HO ©
Ho EIoLIL LI(CELY Sélectivité

N S (nM) (nM)
S

Y

HN S

Thiamet G 30 21 37000

Lors de I’interaction du TG avec I’homologue bactérien de I’enzyme OGA (Bacteroides
thetaiotaomicron (BtOGA)), il existe des différences importantes avec la molécule de NButGT ce
qui pourrait expliquer I’augmentation de sa puissance. En effet, le groupement amine exocyclique

permet de rapprocher le TG par une 1égére contraction du site actif (Yuzwa et al. 2008).

L'étude des parametres pharmacocinétiques du TG réalisée chez le rat montre que le TG
présente une demi-vie (T12) améliorée par rapport au NButGT (30 min vs 1,4 h) et une distribution

tissulaire (Vd) faible. La biodisponibilité (F) du TG est relativement faible (Tableau 3).

Tableau 3 : Paramétres pharmacocinétique du Thiamet G chez le rat male (Selnick et al. 2019)

Fraction Dose AUC Clairance
Composé libre IV/VO orale v T2 1V vd F
(% 1/h) (mg/kg) (uM.h.kg/ | (mL.min" (h) (L/kg) (%)
mg) kg
Thiamet G | 73/76 1120 0.8 25,0 1,40 1,50 30,0

AUC : Aire sous la courbe ; F : biodisponibilité ; IV : intraveineuse ; v/h : rat/humain ; Vd : Volume de
distribution, VO : voie orale.

L’inhibiteur TG a €té utilisé par de nombreuses équipes de recherche pour étudier 1’effet
de la stimulation des niveaux de O-GlcNAcylation dans les maladies neurodégénératives (maladie
d'Alzheimer), dans les pathologies cancéreuses ainsi que dans des modeles animaux d'épilepsie
(Yuetal. 2012; Borghgraefet al. 2013; C. Kim et al. 2013; Graham et al. 2014; Yuzwa et al. 2014;
Ding et al. 2014; Sanchez et al. 2018). McEachern et ses collaborateurs ont déterminé les
parametres pharmacodynamiques de la molécule de TG dans le cerveau du rat apres une dose orale

unique (Selnick et al. 2019). L'inhibiteur TG a entrainé une augmentation de 85 % des protéines
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cérébrales O-GIlcNAcylées par rapport au groupe controle aprés 8 heures. Les niveaux des
protéines O-GlcNAcylées cérébrales sont restés ¢€levés a 75% aprés 24 h. La perméabilité
apparente (Papp) du TG est relativement faible et sa vitesse de diffusion a travers la BHE est
relativement lente, ce qui permet ’accumulation des effets de 1’inhibiteur pendant les 8 premieres

heures (Selnick et al. 2019).

A ce jour, aucune donnée n’est disponible sur la cinétique d’internalisation de la molécule

de TG dans les compartiments subcellulaires et en particulier dans la mitochondrie.

A travers tous les inhibiteurs développés a ce jour, il est apparu que des modifications
chimiques subtiles de la structure des inhibiteurs affectent de maniere importante 1’affinité de
liaison au sein du site actif de I’enzyme. Il existe un besoin urgent de disposer d’une bibliotheque
plus importante d’inhibiteurs de ’enzyme OGA dont des molécules qui agiraient spécifiquement

au niveau des protéines mitochondriales O-GlcNAcylées.

IT) Le développement d’un nouvel inhibiteur pharmacologique de ’OGA

Les outils d’étude de la modification des protéines sont limités a ce jour. Une grande
question reste a investiguer : “Comment la O-GlcNAcylation des protéines peut influencer la
localisation spécifique et modifier le rdle des protéines en réponse a diverses conditions
physiopathologiques ?”. L’équipe de recherche de Benjamin Lauzier travaille en collaboration
avec le laboratoire CEISAM & Nantes. A partir de la structure chimique de la molécule de Thiamet
G précédemment décrite, le développement d’inhibiteurs optimisés de la molécule de Thiamet G
ciblant la mitochondrie a été réalisé. A terme, I’objectif est de développer une molécule utilisable

dans les pathologies aigués.

A) Le développement d’un inhibiteur de I’enzyme OGA mito-ciblé

1) L’impact du traitement Thiamet G sur les mitochondries cardiaques

Il est désormais reconnu que la O-GlcNAcylation existe de manieére dynamique dans les

mitochondries, et que cette modification post-traductionnelle module la fonction mitochondriale.
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Lors de I’analyse des cceurs de rats traités au Thiamet G a de fortes concentrations en comparaison
a ceux non traités, le traitement aigu augmente les niveaux de O-GlcNAcylation des protéines
mitochondriales cardiaques (J. Ma et al. 2015). De plus, le Thiamet G induit une augmentation de
la consommation mitochondriale d’oxygéne et la production d’ATP. Ce traitement a aussi permis
de lever le seuil d'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondrial (mitochondrial
Permeability Transition Pore mPTP). Une surcharge calcique intracellulaire, un stress oxydant ou
une irradiation ionisante, ouvre le mPTP. Il crée un pore dans la membrane mitochondriale et
permet la libération dans le cytoplasme du cytochrome C qui provoque 1’apoptose de la cellule (J.

Ma et al. 2015).

En 2019, Chatham et ses collaborateurs ont étudié I’impact du Thiamet G sur des lignés de
cardiomycoytes humains (AC16). Ils ont constaté que l'augmentation aigué¢ des niveaux de O-
GlcNAc par un traitement Thiamet G pendant 6 heures a entrainé une diminution des activités des
complexes I, II et IV de transport des électrons mitochondriaux. Le nombre de mitochondries est
resté stable, tandis qu'une augmentation de I’expression des protéines du complexe a été observée.
Ces variations ont été associées a une accumulation de protéines mitochondriales ubiquitinées. De
plus, il est intéressant de noter que I'augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation des protéines
¢tait associée a une diminution de 1’expression de la protéase mitochondriale Lon homologue 1
(LonP1). La protéine LonP1 est connue pour cibler les sous-unités du complexe IV et d'autres
protéines mitochondriales. Ces données suggerent que l'altération de la bioénergétique
mitochondriale pourrait étre due a une altération du renouvellement des protéines du complexe

mitochondrial dépendant de LonP1 (Wright et al. 2019).

D’autres études ont évalué I’'impact de la O-GlcNAcylation sur la fonction mitochondriale.
Lors d’une étude réalisée sur des mitochondries cardiaques isolées, plus d’une centaine de
protéines O-GIcNAcylation ont été identifiées notamment les protéines de la phosphorylation
oxydative. Une hyper-O-GlcNAcylation mitochondriale aigué€ induite in vitro par un traitement au
NButGT ou au Thiamet G pendant 30 minutes a engendré une diminution importante de la
libération des especes radicalaires oxygénées (reactive oxygen species ROS), notamment de

peroxyde d’hydrogene. Ce mécanisme semble médié par une activité augmentée du complexe I.
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La O-GlcNAcylation des protéines mitochondriales semble jouer un rdle central dans les

mécanismes d’adaptation rapide de la fonction mitochondriale (Dontaine et al. 2021).

Du fait de toutes ces observations, il existe un intérét majeur a développer une molécule

agissant spécifiquement sur les protéines mitochondriales.

2) La molécule de TPP-Thiamet G

L’amélioration des connaissances sur les protéines mitochondriales O-GIcNAcylées a
poussé 1’équipe de recherche de Benjamin Lauzier, dans laquelle j’ai effectué¢ mon stage de master
2, a proposer le développement d’une molécule mito-ciblée pour moduler les niveaux de O-
GlcNAcylation mitochondriaux. A partir de la structure chimique du Thiamet G et des travaux de
Zielonka et ses collaborateurs publiés en 2017, un analogue du Thiamet G a été développé. Il
comporte un linker et un groupement cationique triphénylphosphonium (TPP+) (Figure 14)
permettant de vectoriser la molécule dans la mitochondrie. Le cation TPP+ est stabilis¢ avec un
ion triflate ou trifluorométhylsulfonate en solution. Grace a ce procédeé, il est théoriquement
possible d’obtenir une concentration de la molécule au niveau de la matrice mitochondriale 100 a
1 000 fois supérieure a celle présente au niveau cytoplasmique (Zielonka et al. 2017). Cette
optimisation chimique devrait également pouvoir diminuer les effets déléteres de la molécule de

Thiamet G au niveau des autres compartiments intracellulaire.
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Figure 14 : Structure chimique de la molécule de Triphénylphosphonium-Thiamet G.

TPP : triphénylphosphonium ; OTf : triflate ou trifluorométhylsulfonate.
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IIT) Matériels et méthodes

A) Les inhibiteurs pharmacologiques

Dans le cadre du projet ANR-ASTRID hErOiSmE, 1’équipe de recherche de Benjamin
Lauzier a I’Institut du Thorax, travaille en collaboration avec une équipe de chimiste du laboratoire
CEISAM pour la synthese des inhibiteurs enzymatique de I’enzyme OGA.

Au cours de cette étude, trois inhibiteurs pharmacologiques de I’enzyme OGA ont été
utilisés : NButGT (1,2-dideoxy-2'-propyl-alpha-D-glucopyranoso-[2,1-D]-Delta-2'-thiazoline),
Thiamet G [(3aR,5R,68S,7R,7aR)-2-éthylamino-3a,6,7,7a-tétrahydrp-5-(hydroxyméthyl)-5H-
pyrano(3,2-d)thiazole-6,7-diol] et TPP-Thiamet G. Les cellules ont été traitées a des
concentrations de Thiamet G et TPP-Thiamet G allant de 10 4 10> M pendant 6 heures.

B) Culture cellulaire

1) La lignée de cardiomyocytes atriaux de souris

Les cellules HL-1 sont une lignée cellulaire de cardiomyocytes, dérivées a partir de
cardiomyocytes atriaux de souris (Claycomb et al. 1998). Les cellules HL-1 ont été cultivées avec
du milieu spécifique : le milieu de Claycomb (Sigma) enrichi en sérum feetal bovin, L-glutamine,

pénicilline, streptomycine et norépinéphrine (Sigma) préparée dans 1’acide ascorbique.

C) Analyse protéique

1) Extraction des protéines cellulaires

Les protéines cellulaires issues des cellules HL-1 ont été extraites apres 1’application d’un
tampon de lyse, a pH physiologique. Le tampon de lyse est adapté aux cellules cultivées et contient
du SDS (sodium dodécyl sulfate) et du sodium désoxycholate afin de solubiliser les protéines

cellulaires totales.
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2) Dosage des protéines

Le dosage protéique est un dosage colorimétrique a 560 nm. Il est réalisé a I’aide d’une

gamme ¢étalon d’albumine bovine sérique (BSA) d’une concentration de 0 a 1 mg/mL. Le dosage

protéique des échantillons permettra de limiter les cycles de congélation-décongélation de la

solution mere pouvant modifier les niveaux des différentes modifications post-traductionnelles.

D) Western-blot

Afin d’étudier les variations des niveaux de O-GlcNAcylation des protéines et les niveaux

d’expression de la protéine mitochondriale ACSS1, MCU et ATP5A et des protéines cellulaires

GAPDH et a-tubuline, des western-blots sont réalisé€s sur des extraits protéiques des cellules HL-

1. L’analyse densitométrique des échantillons protéiques est réalisée par western-blot (Tableau

4).

Tableau 4 : Caractéristiques des anticorps utilisés pour les western-blots

Protéine
étudiée

O-GlcNAc

ACSS1

MCU

ATPSA

GAPDH

Anticorps primaire

Anticorps

Ac-RL2-HRP
IgG monoclonal de
souris

Ac-ACSS1
IgG monoclonal de
lapin

Ac anti-MCU
Polyclonal de lapin

Ac anti-ATPSA
IgG2b kappa
monoclonal de
Souris
Ac anti-GAPDH
IgG2b monoclonal
de souris

201995
Abcam

171338-
1-AP
Protein
tech
12499
Abcam

14748
Abcam

sc-
166574

Dilution

1/10 000"

1/1 000*

1/2 000*

1/5 000*

1/5 000*

Anticorps secondaire

Anticorps
/

Ac-HRP IgG
de lapin
Cell
signaling
Ac-HRP IgG
de lapin
Cell
signaling
Ac-HRP IgG
de souris
Cell
signaling
Ac-HRP IgG
de souris
Cell
signaling

Dilution
/

1/10 000*

1/10 000*

1/10 000*

1/10 000*
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a-tubuline Ac anti-a-tubuline T9026 1/10 000*  Ac-HRP IgG 1/10 000*

monoclonal de de souris
souris Cell
signaling

* : les dilutions sont effectuées dans une solution de BSA a 3 % ; " : les dilutions sont effectuées dans une
solution de lait a 5 %. Ac : Anticorps, HRP : peroxydase de raifort (horseradish peroxidase).

Pour chaque échantillon, la densité de la bande correspondant a la protéine d’intérét est

rapportée a celle de la moyenne d’intensité des bandes de I’échantillon révélées en stain-free.

E) Dosage I’activité enzymatique OGA par spectrophotométrie

L'activité de la O-GlcNAcase (OGA) in vitro est déterminée avec un substrat synthétique,
le p-nitrophényl N-acetylglucosaminide (pNP-GIcNAc) (Natasha E. Zachara, Vosseller, and Hart
2011). Lorsque I’enzyme OGA est active, elle clive le pNP-GIcNAc en p-nitrophényl (pNP) et
GIcNAc. Le pNP présente un pic d'absorption entre 400 et 415 nm a pH alcalin. Le N-Acétyl-
Galactosamine (GalNAc) est inclus dans la réaction pour inhiber les hexosaminidases A et B qui
sont présentes dans la préparation enzymatique. Le GalNAc a 50 mM n’a pas d’influence sur
I’activité de la O-GlcNAcase. L’activité de OGA est mesurée par spectrophotométrie a 37°C a 2
heures. La réaction enzymatique est arrétée par le carbonate de sodium (Na,COz3) qui augmente le
pH (>9,0). Une réaction a blanc sans enzyme est incluse pour déterminer le bruit de fond des

différents tampons de la réaction.

La concentration du composé GIcNAc libéré est calculée par la formule suivante :

A415nm
(17,4 x longueur du trajet optique)

GIlcNAc libéré =

Le coefficient d'extinction molaire de la p-NP estde 17,4 x 10 mM'.cm™ a pH 10. La longueur du
trajet optique pour 200 pL est de 0,71 cm. L’activité enzymatique finale de ’enzyme OGA est
obtenue par la soustraction de 1’activité enzymatique totale (contrdle, sans traitement) a I’activité

enzymatique en présence des différents inhibiteurs enzymatiques.
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IV) Résultats

A) Validation des effets de I’inhibiteur enzymatique mito-ciblé

1) L’inhibiteur pharmacologique TPP-Thiamet G diminue 1’activit¢ de 1’enzyme
OGA

L’activité enzymatique de I’enzyme OGA est mesurée a partir des protéines cellulaires

totales extraites des cellules HL-1 apres 2 heures d’incubation avec les molécules de Thiamet G et

de TPP-Thiamet G (0,1 et 1 uM). La molécule de Thiamet G induit une diminution de 24 % et 66

% aux concentrations de 0,1 et 1 uM, respectivement. La molécule de TPP-Thiamet G induit un

effet similaire a 1 uM (-75 %). Cependant, la concentration de 0,1 M ne semble pas avoir d’effet

sur I’activité de OGA (Figure 15).

1.5

1.0

0.5

% Activité OGA / CTL

0.0-
CTL 0,4pM 1pM 0,1pM 1pM

ThiaMet G TPP
Figure 15 : Variations de I’activité¢ enzymatique de I’enzyme OGA des cellules HL-1 en fonction
de différentes concentrations de Thiamet G ou de TPP-Thiamet G

Evaluation par spectrophotométrie de l’activité de I’OGA des protéines cellulaires totales mesurée a 2h.
Les cellules sont traitées avec du Thiamet G (0,1 uM et 1 uM — en bleu) ou du TPP-Thiamet G (0,1 uM et
1 uM — en vert) et comparées aux cellules non traitées (en noir). La quantification de I’activité de OGA
est normalisée par rapport a la condition controle (CTL). n = I (triplicat technique).
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2) La molécule de TPP-Thiamet G conserve une efficacité et une puissance sur
I’enzyme OGA

Afin d’évaluer Defficacité et la puissance des inhibiteurs, des courbes concentration-

réponse observant les niveaux de O-GIcNAc des protéines cellulaires ont été réalisées.

L’apposition du groupement mito-ciblé peut éventuellement affecter les paramétres mesurés. Des

cellules HL-1 ont été traitées avec des concentrations croissantes de Thiamet G et TPP-Thiamet

G.

L’efficacité¢ maximale (Emax) est appréci€e sur une courbe concentration-réponse comme
la valeur maximale au niveau du plateau de la courbe et refléte 1’efficacité d’un inhibiteur
pharmacologique. La CE50 correspond a la concentration nécessaire pour observer 50 % de I’effet
maximal et refléte la puissance de la molécule. La valeur de CES0 est généralement utilisée pour
définir la concentration d'agoniste nécessaire pour provoquer une réponse semi-maximale. Ce
terme est parfois aussi utilis€ pour définir la concentration d'inhibiteur qui, en bloquant I'action
d'une enzyme, produit une réponse semi-maximale dans un test cellulaire. Dans le cas des
inhibiteurs de 'OGA, le test consiste généralement a surveiller les niveaux globaux de O-GlcNAc
par western blot (Yuzwa et al. 2008; Macauley et al. 2008). La puissance in vitro, mesurée par le
Ki ou la CI50, ne se traduit pas nécessairement par la puissance in vitro ou in vivo, qui est mieux

reflétée par la CES0.

Le Thiamet G a un Emax de 2,6 UA et une CE5S0 de 9,9 nM (Figure 16).
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Figure 16 : Effet de concentration croissante de Thiamet G sur les niveaux de O-GIlcNAcylation

cellulaires

Evaluation des niveaux de O-GlcNAcylation de protéines extraites a partir de cellules HL-1 traitées a
différentes concentrations (10° a 10° M) de Thiamet G. Quantification par rapport au stain free (A).
Courbe concentration réponse des niveaux de O-GlcNAcylation cellulaires en fonction des

concentrations de Thiamet G (B). Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM, n = 3.

Le TPP-Thiamet G a une efficacité¢ maximale (Emax) de 2,5 UA et une CE50 de 0,45 uM (Figure
17).
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Figure 17 : Effet de concentration croissante de TPP-Thiamet G sur les niveaux de O-

GlcNAcylation cellulaires

Evaluation des niveaux de O-GlcNAcylation sur des protéines extraites de cellules HL-1 traitées a
différentes concentrations (10° a 10° M) de TPP-Thiamet G. Quantification par rapport au stain free (4).
Courbe concentration réponse des niveaux de O-GlcNAcylation cellulaires en fonction des
concentrations de TPP-Thiamet G (B). Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM, n = 3.

Ces résultats démontrent que les deux inhibiteurs enzymatiques ont une efficacité similaire, mais

le TPP-Thiamet G posséde une puissance plus faible (Figure 16 et Figure 17).

45



B) Impact de la O-GlcNAcylation sur une protéine mitochondriale du
métabolisme cardiaque

Au cours d’une étude de O-GIlcNAcylomique cardiaque sur des rats septiques et au cours
du développement, un tiers des protéines identifiées comme O-GIcNAcylées €taient impliquées
dans le métabolisme dont certaines étaient d’origine mitochondriale. Parmi ces dernicres, la

protéine ACSS1 mitochondriale a été identifiée comme O-GIcNAcylée.

1) Le TPP-Thiamet G augmente spécifiquement 1’expression de I’enzyme ACSSI1

Les cellules HL-1 ont un phénotype cardiaque. Connaissant le réle de [’enzyme
mitochondriale ACSS1 au niveau du métabolisme cellulaire cardiaque, une étude de ses niveaux
d’expression a été réalisée en fonction de différentes concentrations croissantes de la molécule de

Thiamet G et de son dérivé mito-ciblée.

Lors d’un traitement au Thiamet G, les niveaux d’expression de I’enzyme semblent stables (Figure
18). Cependant, la molécule de TPP-Thiamet G semble avoir un effet sur son expression. En effet,
I’expression de I’enzyme semble augmenter de maniére concentration dépendante avec le TPP-

Thiamet G (Figure 18).
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Figure 18 : Variations des niveaux d’expression de I’enzyme ACSS1 de cellules HL-1 traitées au
Thiamet G ou TPP-Thiamet G

Evaluation par western-blot des niveaux d’expression de la protéine ACSS1 au sein des cellules HL-1
traitées avec du Thiamet G (bleu (4)) ou du TPP-Thiamet G (vert (B)) a différentes concentrations (107 a
10° M) et comparés aux cellules non traitées (orange) (C). Quantification par rapport au stain fiee. Les

résultats sont exprimés en moyenne + SEM. n =3.
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V) Conclusion

La O-GIcNAcylation (O-GlcNAc) est une modification post-traductionnelle ubiquitaire
découverte en 1984. La O-GIcNAc fait partie intégrante des processus qui controlent la
transcription des genes, le métabolisme, la fonction et la croissance cellulaire. Le cycle de la O-
GIcNACc est essentiel a de nombreux mécanismes physiologiques, dont le fonctionnement normal
du systéme cardiovasculaire et est impliqué dans divers processus pathologiques. Toutes les
découvertes au sujet de la O-GIlcNAcylation montrent un role complexe de son équilibre. Par
conséquent, les altérations des niveaux de O-GlcNAc sont régies par un ensemble de facteurs. Les
niveaux de O-GlcNAcylation peuvent participer a divers processus pathologiques chronique
comme le diabéte ou le cancer. La O-GlcNAcylation peut agir en synergie ou entrer en compétition
notamment avec la phosphorylation des protéines au niveau des résidus sérines et thréonines. Une
stimulation des niveaux de O-GlcNAcylation des protéines a montré des effets cardioprotecteurs
a court terme sur les pathologies aigués tels que les chocs septiques ou hémorragiques. Lors des
¢tudes de O-GlcNAcylomique, les protéines mitochondriales sont avérées O-GlcNAcylées. La O-
GlcNAcylation joue un role bénéfique dans la réponse au stress cellulaire. Au fil des années, des
outils biochimiques, pharmacologiques et génétiques sont développés pour faciliter 1'¢tude de sa
fonction biologique. Un certain nombre d'études ont exploré des approches thérapeutiques congues
soit pour diminuer les niveaux de O-GlcNAc, soit pour les augmenter de maniere aigué€. Le
Thiamet G est un inhibiteur de ’enzyme OGA, qui permet le retrait du motif GIcNAc sur les
protéines. La molécule inhibitrice est efficace et puissante pour augmenter 1’O-GlcNAc, aucune
donnée n’étant disponible sur sa cinétique d’internalisation et de persistance dans la mitochondrie.
L’intérét de mon stage de master 2 est de développer et de caractériser pharmacologiquement une
molécule de Thiamet G optimisée chimiquement, TPP-Thiamet G, pour agir spécifiquement sur
les protéines mitochondriales. Cet outil pharmacologique permet d’investiguer 1’augmentation des
niveaux de O-GlcNAcylation mitochondriaux dans différents contextes physiopathologiques in
vitro et in vivo.

L’amélioration des connaissances sur cette modification post-traductionnelle est un point
clé nécessitant d’étre exploré afin d’améliorer la prise en charge des patients. Le développement
de nouvelles thérapies modulant les niveaux de O-GlcNAcylation des protéines est donc une voie

de recherche en pleine expansion.
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VI) Discussion

Lors de mon stage de Master 2, j’ai cherché a caractériser deux inhibiteurs de I’enzyme
OGA (Thiamet G et TPP-Thiamet G) afin de moduler les niveaux de O-GlcNAcylation
particuliérement au niveau mitochondrial via une optimisation moléculaire du Thiamet G en TPP-
Thiamet G. La molécule de TPP-Thiamet G a une concentration de 1 pM diminue I’activité
enzymatique de I’enzyme OGA. Malgré une diminution de sa puissance, la molécule reste aussi
efficace sur les niveaux d’O-GIlcNAc. Nous démontrons pour la premicre fois que la modulation

mitochondriale de I’activité d’OGA module spécifiquement 1’expression d’ACSS1.

A) Le TPP-Thiamet G inhibe efficacement OGA

Au cours de cette étude, la molécule de Thiamet G a été choisie pour étre optimisée. Le
Thiamet G est I’inhibiteur de OGA le plus sélectif pour I’enzyme (Yuzwa et al. 2008). Afin de
stimuler spécifiquement les niveaux de O-GlcNAcylation des protéines mitochondriales, une
molécule mito-ciblée comportant une structure avec un cation lipophile (TPP+) a été développée
(Murphy 2008; Zielonka et al. 2017). Une comparaison de I’inhibition de ces molécules a
différentes concentrations (0,1 et 1 uM) sur des protéines cellulaires totales de la lignée de
cardiomyocytes atriaux murins. Le TPP-Thiamet G conserve bien son efficacité mais avec une
puissance plus faible avec une diminution de I’activité enzymatique d’OGA a 1 pM. A une
concentration de 0,1 uM, alors que le Thiamet G inhibe déja I’activité d’OGA, le TPP-Thiamet G
ne semble pas avoir d’effet. Ceci pourrait s’expliquer par I’encombrement stérique induit par le
groupement de vectorisation (TPP+) au niveau du site actif de ’enzyme. Cette structure comporte
3 phényles de taille imposante en comparaison a la molécule de Thiamet G. Selon le modele cle-
serrure, la molécule de TPP-Thiamet G aurait plus de difficultés a s’insérer et interagir avec les
aspartates du site actif et nécessaire a I’inhibition enzymatique (Gloster and Vocadlo 2010).

Au niveau des protéines cellulaires totales, 1’efficacité maximale (Emax) observée pour les
deux molécules inhibitrices est similaire. La molécule de Thiamet G conserve une puissance
(CE50) de I’ordre du nanomolaire comme décrit dans la littérature (CES0 = 30 nM selon (Yuzwa
2008). Or, la molécule mito-ciblée montre une diminution de sa puissance par rapport au Thiamet

G.
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Au vu de ces résultats, nous pouvons conclure que le TPP-Thiamet G module bien les
niveaux de O-GlcNAc et semble diminuer ’activité de OGA, nous devons maintenant caractériser

son effet au niveau mitochondrial.

B) Influence des inhibiteurs de OGA sur une protéine du métabolisme
cardiaque

L’équipe a identifié plusieurs protéines impliquées dans le métabolisme cardiaque par une
approche d’O-GlcNAcylomique. Nous nous sommes particuliérement intéressés a 1’enzyme
ACSS1 pour son role clé du métabolisme. La premicre étape était d’évaluer ’impact de la

modulation mito-ciblée des niveaux de O-GIcNAc sur cette protéine.

L’enzyme ACSS1 ou Acétyl-CoA synthetase 2-like (ACS2L) clive I’acétate ou les acides
gras a chaines courtes en acétyl-CoA au niveau de la matrice mitochondriale. Nos résultats
permettent d’observer que la stimulation des niveaux de O-GlcNAcylation des protéines semblent
augmenter ’expression de ’enzyme ACSS1 de maniere concentration dépendante uniquement
avec I’inhibiteur mito-ciblé. Pour essayer de comprendre les mécanismes de régulation de
I’expression de cette protéine et le lien avec la O-GlcNAcylation, nous nous sommes intéressés
aux sites potentiels de O-GlcNAcylation. Selon une base de données appelée “ying-yang 1.2”, la
protéine ACSS1 mitochondriale comprend 7 sites potentiels de O-GIcNAcylation (« YinOYang
1.2 Server »). Un seul site d’acétylation (lysine 642) a été décrit dans la littérature comme

diminuant ’activité d’ACSS1 et la synthese de I’acétyl-CoA mitochondrial (Schwer et al. 2006).

VII) Limites

Les résultats de mon stage présentent de nombreuses limites. En effet, bien que les
expériences aient toutes €té réalisées avec des replicats techniques, il manque des replicats
biologiques pour permettre de confirmer statistiquement les effets observés. De ce fait, les données
présentées sont a interpréter avec précaution et nous réaliserons des analyses statistiques seulement

apres avoir augmenté le nombre de replicats dans nos expériences.
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Traditionnellement, les niveaux de O-GIlcNAcylation totaux sont détectés par des analyses
en western blot utilisant quelques anticorps développés contre une quantité limitée de protéines O-
GlcNAcylées. Une hypothése clée est que les niveaux de O-GlcNAcylation de ces protéines
représentent les niveaux globaux de O-GlcNAcylation de la plupart des autres protéines cellulaires
(Arnold et al. 1996; Comer et al. 2001). Les antigenes utilisés pour générer des anticorps anti-O-
GlcNAc proviennent de protéines abondantes dans la cellule. Cela ne donne que des informations

limitées sur les niveaux de O-GlcNAcylation globaux.

Durant ce stage, je me suis appliquée a mettre dans le laboratoire, la technique de dosage
de Pactivité enzymatique de OGA par spectrophotométrie décrite dans la littérature (Natasha E.
Zachara, Vosseller, and Hart 2011). Nous pourrions utiliser une nouvelle technique de dosage
enzymatique par fluorimétrie, qui est plus sensible (Pagesy et al. 2019). De plus, I’observation des
effets pharmacologiques de la molécule de TPP-Thiamet G doit étre réalisée sur les protéines
mitochondriales et cellulaires lors de la méme expérience. L’ enrichissement des mitochondries a
partir de culture cellulaire doit étre amélioré. 1l serait intéressant de purifier I’enzyme OGA a partir

des extraits cellulaires pour mesurer son activité.

VIII) Perspectives

A) Les différentes méthodes de mesure de ’activité enzymatique de ’OGA

Un des objectifs de I’équipe est de valider pharmacologiquement la molécule inhibitrice
de ’OGA mito-ciblée, le TPP-Thiamet G. Durant mon stage, je me suis appliquée a mettre au
point la technique de dosage de ’activité enzymatique de OGA par spectrophotométrie décrite
dans la littérature (Natasha E. Zachara, Vosseller, and Hart 2011). Lors de la poursuite de ce projet,
I’équipe sera en mesure de doser I’activité¢ enzymatique de OGA par fluorimétrie, qui permet
d’¢étudier la cinétique dans le temps (Pagesy et al. 2019). L'activité de I'OGA peut étre déterminée
a l'aide d'un substrat fluorogene, le 4-méthylumbelliferyl-N-acétyl-pB-D-glucosaminide (4MU-
GIcNAc). Le 4-méthylumbelliféryl (4MU) a des longueurs d'ondes d'excitation et d'émission de
360 et 450 nm, respectivement. Lorsqu'il est conjugué au GlcNAc (4MU-GIcNAc), la fluorescence

est éteinte. Apres élimination du GIcNAc par I'enzyme OGA, la fluorescence du 4MU peut étre
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quantifiée, représentant alors [I’activit¢ de I’enzyme. Tout comme les réactions
spectrophotométriques, elles doivent contenir un exces physiologique de GalNAc pour inhiber

I’action des hexosaminidases lysosomales.

B) Impact de la O-GIcNAcylation sur les protéines cellulaires et
mitochondriales

L’enrichissement des mitochondries a partir de culture cellulaire permet d’enrichir la
préparation en mitochondries en les séparant du reste du contenu cellulaire pour récupérer in fine
principalement des mitochondries a I’aide de centrifugations différentielles et de variations de
gradient de sucrose. Le kit ThermoFisher™ m’a permis d’obtenir un enrichissement des

mitochondries de qualité issue des cellules HL-1 (Figure 19).
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Figure 19 : Variations des niveaux d’expression des protéines caractéristiques d’un compartiment

Stain free .
Stain free

cellulaire aprés un enrichissement mitochondrial (A) et représentation schématique de la
localisation des différentes protéines (B).

Evaluation par western-blot des niveaux d’expression de des protéines MCU (Mitochondrial Calcium
Uniporter), ATP5A (mitochondrial ATP synthase alpha-subunit), GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate
deshydrogénase) et o-tubuline au sein des cellules HL-1 traitées. Les compartiments cellulaires observés
sont le culot cellulaire (Cu) contenant des cellules entieres ou des débris cellulaires, le cytosol (Cy), les
mitochondries enrichies (M) et les surnageants des centrifugations différentielles (S). n = 1

Cette étape représente un contréle qualité de I’enrichissement mitochondrial. En effet, une
expression majoritaire des protéines MCU et APTSA est observée au sein de la fraction
mitochondriale. Quant a la protéine GAPDH, elle se retrouve principalement au sein du cytosol.
La protéine a-tubuline, essentielle au cytosquelette, est présente dans le cytosol et une faible

proportion au sein de la fraction mitochondriale. Chacune des fractions n’est pas pure car cette
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expérimentation est un enrichissement et non une purification. Une étape supplémentaire de

purification des mitochondries serait nécessaire.

La suite des recherches consisterait a mesurer les niveaux de O-GIcNAcylation totaux des
protéines par western-blot en fonction des différents compartiments (noyau/cytoplasme vs
mitochondrie) a différents temps de traitement par la molécule de Thiamet G et TPP-Thiamet G.
L’objectif étant d’obtenir une cinétique d’augmentation des niveaux de O-GlcNAcylation au sein
de la mitochondrie en fonction de la potentielle internalisation du TPP-Thiamet G par rapport a la

molécule de Thiamet G.

C) Les différentes techniques d’imagerie intracellulaire pour marquer le
motif O-GlcNAc

La localisation intracellulaire des motifs O-GIcNAc est un élément critique pour le bon
fonctionnement des protéines. Nous utilisons une analyse densitométrique par western-blot pour
apprécier les niveaux de O-GlcNAcylation globaux a I’aide de DI’anticorps RL2. Cependant,
d’autres techniques ont été développées. En 2008, Clark et ses collaborateurs décrivent une
technique qui permet de détecter la O-GlcNAcylation globale des protéines (P. M. Clark et al.
2008). Le FRET et BRET sont deux autres techniques utilisées pour détecter la localisation de
protéines O-GlcNAcylées (Carrillo, Froemming, and Mahal 2011; Lin, Gao, and Chen 2015; Doll
etal. 2016; C. Hu et al. 2019; Al-Mukh et al. 2020). Ces méthodes peuvent aider a déterminer s'il

y a une modulation de la O-GlcNAcylation dans des compartiments cellulaires spécifiques.

D) L’étude de ’influence de la O-GlcNAcylation sur I’enzyme ACSS1

Il serait intéressant également, a 1’aide de protéines recombinantes, d’étudier I’activité
enzymatique, le role dans la survie cellulaire, ainsi que I’influence des sites potentiels de O-
GlcNAcylation et de phosphorylation de ’enzyme identifiée comme O-GlcNAcylée : ACSSI.
Ainsi, nous étendrons nos analyses des sites potentiels a une étude répertoriée sur tous les sites de

bases de données sur la O-GIlcNAcylation des protéines. L’objectif est de découvrir I’impact de la
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O-GlcNAcylation sur les mécanismes de régulation et le role de la O-GlcNAcylation sur cette

protéine clé du métabolisme cellulaire cardiaque.

A ce jour, il existe encore des limites importantes dans la compréhension de la biologie de
la O-GlcNAcylation. Ces limites sont régies par le manque d’outils efficaces pour quantifier les
niveaux précis de O-GlcNAcylation des protéines, ainsi que pour quantifier la localisation

intracellulaire des protéines O-GlcNAcylées in vivo par exemple.

Au cours de ce projet, je me suis concentrée sur le développement d’outils permettant
d’apprécier ’impact de I’inhibition de I’OGA au sein de la mitochondrie. Apres la caractérisation
de ces inhibiteurs pharmacologiques, leur évaluation plus poussée dans des modeles animaux sera
nécessaire. La stimulation des niveaux de O-GlcNAcylation semble étre un élément clé pour le
développement de thérapie dans les pathologies aigués. Les efforts de la recherche sont essentiels
pour améliorer nos connaissances sur la O-GlcNAcylation et I’impact de ses perturbations dans le

développement et la progression de certaines maladies.
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X) Annexes

A) Annexe 1 : Tableau des inhibiteurs de I’enzyme GFAT

Tableau 5 : Résumé des molécules inhibitrices de ’enzyme GFAT

Molécules Forces Faiblesses Références
DON Activité anti- Faible sélectivité (Cervantes-Madrid,
Azasérine néoplasique Effets hors cible Romero, and Duefias-
Gonzalez 2015)
Dérivés d’isoquinoléine Puissant (C130 =1 uM) Pe(l}llgl\}?ga{:;ﬁs;g ?eg- (Qian et al. 2011)
(RO0509347) o ¥ (Walter et al. 2020)
Réversible protéines

B) Annexe 2 : Tableau des inhibiteurs de I’enzyme OGT

Tableau 6 : Résumé des molécules inhibitrices de I’enzyme OGT

a Structure Caractéristiques .
Composés . . . Forces Faiblesses
chimique pharmacologiques
Effets toxiques :
génération de ROS
(Marin et al. 2011;
Lenzen 2008;
Internalisation par le Trapannone, Rafie, and
transporteur GLUT2 des van Aalten 2016)
cellules B pancréatiques
(Dorfmueller et al. 2011) Instabilité a pH
physiologique
0] Double mécanisme
Analogue de CI50 =18 uM (H. inhibition : Demi-vie trés courte
["Uracile HN O Zhang, Gao, and 1) Compétition avec (1,5 min) (H. Zhang,
)\ Brunk 1992; Ferron, | 1I’UDP-GIcNAc sur le site | Gao, and Brunk 1992;
Alloxane | O N O | Denis, etal. 2019) actif (Dorfmueller et al. Ferron, Denis, et al.
H 2011) 2019)
2) Oxydation un Manque de sélectivité
groupement thiol de la pour ’enzyme OGT
cystéine de I’enzyme OGT (autres cibles :
(Konrad et al. 2002) glucokinases dans les
cellules B pancréatiques
(H. Zhang, Gao, and
Brunk 1992) et OGA
(Lee et al. 2006))
Deérivés de UDP : A fortes concentrations UDP est un substrat




I"Uracile
UMP
UDP

C-UDP
UDP-GIcNAc
UDP-GalNAc¢

UTP

UDP-GalNA

CI50 = 1,8 uM

C-UDP :
CI50 =9 uM

(Dorfmueller et al.

2011)

(200 nM) :
- UDP, UDP-GIcNAc et

UTP sont de puissants
inhibiteurs

- UMP et UDP-GalNAc
sont 100 fois moins
puissants (Haltiwanger,

Blomberg, and Hart 1992).

UDP occupe une poche
dans le domaine
catalytique II a proximité
du domaine catalytique I
(Lazarus et al. 2011).

pour les autres
glycosyltransférases

UDP n’est pas
internalisé par les
cellules

Analogue de
’UDP

UDP-5S-
GlcNAc

UDP-S-
GlcNAc

UDP-C-
GlcNAc

UDP-S-GIcNAc :
CI50 (hOGT) =
93 uM

UDP-C-GIcNAc :

CI50 (hOGT) =
41 uM

(Dorfmueller et al.

2011)

UDP-5S-GIcNAc :

CI50=11 M

UDP-S-GlcNAc, UDP-C-
GlcNAc et UDP-5S-
GlcNAc sont non
hydrolysables (oxygeéne
anomérique de I’'UDP-
GlcNAc est remplacé par
un atome de soufre ou une
fonction méthyléne)

UDP-C-GIcNAc est un
inhibiteur faible de hOGT
(Hajduch et al. 2008)

UDP-S-GIcNAc et
UDP-C-GIcNAc ne
sont pas internalisés

dans les cellules.

Epimérisation de
I’UDP-5S-GIcNAc en
I’UDP-5S-GalNAc.

UDP-5S-GalNAc est
utilisé par les
glycosyltransfréases
cellulaires.

Manque de sélectivité.

Diminution des lectines
(érythroagglutinine de
Phaseolus vulgaris,
agglutinine de Lens
culinaris ou Jacanlin)
(Ortiz-Meoz et al.
2015)




Ac4-5S-
GlcNAc

Mone

ohe
AQ”
&
\
mss»sucm\

UDP-55-GlcNAC

Ac4-5S-GlcNAc :
CE50=5uM

Découverte en 2011
(Gloster et al. 2011)

Internalisation dans les
cellules

Ac4-5S-GlcNAc détourne
la VBH vers la production
UDP-5S-GIcNAc

Le précurseur 5S-GlcNAc
n’inhibe pas ’'OGT

Effet temps et dose dépend
sur les cellules COS7
(fibroblastes de singe),
hépatocytes, neurones et
lignées cellulaires utilisés
en cancérologie.

Etude rétinopathie
diabétique : Modulation de
la O-GlcNAcylation du
facteur de transcription
Sp1 régulant négativement
la transcription du facteur
pro-angiogénique du
facteur de croissance
endothéliale vasculaire A
(VEGF-A) impliqué dans
la vascularisation de la
rétine (Donovan et al.
2014)

Etude réle de ’OGT dans
la réponse a I’insuline : O-
GlcNAcylation impacte les
cascades de signalisation
insulino-dépendantes
(Perez-Cervera et al. 2013)
au sein des radeaux
lipidiques.

Etude de I’apoptose (Z.
Ma, Vocadlo, and
Vosseller 2013).

Mangque de sélectivité

(inhibition des autres

glycosyltransférases,

N-glycosylation et la

synthése des glycanes)

(Ortiz-Meoz et al.
2015)

Absence d’étude in
vivo d’efficacité et de
sécurité

Hydrosolubilité
limitée

5S-GlcN-
Hex

(2-Désoxy-
2-N-hexana
mide-5-thio-
D-gluco

&,

55-GlcN-Hex \\

UDP-5S-GicNAc

molécule dans les cellules :

produit 2-amino-2-désoxy-

Internalisation de la

phosphorylée par GlcNac
kinase (GNK) puis
désacétylée par N-acétyl-
glucosamine-6-phosphate-
N-acétylase (NAGA) qui




pyranose)

5-thioglucopyranose-6-
phosphate.

Le 2-amino-
2-désoxy-5-
thioglucopyranose-6-
phosphate entre dans la
VHB et entraine la
syntheése UDP-5S-GlcNAc.

Meilleure hydrosolubilité
grace au substituant N-
hexanoyle hydrophobe

(balance entre la lipophilie
et hydrophilie)

Effet dose et temps
dépendant in vivo

Etudes :
Réduction des niveaux
d’expression du facteur de
transcription Spl et de la
leptine par le traitement
(T.-W. Liu et al. 2018)

Analogue de
['UDP-5S-
GlcNAc

Ac4-ES1

cl

Ac4-ES1 \

UDP-ES1

ES = Chlorure
d’alcényle

Efficacité d'inhibition
(kinact/Ki) = 0,06
uM'min"! (Worth et
al. 2019).

Internalisation dans les
cellules

Ac4-ES1 est peracétylé et
converti en UDP-ES1 en
intracellulaire (IC)

Inhibition compétitive et
irréversible : le
groupement ES1 cible le
domaine catalytique II et
liaison covalente de
I’UDP-ES1 avec la
cystéine 917 du site actif
de la hOGT

Faible impact sur les
lectines (meilleure

sélectivité)

Activité la plus puissante

envers hOGT (Worth et al.

2019).

Deérive de
GalNAc

BADGP

Internalisation dans les
cellules

Etudes dans le diabéte :

Mangque de sélectivité
et nombreux effets hors
cible :

- Action mimétique de
la GalNAc-a-1-O-




(Benzyl-2-

alpha-D-
galacto
pynoside)

acetimido-2-

Réduction des effets
toxiques induits par
I’augmentation de la O-
GlcNAcylation des cellules
dans un contexte
d’hyperglycémie (James et
al. 2002; Pantaleon et al.
2010; Frank et al. 2014)

sérine/théonine. Le
BADGP est converti en
IC en un dissacharide
(Gal-B1-3GalNAc-a-O-
benzyl) (Patsos et al.
2009) ;
- Inhibition de la O-
glycosylation dans
différentes lignées
cellulaires par blocage
compétitif de la B-1,3-
galactosyltransférase
(Hennebicq-Reig et al.
1998; Zanetta et al.
2000; Delacour et al.
2003; Kang et al. 2008)

E

- Affecte le transfert de
I’acide sialique sur les
glycanes des mucines.
Délétere dans les
mécanismes de défense
de I’organisme contre
les pathogenes
(Delannoy et al. 1996;
Varki et al. 2009).

Mécanisme d’action
non élucidé

Inhibiteurs
bisubstrats

Globin 1
Globin 2
S-Globin

ubP

e

0.
)t jo]
)ku voewsT@—<

2

Globinl

Globin 1
CI50 > 8 uM

Globin 2
CI50 = 40 uM
(Borodkin et al.
2014)
S-Globin
CI50 = 2 uM
(Rafie et al. 2018)

Meilleure sélectivité :
Inhibition de I’enzyme et
du peptide substrat
(Borodkin et al. 2014).

Amélioration de la
puissance de la molécule
avec le S-Globin

Etude d’un orthologue

OGT du Trichoplax
adhaerens in vitro (Selvan
etal. 2015)

Structure complexe
(taille importante et
nature ionique) : UDP
est ancrée a la chaine
latérale de la sérine
d’un peptide
VTPVSTA.

Difficulté
d’internalisation des
molécules : absence
d’utilisation dans les

modéles in vivo.

Criblage a
haut débit

ST045849

(3-(2-

adamantanyl

Cl

ethyl)-2-[(4-

CI50 (ncOGT) =30
uM

CI50 (sOGT) =53
uM

(Gross, Kraybill, and

Walker 2005)

Inhibition compétitive

Internalisation dans les
cellules

Compétition avec la liaison
de ’'UDP-GIcNAc

Etude sur ’insuline :




chloropheny Réduction de la production
Daza d’insuline par le t.raitem.ent
methylene]- (Filhoullilu(ic,mGulll;mam,
4-0xO-1,3- and Scharfmann 2009)
thzaza—. Etude sur la stabilité des
];erhy[cjiron;?— protéines (Suh et al. 2014).
-carboxylic
acid) Etude du
dysfonctionnement
vasculaire associé a
I’hypertension (Lima et al.
2010).
Internalisation dans les
cellules
Criblage a hibii .
haut débit . In’ 1 1t1on compet.ltlve‘et
irréversible par liaison a la
Lysine 842 et Cystéine 917
ST060266 en moins de 5 min
ou BZX1 Q CI50 (ncOGT) = 10 (J. Jiang et al. 2011) Effets toxiques
(4-methoxy Oyo uM Propriétés anti-prolifératif,
phenyl-6- | ¢ N CI50 (sOGT) = 27 antl-m;/as.lf dansfle canc(;:r . .Ilr.npo.smbllltel .de?
acetyl-2- o>:o M (modu ation du facteur de utilisation en clinique
oxo-2 3- H transcription FoxM1 et
. ’ expression des protéines
dikydro-1,3- p27Kipl et la
benzoxa métalloprotéinase
zole-3- matricielle-2 (MMP-2))
carboxylate) (Caldwell et al. 2010) et
anti-virales.
Internalisation dans les
cellules
Inhibition compétitive et
irréversible
A o—
Dérivé de Activité cellulaire
Benzoxali- augmentée par rapport au
none 05\/0 CI50 <10 uM BZX1 (remplacement da
NF o I’atome de chlore par un
BZX2 o sub§tituant acétyle et p-
°© méthoxy sur le cycle
phényl)
(J. Jiang et al. 2011)
Etude sur la méiose
(Dehennaut et al. 2007).
Dérivés de Inhibition compétitive




quinolinone-
6-
sulfonamide

(06S)

Internalisation des dérivés
dans les cellules (Ortiz-
Meoz et al. 2015; S. E. S.
Martin et al. 2018).

Le groupement Q6S mime
le groupement Uridine de
I’UDP-GIcNAc et interagit
avec Arginine 904, Alanine
896, Lysine 898) et liaison
pi-stacking (Histidine 901)
(S. E. S. Martin et al.
2018).

Amélioration de la stabilité
de I’inhibiteur

OSMI-1

((R)-N-
(Furan-2-
ylméthyl)-2-
(2-méthoxy
phényl)-2-
(2-oxo-1,2-
di
hydroquinol
éine-6-sul
fonamido)-
N-(thiophen-
2-ylméthyl)
acétamide)

oW
o 0% ©
~ s;N/\fc s
H N S
07 N
H

70

Structure
chimique :
Noyau Q6S
accolé a un
groupement
phénylglycine.

CI50 (ncOGT)=2,7
uM
(Ortiz-Meoz et al.
2015)

Emax =50 LLM

Internalisation dans les
cellules

Inhibition compétitive

Effet temps et
concentration-dépendante
dans les lignées cellulaires
CHO (ovaires de hamster
chinois) (Ortiz-Meoz et al.

2015)

Effet temps dépendant :

- Réduction importante de
la O-GIcNAcylation
globale des protéines aprés
2 heures de traitement
(Ortiz-Meoz et al. 2015)

- Réduction de I’expression
de I’enzyme OGA

Sélective sans perturbation
des glycanes
extracellulaires (Ortiz-

Meoz et al. 2015)

Etude de la réplication du
virus de herpés simplex
(HSV) (Angelova et al.

2015)

Etude dans le cancer du
sein triple-négative

(Barkovskaya et al. 2019).

Faible hydrosolubilité
(soluble dans le
DMSO)

Structure chimique
complexe




vo, o i

p
o o0 o e 0
=
o)
oD b %
T %8

, ¢ o

Kd =140 nM

Inhibition
compétitive (en forme de U
permet aux substituants
amides de remplir I’espace
au-dessus de la

Internalisation dans les

OSMI2 | ooz x| (&S Marinetl | qupdinane o oo | S s ome
20 R= entiérement un espace qui
accueille I’Uridine et le
segment peptidique au-
dessus)
O, _OR . . ]
LT kass mdiaon drs
OSMI-3 | fuj@ N;E,f 5| (S.E. S.zg/i%r)tm etal. Inhibition compétitive estérifice
OSMI-3 (R =H)
OSMI-3e (R =Et)
OSMI-4
Kd =8 nM o fies
o //0©o/ Inhibition competitive Internalisation dans les
OSMI-4 miﬁ“ﬁi@ OSMI-4e cellules sous forme
T L CE50 =3 uM estérifiée
OSMI-4 (R=H) [ (S.E. S. Martin et al.
OSMI-4e (R = Et) 201 8)
Produit naturel dérivé des
biflavonoides (dérivé
d’amentoflavone)
Inhibition
compétitive (en forme U)
Meilleure fixation au site
Criblace actif de I’enzyme que les
ot lg dérivés Q6S (liaisons
vir ue’ a. hydrogenes avec les
haut debit résidus Lysine 842,
CI50 (hOGT) = 21,8 | Histidine 920, Thréonine | 0o prible dans les
L01 : o 922 et une liaison . .
e UM in vitro supplémentaire Asparagine modéles cellula}lres et
(232737 (O:H? Jore | (Y. Livet al. 2017) 557 qui n’est présente que de Zebra-Fish
Py t;fa,hyc’z'roa lorsque 1’UDP se lie au site
acti
mentoflavon D
e)

Sélective (impact faible sur
les glycanes
extracellulaires)

Effets anti-inflammatoires

(Selvam and Jachak 2004)

et anti-fongiques (Jung et

al. 20006) et anti-tumoraux
(Pei et al. 2012)




C) Annexe 3 : Tableau des inhibiteurs de I’enzyme OGA

Tableau 7 : Résumé des molécules inhibitrices de I’enzyme OGA

Désensibilisation et

Caractéristiques
. Structure 1 .
Composés himi pharmacologiques Forces Faiblesses
SIS (CI50 / CE50 / Ki)
Inhibiteurs dérivés d’hydrates de carbone
Origine : e,
Streptomyces Mgnque de se}ect1v1te
(Ki (OGA)/Ki (HEX)
achromogenes _
=30)
Induction du modéeles ., .
OH animaux pour diabéte Toxicité cellulaire
de type 1Izdestructi0n (alkylation de I'ADN)
Dérivé de N- | yo © P des ilots (Junod et al. 1967,
méthyl-N- HO ancréatiques) Mansford and Opie
nitrosouréido- o #NHOH CI50 (CpOGA) = P d 1968; Bennett and
D-gluco -N (Rao 6;: :IMZ 006) Internalisation par le Pegge: ?j 11; 9I;r5(;ncke
samine /0 ' transporteur GLUT2 '
Motif . des cellules ,
Streptozoto- deoxyglucose lié¢ a Ki=15mM pancréatiques izij(iazzelg%lf
. un motif N- (Schnedl et al. 1994) .
cine , GlcNAcylation :
méthyl-N-
. , qe ., . Aucun mode de
nitrosourée Inhibition irréversible | .. . . e
liaison au site actif n’a
sans preuve du (o .
mécanisme d’action cte montre sur
CpOGA (Pathak et al.
(Konrad et al. 2001; ) A
K. Liu et al. 2002) 008) ou BtOG
' ’ (Konrad et al. 2001)
Premier inhibiteur Manque de sélectivité
Dérivé du OGA développé important (Sélectivité
glyconohydro- hibiti <
ximolactone In,l. ion .
compétitive (dix Effets hors cibles sur
liaisons hydrogénes a | les hexosaminidases
PUGNAc CI50 (CpOGA) = une poche présente a | (HEXA et HEXB de
] 6pnM la surface de la famille GH20 (Beer
[2 a, O-(2- (Rao e;t al. 2006) I’enzyme et la partie etal. 1990), GH3
acéta -, : phényl- (Qin et al. 2015; L.
mido-2- "o N0k CE50 = 3 uM carbamate est dirigé Dong et al. 2019) et
désoxy-d- ° I H vers le solvant). a-N-
Tuco . _ acétylglucosaminidase
grano Ki (hOGA) =46 nM Le PUGNAc¢ miment s de la famille 89
sp % déne) partiellement 1’état de (Ficko-Blean et al.
Y . transition de 2008))
amino-N- I’enzyme OGA.
phényl Absence de passage
carbamate] Etude sur ’insuline : | de la BHE (Zou et al.

2007).




résistance des
adipocytes de rat a
I’insuline aprés
traitement (Park,
Ryu, and Lee 2005).
Etude traumatisme
hémorragique :
amélioration de la
fonction cardiaque,
perfusion des organes
et diminution de
I’inflammation (Zou
et al. 2007).
oH (géé}}g?(?rzlzpt?rgx Meilleure sélectivité
PUGNAc | wo ’ ’ (Ki (hOGA)/Ki
linéai Yo ~\ o f et al. 2006; Stubbs, (HEX) = 6) que le
Ineaire o= I Zhang, and Vocadlo d
2006) PUGNAc
oH Ki (hOGA) =190 nM . e s
PUGNAc ”%ﬁ;\ W (Eun Ju Kim, Perreira, Melllp ure Se]eCtlYlte
. o, K , (Ki (hOGA)/Ki
isopentana- oi< T @ et al. 2006; Stubbs, (HEX) > 6) que le
id Zhang, and Vocadlo q
mide PUGNAc
2006)
Ki (OGA rat) = 1,7 pM . Manque de
Dérivé de OH (D. L. Dong and Hart mimétisme du substrat
lactone oxime | no o) 1994) UDP-’GlcNAc et perte
HO S oH de 1’état de transition
ot N Ki (BtOGA) =2 M pour I’enzyme OGA
LOGNAc :< (He et al. 201 1; lors de I’interaction
' avec I’inhibiteur.
OH Manque de
o mimétisme du substrat
Deérive de H<|3_i o Ki (BIOGA) = 24 uM ainsi qu’une perte de
Gluconola- NH Yo (He et al. 2011) I’état de transition
ctam o] ' pour I’enzyme OGA
lors de I’interaction
avec I’inhibiteur.
Mode de liaison a la
NAG- BtOGA : -NAG- e e,
Thiazoli Thiazoline ressemble Manque de sélectivité
l1azoline oH fortement 4 (Ki (OGA)/I)(i (HEX)
. . . =1
I’intermédiaire
Y (o)
(I;Z—a"ldeoxy— H(I)-IO Ki (hOGA) =70 nM oxazolinium Effets hors cible -
2"-méthyl-o- (Macauley et al. 2005) (Whitworth et al. | Bhets hors c1bie -
D- N _S 2007) ; inhibition des HexB
glucopyrano- T - trois hydroxyles en (Mf_‘lrk « ‘;‘11' 2003) et
[2,1-d]-62"- C3, C4 et C6 sur le exA humains
. . (Lemieux et al. 2006).
thiazoline) cycle pyranose
participent aux




liaisons avec les
résidus a la surface

de la BtOGA et avec

I’azote de la
thiazoline se liant a

I’ Aspartate 242 sur le

domaine catalytique
(Dennis et al. 20006).

Dérive du
NAG-
Thiazoline

Conformation bateau

Sélectivité augmentée
(Ki (OGA)/Ki (HEX)

=32)

Dérive du
NAG-
Thiazoline

Conformation bateau

Sélectivité augmentée
(Ki (OGA)/Ki (HEX)

>20)

Cé6-azido-
NGT

Ki (hOGA) = 19,3 nM

Inhibition des
enzymes GH20 et
GH84 dont I’enzyme
OGA humaine est

modérée (Krejzova et

al. 2014)

GlcNAc-
sélénazoline

Ki (hOGA) = 0,7 nM

Etude sur I’insuline :
Réduction de la
translocation du

glucose par GLUT4

dans les adipocytes
3T3 différenciés en
lien avec un
encombrement
stérique dans le site
actif de ’enzyme
(Eun Ju Kim et al.
2010).

Faible inhibition pour
’activité enzymatique
de OGA




NButGT

(1,2- dideoxy-
27
propyl-a- D-
glucopyransO
-(2,1-d)-
Delta? -
thiazoline)

CI50 = 8 yM
Ki (hOGA) =230 nM

Ki (HEX)/Ki(hOGA) =
1,500

compétitive : le cycle

Inhibition

thiazoline interagit
avec une poche
hydrophobe du site
actif de I’enzyme.
Cette poche permet
d’accueillir des
substituants
volumineux et absent
des enzymes GH20.

Sélectivité améliorée
(Ki (OGA)/ Ki
(HEX) = 1,500)

Absence de toxicité
cellulaire

(Macauley and

Vocadlo 2010)

Etude sur I’insuline :
absence de résistance
a I’insuline dans les
adipocytes (Macauley
et al. 2008) et aucune
augmentation des
niveaux de
ganglioside GM2
dans les lysosomes
neuronaux (Stubbs,
Macauley, and
Vocadlo 2009)

Etude dans la maladie
d’Alzheimer (C. Kim
et al. 2013) et les
chocs septiques avec
une amélioration de
la mortalité des
animaux (Ferron,
Cadiet, et al. 2019)

Manque de stabilité en
solution (demi-
clairance de 30 min)
(Ferron, Denis, et al.

2019)

pKa=3,4 (Yuzwa et
al. 2008) : NButGT est

principalement sous
forme déprotonée a
pH physiologique -
Incapacité de
formation d’une
interaction inonique
favorable avec
I’Aspartate 174 du
site catalytique de
I'enzyme.

Thiamet G

[(3aR,5R,6S,7
R,7aR)-2-
ethylaminO-
3a,6,7, 7a-
tetrahydrO-5-
(hydroxymeth
yh)-5H-
pyrano(3,2-

Ki (hOGA) =21 nM

CE50 =30 nM
(Macauley and
Vocadlo 2010)

Amélioration de la
stabilité de la
molécule :

groupement amino
favorise la
protonation et
I’interaction du
Thiamet G avec le
site actif en
augmentant la

remplacement par un

basicité de 1’azote de

Perméabilité
apparente inférieure
aux limites de
détection du test
MDR1-LLC-PK1
(Papp < 1.10° cm/s)
-> passage
membranaire faible et
lente




d)thiazole-
6,7-diol]

I’endocycle. L’amine
exocyclique permet
une légére
contraction du site
actif.

Inhibition
compétitive et
irréversible

Affinité de liaison 30
fois supérieure par le
Thiamet G par
rapport au NButGT
(Yuzwa et al. 2008)

Sélectivité importante
pour OGA (Ki
hOGA/Ki HEX) = 37
000) (Yuzwa et al.
2008)

Etude dans les
troubles
neurologiques :
maladie d'Alzheimer
avec agrégation de la
protéine Tau (Yu et
al. 2012; Borghgraef
et al. 2013; Graham
et al. 2014) et dépot
de plaques p-
amyloides (C. Kim et
al. 2013; Yuzwa et al.
2014).

Etude de
différenciation
chondrogénique
(Andrés-Bergos et al.
2012) et de
cancérologie (Ding
et al. 2014).

Données
pharmacocinétiques
chez le rat : demi-vie

de 1,4 h, volume
distribution et
biodisponibilité
faible.

Une surface polaire
typologique (TPSA)
élevée (105 A?)




Dérivé du Thiamet G

oH : n-propyle.
Dérivé 1 Ho ° Ki (hOGA) =2 nM
ThiamEt G Ho (mesurée par la Sélectivité trés
NYS méthode de Morrison) importante (Ki
HN hOGA/Ki HEX = 1
850 000)
on o Dérivé du Thiamet G
HO . _ : n-allyle.
Deérive 2 Ho N & Ki ((:ggfge;ir’zl;w[ Sélectivité trés
Thiamet G Y . . importante (Ki
HN N méthode de Morrison) hOGA/Ki HEX = 950
000)
OH Dérivé du Thiamet G
o : n-butyle.
Dérivé 3 H%m\ Ki (hOGA) = 350 nM
Thiamet G Ny 8 Sélectivité importante
ng (Ki hOGA/Ki HEX =
N 13 700)
Inhibition
compétitive : le
groupement
difluorométhyle
améliore I’ancrage au
site actif de ’enzyme
MK-8719 Sélectivité importante
(Ki (OGA)/ Ki
(3aR,5S,68,7R (HEX) > 10 000) ST
7aR)-5-(di grice au groupement Diminution de la
ﬂ;l 06:, 0311 éﬂ{yé) F " o N-éthyle surface polaire (TPSA
- _ 2
2- H%ﬁﬂ Ki (hOGA) = 7,9 nM Domné 80 A%)
(éthylamino)- IS h onn.eerst. Meill
_ pharmacocinétiques eilleure
3a,6,7,7a- HNYV\ EC50=72,4nM ot perméabilité
tétrahydro- pharmacodynamiques apparente (Papp =
5H- disponibles au niveau 6,4.10° cm/s)
pyrano[3,2- cérébral chez le rat
dJthiazole- (Selnick et al. 2019)
6,7-diol

Essai clinique de
phase I chez
I’Homme dans le
traitement des
tauopathies (Selnick
etal. 2019; X. Wang
et al. 2020).




Ki (OGA porc) =4 nM

Origine naturelle a

o (Aoyagi et al. 1992) partir du . e s pr
. NN Faible sélectivité (Ki
NAGstatine Homo . Streptomyc?s (OGA)/Ki (HEX) =
o Ki (hOGA) =420 nM amakuaebsis 0.25)
F° (Shanmugasundaram et ’
al. 2006)
. Amélioration de Orientation
Hybride o OHNMN )| Ki(hOGA)=3.8nM | Iactivité inhibitrice : défavorable de la
PUGNACc- H&N H (Shanmugasundaram et ajout d’un molécule sur le site
Imidazole Mo al. 2006) groupement actif de ’enzyme
phénylcarbamoyl BtOGA
Amélioration de la
structure chimique Sélectivité modérée
on par un groupement (Ki (OGA)/Ki (HEX)
GIeNAc HOW Ki (CpOGA) = 4,6 pM N-isobutanoyle > 164)
. HOS (Dorfmueller et al.
statine C r Ki (hOGA) = 4,4 nM 2006) CE50 légérement
inférieure a celle du
Puissante activité PUGNAc
inhibitrice
OH
Ho NM Ki (hOGA) = 0,42 nM
GlcNAc H‘Ej/\"v (Tatsuta et al. 1995;
statine B HNfO Terinek and Vasella
2005)
OH
o0 s _
GlcNAc H(¥N Kzgo?ﬁ(i]ﬁlie?’gj a111M Faible sélectivité (Ki
statine D C 2006) (OGA)/Ki (HEX) = 4)
Sélectivité (Ki
(OGA)/Ki (HEX) =1
o 000)
GleNAe [0 | .
ine F ~ Ki (hOGA)=11,2 nM Possibilité
statine EO d’interaction avec la
* cystéine du site actif
(Dorfmueller et al.
2006)
Sélectivité importante
(Ki (OGA)/Ki (HEX)
>
A w 900 000)
GlcNAc Ho =N . 3 s
statine G N Ki (hOGA) =4,1 nM Possibilité

d’interaction avec la
cystéine du site actif
(Dorfmueller et al.
2006)




Ki (hOGA) = 2,6 nM

Sélectivité importante

GleNAc W ! !
. ” (Dorfmueller et al. (Ki (OGA)/Ki (HEX)
statine H fl 2006) =35 000)
Ac-C Inhibition
6-Ac-Cas HO | competitive Manque de sélectivité
(6-Acétamido- | HQ, | Ki (hOGA) = 300 M | Etudesur linsuline |y oo fimitee
6-désoxy- NH aucune resistance a dans les différents
castano o I’insuline dans les svste biologi
. ystémes biologiques.
spermine) :< adipocytes (Macauley
and Vocadlo 2010)
. Structure chimique :
Hybride o ajout d’un un linker
Thio H%&S Ve de cinq a sept atomes Faible sélectivité (Ki
glycoside- o™ Wil L) Ki (OGA) = 3,8 nM entre les parties (OGAYKi (HEX) = 8)
Naphta- ° naphtalimide et
limide thioglycosyle (Shen
et al. 2018)
Amélioration de la
Dérive de N , sélectivité et de la
I’hybride AN 0 puissance : Sélectivité modérée
Thioglycoside o e L) Ki (hOGA)=0,6nM | groupementde 1- | (Ki (OGA)/Ki (HEX)
-Naphta- piperidyl en position >167)
limide 4 de la fraction

naphtalimide

Deérivés 1,2,3-
Triazole

CI150=0,50 uM
(Igual et al. 2019)

Amélioration de la
rigidité et stabilité de
la molécule
Sélectivité importante

(Ki (OGA)Y/Ki (HEX
=1 100)

Deérivés 1,2,3-
Triazole

CI50=0,52 uM
(Igual et al. 2019)

Amélioration de la
rigidité et stabilité de
la molécule
Sélectivité importante

(Ki (OGA)Y/Ki (HEX)
=1094)

Deérives 1,2,3-
Triazole

OH

CI50 = 0,72 uM
(Igual et al. 2019)

Amélioration de la
rigidité et stabilité de
la molécule
Sélectivité (Ki

(OGA)Y/Ki (HEX) =
793)




Inhibition

: groupement

compétitive puissante

thiosulfate permet la

formation d’une . .. .
a-GlcNAc s. I J : . Faible sélectivité (Ki
. 7s Ki (sOGA) = 10 nM liaison covalente du .
NH o =
Thiosulfate ot O disulfure avec la (OGA)/Ki (HEX) = 4)
cystéine 878 dans le
domaine pseudo-
HAT (Eun J. Kim et
al. 2007).
Inhibiteurs non dérivés d’hydrates de carbone
NH =
N6- A N Sl;i?f(mhge(l}l?r)ang 5;\1/1[ Sélectivité modérée
méthyladénine Nl T Aalten 2010) (Ki (OGix)7/;<1 (HEX)
NN =73)
H
Dérivés de
thiazoles SR L
25, A W e [ CI50 (hOGA) = 0,2 Selectivite (Ki
disub’stitués Y M (OGA)/Ki (HEX) >
won R =H ou CHs (Abdel-Magid 2014) 200)
glucidiques
Sélectivité supérieure
HN NH .
HN. D-NH HN—4  NH ) a 200 fois plus
Chlorhexidine HN%NH HNJ<NH L DI; _eét : 1M20 19) importante pour
© © ’ £ ' I’hOGA par rapport a
L ) I’HexB

Dérivés spiro-
pipéridines et
spiro-
pyrrolidines
bicycliques

AN

|
%u@@

L

N
N
\
(3-RS) N
N

X
(1"RS)

Composé 1 : CI50
(hOGA) =4 uM
CE50<5

Composé 2 : CI50
(hOGA) = 5,58 pM

Etude dans les
pathologies
neurodégénératives
(Rosse 2019).




Composé 3 : Composé 3 : CI50 =
6,74 UM
CE50<6

o (Bartolomé-Nebreda et

) Y@o al. 2021; Rosse 2019)
(1"-RS)
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Résumé de la these :

La O-GlcNAcylation (O-GIcNAc) est une modification post-traductionnelle des protéines,
ubiquitaire et trés conservée au cours de I’évolution. La O-GlcNAc est impliquée dans la réponse
au stress et régulée par deux enzymes seulement. Le motif GIcNAc est respectivement ajouté et
retiré par la O-GIcNAc Transférase (OGT) et la O-GlcNAcase (OGA). Ces particularités font que
la O-GlcNAcylation a été tres difficile a étudier jusqu’a maintenant, mais les outils
pharmacologiques ont été privilégiés. La molécule de Thiamet G, inhibiteur de I’enzyme OGA,
est ’une des molécules les plus puissantes et efficaces. A ce jour, plus de 5000 protéines O-
GlcNAcylées ont €té identifiées. La stimulation aigué des niveaux de O-GlcNAcylation s’est
avérée cardioprotectrice dans les pathologies aigués tels que le choc septique et hémorragique.
L’¢tude des protéines cardiaques O-GIcNAcylées par O-GlcNAcylomique a permis de mettre en
évidence qu’un tiers des protéines identifiées sont mitochondriales. Il serait donc intéressant de
cibler spécifiquement ces protéines. Par exemple, Acétyl-CoA Synthétase 1 (ACSSI) est
impliquée dans la synthése d’Acétyl-CoA a partir de 1’acétate et des acides gras a chaine courte
dans la mitochondrie. Un nouvel inhibiteur de I’OGA mito-ciblé, le TPP-Thiamet G, a été
développé pour cibler spécifiquement les protéines mitochondriales. Le TPP-Thiamet G semble
favoriser 1’expression de ACSS1 de maniere concentration dépendante. La modulation du
métabolisme énergétique cardiaque spécifiquement dans la mitochondrie pourrait étre une cible
bénéfique dans les pathologies aigués et devrait étre évaluée.
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