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INTRODUCTION

Depuis de nombreuses années, le laboratoire étudie les mécanismes de transduction de
signaux qui gouvernent des processus cellulaires essentiels tels que la prolifération, la
différentiation et la survie cellulaire. Le groupe dirigé par Claude Cochet a développé un
intérét tout particulier pour 'étude des protéines kinases, enzymes clés dans I'organisation

fonctionnelle de la plupart des voies de signalisation.

1°partie : La superfamille des protéines kinases

I- Les protéines kinases gouvernent la plupart des aspects de la vie cellulaire

Les protéines kinases sont des régulateurs-clés d’un grand nombre de fonctions cellulaires
chez les eucaryotes. Elles modulent une large variété de processus biologiques, en
particulier ceux qui transportent des signaux essentiels de la membrane cellulaire jusqu’aux
cibles intracellulaires et coordonnent des fonctions biologiques complexes. Les protéines
kinases ont pour vocation d'activer ou de désactiver d'autres protéines substrats devant étre
régulées, lorsqu'elles en recoivent l'ordre, ou plus justement, "le signal". Ces substrats
pourront alors, par exemple, atteindre le noyau de la cellule et y induire I'expression de
genes spécifiques (on parle de transcription de génes). Cette expression induira la synthése
de nouvelles protéines, comme les facteurs de croissance, ou pourra entrainer la cellule
dans une nouvelle voie métabolique, et ce, en réponse au signal initialement regu par la
cellule. Dans ce schéma, les protéines kinases amplifient et transmettent le signal a
lintérieur de la cellule.

Ainsi, ces enzymes exercent un controle sur la survie, la prolifération, le métabolisme, la
transcription, la progression du cycle cellulaire, le réarrangement du cytosquelette et les
mouvements des cellules, I'apoptose et la différentiation. Elles jouent aussi un role critique
dans la communication intercellulaire lors du développement, dans les réponses
physiologiques et 'homéostasie, et dans le fonctionnement des systémes nerveux et

immunitaire (Manning, 2002).

II- 518 protéines kinases répertoriées chez ’lhomme

Les protéines kinases constituent 'une des plus grandes familles de génes humains (figures
1 et 2): le séquengage du génome humain a ainsi permis de répertorier 518 protéines

kinases, soit 1,7% des génes humains (Manning, 2002).




Network components Number
Cells 10M4
Cell types 200
Genes 25000
% of genes with splice variants 40-60
Average number of splice variants per gene 2,5
Average number of post-translational modifications 2,5
Genes for transcription factors 1850
Genes for protein kinases 518
Genes for protein phosphatases 150
Genes for receptors 543
Genes for G-coupled receptors 367
Timescales in signaling networks Time (sec)
Kinase/phosphatases reactions 0,001
Protein conformational changes 0,001
Cell-scale protein diffusion (passive) 0,1-1
Cell-scale protein diffusion (active) <1
Cell migration 0,01-1
Receptor internalization 0,01
Transcription control 0,01
Cellular growth 0,0001

Figure 1 :

Figure 2 : Dendrogramme de la superfamille

Propriétés des réseaux de signalisation des cellules humaines (Manning, 2002).
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des protéines kinases

humaines (Manning, 2002, et

www.kinase.com/human/kinome). A gauche : Cet arbre phylogénétique illustre les relations entre les différents

membres du kinome. Le degré de similarité (similarité de séquence du domaine catalytique) entre les différentes

protéines kinases est inversement proportionnel a la distance entre leur position sur I'arbre. La majorité des

protéines kinases peuvent étre regroupées en 7 groupes principaux (en couleur : TK : tyrosines kinases, TKL :

tyrosine-kinase-like, STE : homologues des Sterile kinases 7, 11 et 20 de levure, CK1

: casein kinase 1, AGC :

contenant les familles PKA, PKG, PKC, CAMK : calcium/calmodulin-dependant protein kinase, CMGC : contenant

les familles CDK, MAPK, GSK3 et CLK). Pour les autres protéines kinases (représentées en gris au centre de



I'arbre), leur position peut permettre de prédire leurs substrats et leur fonction biologique. A droite : La CK2 se
niche a proximité de la famille des CDK, MAPK, GSK3 et CLK kinases.

lll- Fonction des protéines kinases

Les protéines kinases sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse du phosphate en position
vy de 'ATP et son addition covalente sur 'un des 3 acides aminés ayant un groupe hydroxyl
libre de ces protéines substrats. La plupart des protéines kinases agissent a la fois sur la
sérine et la thréonine (Sérine/Thréonine protéines kinases), d’autres sur la tyrosine (Tyrosine

protéines kinases.

La phosphorylation des protéines représente un mécanisme de régulation de type « on/off »
(figure 3) qui conféere au substrat une nouvelle activité biologique : il se retrouve soit activé
ou inactivé, sa localisation ou son association avec d’autres partenaires peut changer.
Environ 30% des protéines cellulaires peuvent étre modifiées par l'activité des protéines
kinases. La réaction inverse est la déphosphorylation, qui est assurée par des protéines
phosphatases (150 phosphatases humaines). Les phosphorylations/déphosphorylations sont
des modifications rapides et réversibles, ce qui permet une régulation dynamique. Une
perturbation de ce systéme entraine une dérégulation des voies de signalisation cellulaires,

pouvant conduire a diverses pathologies.

Réaction de phosphoryation

Kinase
ATP ADP

H.0
Phosphatase

P.

Réaction de déphosphoryation

Figure 3 : Principe des réactions de phosphorylation et de déphosphorylation.

Chaque protéine kinase reconnait un résidu phosphorylable (Ser, Thr ou Tyr selon la kinase)
localisé dans un environnement en acides aminés qui lui est propre. On parle de site de

phosphorylation consensus. Par exemple, la protéine kinase CK2 reconnait la séquence



consensus acide suivante S/T-X,-X,-D/E/pS (figure 4) et fixe un groupe phosphate (HPO,?)

sur la sérine ou la thréonine (Pagano, 2006).

acide carboxylique de
la chaine latérale
@) particuliérement critique

" /
e =SIT =X, - X, - DIE/PS - ....
/N
/ \
n'est pas une proline  n'est pas un

et n'est pas un résidu  résidu basique
basique

Figure 4 : Exemple de site consensus pour une protéine kinase (ici, site consensus de la CK2).

IV- Structure des protéines kinases

Les protéines kinases sont hautement conservées dans I'évolution du point de vue de leur
structure. Une protéine kinase classique se présente sous la forme d'un monomeére
catalytique, organisé en deux lobes articulés autour d’'une charniére. Le premier domaine est
riche en hélices «, le second en feuillets B. Le site catalytique qui se trouve au niveau de la
jonction entre ces deux lobes comprend le site de fixation de 'ATP et le site de fixation du

substrat (figure 5).



Figure 5 : Exemples de structures tridimensionnelles de protéines kinases. 1: CDK2 (1PXl.pdb); 2:
CHK1 (2YWP.pdb) ; 3: CK2a (1PJK.pdb); 4 : GSK3B (1109.pdb) ; 5 : MEK1 (1S9l.pdb) ; 6 : p38-MAPK14
(1W84.pdb) ; 7 : Pim1 (2C3l.pdb) ; 8 : PKA sous-unité o (2UZU.pdb). En bleu sont représentés les feuillets 3, en

rouge les hélices o. Le lobe N-terminal (riche en feuillets ) s’articule avec le lobe C-terminal (riche en hélices o)
autour du site catalytique et du site de fixation de I'ATP. La boucle d’activation (hélice C, fleche verte),
particulierement flexible, est cruciale lors de la phosphorylation du substrat (adapté de Kannan, 2005, logiciel

Chimera, et www.rcsb.org/pdb/explore/). Certaines protéines kinases sont cocristallisées avec 'ATP ou un

inhibiteur.

V- Les protéines kinases, des cibles thérapeutiques attractives

La cellule recoit et integre les informations provenant de son environnement en activant des
réseaux complexes d’effecteurs moléculaires conduisant a une réponse cellulaire adaptée. A
'examen des principales voies de signalisation qui sont potentiellement dérégulées dans les
diverses pathologies cancéreuses, on est frappé par [limplication fonctionnelle de

nombreuses protéines kinases (figure 6).
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Figure 6 : Dissection des voies de signalisation cellulaire impliquées dans le cancer (Hanahan, 2000). De

nombreux composants clés sont des protéines kinases.

Les cartes chromosomiques révélent ainsi que 244 génes codant des protéines kinases
correspondent a un locus associé a une maladie ou a des amplicons fréquemment retrouvés
dans les tumeurs (Manning, 2002). De plus, la dérégulation par mutation ou surexpression
des protéines kinases est une caractéristique des cellules cancéreuses (Hanahan, 2000). A
ce titre, les protéines kinases constituent une fraction importante des oncogénes
actuellement connus. Des efforts considérables ont donc été réalisés pour déterminer les
fonctions physiologiques et pathologiques des voies de signalisation dans lesquelles sont
impliquées des protéines kinases. Ces enzymes, dans la mesure ou leur mutation ou leur
dérégulation sont a l'origine de pathologies humaines, représentent donc des cibles
thérapeutiques trés pertinentes. L’accumulation des connaissances depuis plusieurs années
sur ces enzymes offre la possibilite de développer des antagonistes efficaces dans des
protocoles thérapeutiques (Cohen, 2002).

Les premiers succés thérapeutiques concernant des inhibiteurs de protéines kinases
surexprimées ou mutées dans les cancers et appliqués en 2°ligne derriére les traitements
classiques ont été enregistrés. Les exemples les plus célébres sont le Gleevec et I'lressa

(figure 7) dont les résultats spectaculaires ont encouragé les recherches sur les molécules



ciblant des protéines kinases. lls apportent une preuve du concept et une démonstration

éclatante de thérapie anticancéreuse ciblée (Krause, 2005).

Nom Gleevec Iressa
commercial (2génération : Tarceva, Erlotinib
0SI1574)
Nom de la | Imatinib mesylate STI1571 Gefitinib ZD1839
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Fabricant Novartis Astra Zenaca
Formule ik F
N
an M : ped
51 \E? YQ) Q\/\/Oj:j\\rq
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cible 41
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N SRR ; loop
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C-lobe NJ™
Cancer Leucémies myéloides chroniques | Cancer du poumon non a petites
(LMC) réfractaires a l'interféron o et | cellules métastase
tumeurs stromales gastro-intesinales
(GIST)
Mécanisme | ATP-compétitif ATP-compétitif
Résultats 95% de survie a 5 ans 33% de survie a 1 an contre 5% avec
les traitements classiques
6 mois de gain de survie en moyenne
Figure 7: Caractéristiques des inhibiteurs pharmacologiques de protéines kinases développés

récemment (Fayette, 2003 ; Krystal, 2000 ; Paez, 2004).




2°partie : La protéine kinase CK2

La protéine kinase CK2 est I'une des premieres enzymes de cette famille a avoir été
identifiée. La premiére activité protéine kinase a été découverte en 1954 par Burnett et
Kenedy (Meggio, 2003). Cette activité a été détectée dans des extraits de foie de rat en
utiisant la caséine comme substrat phosphorylable in vitro. Un fractionnement
chromatographique a permis de montrer que cette phosphorylation était due a deux
protéines kinases : la premiére a sortir de la colonne d’élution a été baptisée « CK1 », pour
casein kinase 1, et la seconde « CK2 », casein kinase 2. Leurs rbles physiologiques sont
demeurés énigmatiques pendant longtemps (Pinna, 1994) et sont encore incomplétement
compris. Cependant, il s’avere clairement aujourd’hui que restreindre la CK2 a la seule
phosphorylation de la caséine est inapproprié, compte tenu de l'incroyable diversité de ses
substrats : pour cette raison, on [l'appelle désormais plus sobrement « Protéine
kinase CK2 ».

CK2 est classiquement représentée sous forme de tétrameére, composé de deux sous-unités

catalytiques CK2a. et d’'un dimére de sous-unités régulatrices CK2p3.

I- Importance fonctionnelle de la CK2

CK2 est le prototype d’'une enzyme multifonctionnelle : elle s'immisce massivement dans de
nombreuses voies de signalisation ou elle agit de maniére déterminante. On parle alors de

« master kinase ».

Point important, CK2 a été détectée dans tous les tissus, avec une expression importante
dans le cerveau et les testicules (Xu, 1999). On la retrouve de fagon ubiquitaire aussi bien
chez la levure que chez 'homme (Meggio, 2003). Sa structure est extrémement conservée
au cours de I'évolution : ainsi, la CK20. de mais montre 30% de similarité avec la CK2a

humaine, et la CK2a de souris est rigoureusement identique a la CK2o. humaine.

Contrairement a la plupart des protéines kinases, quiescentes jusqu’a ce que leur activité
soit stimulée en réponse a des stimuli spécifiques et des effecteurs, CK2 est
constitutivement active et indépendante de seconds messagers ou d'événements de
phosphorylation. Un tel manque de mécanisme de régulation « on/off » est particulierement

marquant au vu de sa structure quaternaire (Pinna, 2002). Toutefois, comme nous le




décrirons plus loin, CK2B n’en demeure pas moins un composant central dans la régulation
de CK2.

Point paradoxal, aprés avoir été pendant deux décennies une « protéine kinase a la
recherche de ses substrats » (Pinna, 1994), CK2 est devenue la protéine kinase la plus
pléiotropique chez les eucaryotes (Meggio, 2003). En 2002, 307 substrats de CK2 in vitro
avaient été répertoriés et de nombreux autres sont identifiés et inventoriés régulierement sur

www.signaling-gateway.org/molecule (figure 8). Pagano (Pagano, 2006) estime que CK2

pourrait étre responsable de 10 a 20% du phosphoproteome. On peut citer les principales
implications de CK2 dans les voies Wnt, TNFa, et FasL, ou ses implications vis-a-vis des
caspases, de Pollll... (Pinna, 2002) qui seront développées dans le paragraphe suivant. CK2
n’intervient cependant pas au titre d’'un maillon « vertical » dans ces chaines, mais plutét de

maniére « horizontale » en régulant de maniére positive ou négative certains substrats.
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Figure 8 : Réseaux dans lesquels CK2q est impliquée (www.signaling-gateway.org/molecule). Sont répertoriés

sur ce site 56 états de CK2q, 57 états de transitions et 145 fonctions enzymatiques.

Une des conséquences de cette surprenante pléiotropie est que la délétion aussi bien de
CK2a que de CK2p est létale chez les eucaryotes supérieurs : CK2 est impliquée dans une
telle variété de voies de signalisation que, méme si chacune de ses taches n’est peut-étre
pas indispensable, I'ensemble des phosphorylations dont elle est responsable, prises
collectivement, sont d’'une importance vitale (Pinna, 2002).
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1- CK2 et les décisions cellulaires de vie et de mort

a- Role de CK2 dans la réqulation du cycle de la division cellulaire

CK2 a été décrite comme intervenant a différentes étapes du cycle cellulaire. Ainsi, chez la
levure, la présence de CK2 est requise pour les transitions des phases G4/S et G,/M (Glover,
1998). De méme, dans des cellules de mammiféres, linhibition de CK2 par des
oligonucléotides antisens, des anticorps anti-CK2 ou par des inhibiteurs chimiques provoque
un arrét du cycle cellulaire. On sait par ailleurs que CK2 peut s’associer au fuseau mitotique
et aux centrosomes, et qu’elle interagit avec Pin-1, checkpoint de la réplication (Litchfield,
2003).

CK2 intervient donc dans le contréle de la division cellulaire, notamment en phosphorylant
différentes protéines importantes dans la régulation du cycle de division cellulaire (p34,

cdc34, Topoll...) (Litchfield, 2003).

b- Réle de CK2 dans la survie et ’'apoptose

Des expériences réalisées avec de la CK2 inactive chez la levure montrent que non
seulement la présence mais aussi 'activité catalytique de CK2 sont nécessaires a la viabilité

des levures (Glover, 1998).

Plus réecemment, la fonction antiapoptotique de CK2 a été suggérée en démontrant son réle
dans [Pinhibition de la voie des caspases a travers différents mécanismes: la
phosphorylation par CK2 de certaines protéines proapoptotiques (Bid, HS1, ARC...) ou
proto-oncogéniques (Max...) les protége de la dégradation par les caspases (caspase 8
notamment), figure 9, (Litchfield, 2003). Ceci contribue a la survie cellulaire et souligne la

fonction anti-apoptotique de CK2.

Autre argument allant dans le méme sens, une augmentation de I'expression de CK2
contrecarre l'apoptose induite par l'etoposide et le diethylstilbestrol dans des cellules
cancéreuses de prostate (Guo, 2001). De méme, des inhibiteurs de CK2 (TBB) ou des
oligonucléotides antisens déclanchent 'apoptose et augmentent la sensibilité des cellules
tumorales aux agents chimiques thérapeutiques et aux stimuli apoptotiques (Ruzzene,
2002 ; Ravi 2002 ; Faust, 2000).
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CK2 stimule la voie de signalisation PI3K-AKT, connue pour son rble déterminant dans le
controle de la prolifération et de la survie cellulaire (Guerra, 2006 ; Di Maira, 2005).
L’altération de cette cascade de signalisation est frequemment observée dans les tumeurs
humaines (Osaki, 2004). L’inhibition de CK2 par différents inhibiteurs chimiques ou son
atténuation par des siRNA a pour conséquence une régulation négative de Akt/PKB (Di
Maira, 2005) et une induction de I'apoptose (Guerra, 2006 ; Olsen, 2007).

Par ailleurs, d’autres auteurs rapportent une implication de CK2 dans les voies de
signalisation en réponse a différents stress (Ahmed, 2002), figure 9. Une augmentation de la
phosphorylation de p53 par CK2 a été observée en réponse a différents types de stress
(UV, choc thermique, TNFa). Inversement, p53 sauvage inhibe CK2 (Schuster, 2001 ;
Litchfield, 2003). Des radiations UV provoquent également une activation de CK2 de
maniere p38-MAPK dépendante, conduisant a la phosphorylation et a la dégradation de 1xB
(Kato, 2003). De méme, la phosphorylation par CK2 du suppresseur de tumeur PML
provoque sa dégradation. Or PML prend part au processus d’apoptose et de sénescence, et
est souvent dégradé par le protéasome dans les cancers du poumon non-a-petites-cellules
(Scaglioni, 2006 ; Lallemand-Breitenbach, 2006).

Oncogénicité et stress cellulaire Voies de survie
uv
Choc osmotique Fas L
anisomycin Wnt
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Figure 9 : Principales voies impliquant CK2 dans la réponse au stress cellulaire et les voies de survie
(Scaglioni, 2006 ; Lallemand-Breitenbach, 2006 ; Hildesheim, 2005 ; Kato, 2003 ; Kweon, 2006 ; Ahmed, 2002). A
gauche : Conditions de stress. Le stress engendre la formation du complexe p38-MAPK/CK2 qui permet la
phosphorylation de p53 par CK2, induisant I'activité transcriptionnelle de p53. Le TNFa (Tumor necrosis factor a)
ou I'lL-1 (Interleukin 1) augmentent l'activité transcriptionnelle de NF-«B via une phosphorylation par CK2 qui
induit une translocation nucléaire du facteur NF-xB. CK2 phosphoryle également les protéines inhibitrices |kB et
PML, aboutissant a leur dégradation. A droite : Survie cellulaire. Les protéines Dvl (Dishevelled) et B-caténine,
appartenant a la voie de signalisation Wnt, sont phosphorylées par CK2, ce qui induit la stabilisation de la B-
caténine et sa relocalisation nucléaire. Enfin, lorsque CK2 phosphoryle la protéine pro-apoptotique Bid (voie de
signalisation apoptotique liée au récepteur Fas), le clivage de Bid par la caspase-8 est inhibé, empéchant le

déclenchement de 'apoptose.

Plusieurs observations permettent d’attribuer a la CK2 les propriétés d'une « master
kinase ». CK2 phosphoryle la co-chaperonne Cdc37 et cette phosphorylation est nécessaire
a son activité. Cdc37 est le pivot d’'une série d’activations (repliement notamment) d’autres
protéines kinases en aval, en coopération avec la chaperonne Hsp90 : Src, Raf1, Akt, MOK,
AuroraB,...(figure 10, Miyata, 2005). Point remarquable, ces protéines kinases collaborent in

fine a la stimulation de la prolifération et au blocage de I'apoptose.

« Master kinase »
Ca%es @<  CK2
V
@ Cdc37-HSP90
MAK
AuroraB Cdk4

'\Akt R\a{f Sre /‘

] Apoptose I Prolifération

Figure 10 : Autre action de CK2 contribuant a 'augmentation de la prolifération et a I'inhibition

de I’apoptose. D’une part, la phosphorylation par CK2 du complexe Cdc37-HSP90 permet I'activation
d'une série de protéines kinases en aval (Aurora B, Akt, Raf...) qui participent a ces deux
phénomeénes. D’autre part, la phosphorylation par CK2 des caspases a un effet inactivateur et

renforce ces effets (adapté de Miyata, 2005).
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Enfin, on peut signaler que CK2 se retrouve également impliquée dans de nombreux autres
processus tels le développement embryonnaire, la différentiation, la réplication virale, la
transition nucléocytoplasmique, la transcription, la traduction et la maturation des protéines,
la transformation, la polarité cellulaire, la synthése d’ARNt,... (pour revue, Ghavidel, 2001 ;

Tawfic, 2001 ; Litchfield, 2003 ; www.signaling-gateway.org ).

Pris collectivement, ces résultats suggérent que CK2 est bien un régulateur essentiel des
voies contrblant la prolifération et la survie cellulaire et concourent au surcroit d’intérét porté

récemment a cette protéine kinase (Meggio, 2003).

2- CK2 et cancer
Compte tenu de son role central dans la régulation des voies de signalisation qui contrélent
la prolifération et la survie cellulaire, il n’est pas étonnant qu’un lien CK2-cancer ait été établi.
Ainsi, dans de nombreux types de tumeurs, l'activite de CK2 est dérégulée. De plus, un

déséquilibre dans I'expression des deux sous-unités est souvent détecté.

a- CK2 est un oncogéne

Le potentiel oncogénique de CK2 a d’abord été suggéré par I'observation agronomique
suivante : des animaux de bétail infectés par le parasite Theileria parva développent un
syndrome lymphoprolifératif fatal associé a une surexpression de CK2 (Seldin, 1995). Cette
observation a été confirmée dans un modéle de souris transgéniques coexprimant c-Myc et
CK2 dans leurs lymphocytes : cette expression ciblée conduit a une leucémie néo-natale

(Channavajhala, 2002). Dés lors, CK2 a été considérée comme un oncogéne.

Cette notion a depuis été renforcée par plusieurs observations. Nous ne décrirons ici que

deux exemples.

o Surexpression de CK2 dans les tumeurs mammaires

CK2 est surexprimée aussi bien dans des tumeurs mammaires de rat (induites par le
gavage au 7,12-dimethylbenz[alanthracéne, DMAB) que dans des tumeurs mammaires
humaines. Cette surexpression peut étre reproduite artificiellement, a l'aide de souris
transgéniques PPTV-CK20, et conduit elle aussi a une hyperplasie et dysplasie de la glande
mammaire (figures 11 et 12). La surexpression de CK2 est donc bien associée a la

tumorigenése mammaire (Landesman-Bollag, 2001).
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Tumeurs mammaires
chimio-induites chez le rat

Il Tissutumoral
] Tissu sain

Tumeurs mammaires
humaines

Activite CK2u
cpm

B Tissu tumoral
] Tissu sain

Tumeurs mammaires
induites dans des souris
transgéniques

cpm

W Tissu tumoral
] Tissu sain

Figure 11 : Activité CK2 détectée dans différentes tumeurs mammaires. A : mesure chez 7 rats ayant une
tumeur mammaire chimio-induite ; B : mesure dans 7 biospies humaines; C: mesure chez 6 souris

transgéniques ayant des tumeurs mammaires induites (Landesman-Bollag, 2001).

TISSUS CK2 (pmolimin/mg) | T/N
NORMAL 10.8+5.3
BENIN 16.3 £3.2 1.6
CANCER 71+34.9 6.6
METASTASES 77.7+31.6 7.2

T/N = Tumeur / Normal

Figure 12 : Une surexpression de CK2 est détectée dans les carcinomes mammaires (Landesman-Bollag,
2001).

o Stabilisation d’'oncogénes et/ou déstabilisation de suppresseurs de tumeur

CK2, par ses phosphorylations, stabilise des oncogénes critiques (B-catenin dans la voie
Wnt), alors insensibles a la dégradation par le protéasome, et participe ainsi a la
tumorigenése (Seldin, 2005), figure 13.
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Figure 13 : Représentation schématique de la voie Wnt. En I'absence de stimulation de la voie Wnt (OFF, a

gauche), GSK3p phosphoryle la B-caténine, induisant sa dégradation dans le protéasome. En présence d’un
signal Wnt (ON, a droite), GSK3J est inhibée d'une part et CK2 phosphoryle la B-caténine d’autre part, ce qui
stabilise la B-caténine et lui permet de transactiver des genes impliqués dans la prolifération, la survie et la

formation de métastases (Seldin, 2005).

A l'opposé, comme déja décrit précédemment, la phosphorylation du suppresseur de tumeur

PML conduit a sa dégradation dans le protéasome (Scaglioni, 2006).

CK2 régule donc de nombreux acteurs moléculaires de la cancérogenése (Buchou, 2003).

b- CK2 est un marqueur de mauvais pronostic

Plusieurs études ont permis d’établir que la surexpression de CK2 dans certains cancers est

corrélée a un mauvais pronostic.

o Carcinome du poumon a cellules squameuses

La premiére étude a montrer une corrélation entre une surexpression de CK2o et un
mauvais pronostic a été réalisée en 2004 (O-Charoenrat, 2004). Parmi les 16 patients
étudiés atteints de carcinome a cellules squameuses, 6 présentaient une surexpression de
CK2a (cluster 3) et les 10 autres un niveau d’expression normal (cluster 2). La survie des
patients a 90 mois chute rapidement dans le groupe surexprimant CK2o (10%) alors qu’elle

se maintient a 50% dans le cluster 2 (Figure 14-A).
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o Leucémie myéloide aiqué

Une autre étude réalisée par un groupe coréen sur 48 patients atteints de leucémie myéloide
aigué a également établi une corrélation impressionnante entre la surexpression de CK2q. et

la survie globale a 4 ans (Kim, 2007, figure 14-B).

o Adénocarcinomes de prostate

Enfin, dans une étude publiée en 2007, le laboratoire a mis en évidence que la
surexpression de CK2o observée par immunohistochimie sur une cohorte de 131
adénocarcinomes de prostate était un facteur de mauvais pronostic de cette pathologie
(Laramas, 2007, figure 14-C). De plus, la localisation nucléaire de CK2a est significativement
corrélée a un score de Gleason élevé (> 7), un tableau clinique avancé (cT3-T4) et

davantage d’invasion lymphatique.

Score de Gleason : Un score de Gleason élevé équivaut a un mauvais pronostic. Il est établi

a partir de 'examen d’une biopsie. Il se chiffre de 1 a 10. Il est calculé comme la somme de
2 scores évaluant les deux types de patterns proéminents (chacun notés de 1 a 5 avec 1 =

le tissu ressemble a un tissu normal ; 5 = le tissu n’a pas de glandes reconnaissables).

Systéme TNM staging : Tumor, Node, Metastasis. Ce score évalue I'état d’'avancement du

cancer : taille de la tumeur, profondeur, envahissement des ganglions lymphatiques... afin
d’orienter le traitement. Par exemple, pour une valeur cT3N1MO :

- la premiére lettre définit le stade clinique (c, examen physique et radiologique) ou le stade
pathologique (p, examen microscopique).

- T : tumeur primaire, de 0 a 4 (0 = in situ, 4 = métastases généralisées)

- N : envahissement des ganglions lymphatiques. De 0 a 4.

- M : métastases, 0 ou 1 (0 = pas de métastases, 1 = métastases).
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Figure 14 : La surexpression de CK2a est corrélée a un mauvais pronostic.

Au total, ces observations concourent a définir CK2 comme un biomarqueur de pronostic

défavorable utilisable en clinique mais également comme une cible thérapeutique

prometteuse.

c- CK2 est une cible thérapeutique potentielle

Les premiers essais d’inhibition de CK2 ont montré un arrét de la croissance tumorale d’'une

part, et une régression tumorale d’autre part.

Ainsi, l'inhibition de CK2 par des oligonucléotides antisens entraine une régression de

xénogreffes tumorales de prostate dans des souris nude (Slaton, 2004), figure 15.

Fud ot £

—

Taille tumorale {mm)

Temoin T

antisens CKZa

4
jours

Figure 15 : Effets de I'administration directe d’oligonucléotides antisens CK2q dans des xénogreffes

tumorales de prostate.
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De plus, l'inhibition de l'activité catalytique de CK2 (par le DRB, 5,6-dichlorobenzimidazole)
ou de son expression par un shRNA dans des cellules tumorales de colon restaure

I’apoptose induite par le facteur TRAIL (figure 16, Izeradjene ; 2005, Shin, 2005).

HCT116

% of cell death

Time (hr)
Figure 16 : Cellules tumorales de colon traitées avec le facteur pro-apoptotique TRAIL en présence ou en
absence d’un inhibiteur de CK2 (DRB).

Point important, cette apoptose induite n’affecte pas les cellules saines, pas ou peu
sensibles aux antisens anti-CK2. Cette sensibilité différentielle des cellules saines et
tumorales peut représenter une opportunité pour le développement d’inhibiteurs
thérapeutiques. Elle permet également d’avancer que, contrairement a une idée répandue —
il ne serait pas judicieux d’'inhiber une enzyme ubiquitaire et vitale pour les cellules -, cette
sensibilité différentielle peut représenter une « fenétre thérapeutique » (figure 17). Une
cellule saine a un niveau d’expression de CK2a bas, contrairement a une cellule tumorale

dont la survie dépend fortement d’une surexpression de CK2.
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Figure 17 : Hypothése expliquant pourquoi inhiber CK2, pourtant ubiquitaire et vitale, peut étre bénéfique
face a des cellules tumorales (basé sur les observations de Slaton, 2004). L’inhibition de CK2 par des
oligonucléotides antisens entraine une régression de xénogreffes tumorales de prostate sans affecter les cellules

normales in vivo (Slaton, 2004).

En outre, inhiber CK2 peut avoir un effet synergique vis-a-vis d’autres molécules
thérapeutiques et potentialiser leurs effets. Des inhibiteurs de CK2 (TBB) ou des
oligonucléotides antisens déclenchent 'apoptose et augmentent la sensibilité des cellules
tumorales aux agents chimiques thérapeutiques et aux stimuli apoptotiques (Ruzzene,
2002 ; Ravi, 2002 ; Faust, 2000). Selon Seeber (2005), atténuer l'activité de CK2 par des

oligonucléotides antisens ou des siRNA serait insuffisant pour induire une apoptose.

Enfin, une étude (Perea, 2004) a identifié par phage—display un peptide cyclique inhibiteur
de CK2, P15, c(CWMSPRHLGTC). Ce peptide, fusionné au peptide de pénétration cellulaire
Tat dérivé de la protéine HIV-Tat (“*GRKKRRQRRRPPQ®), induit I'apoptose dans
différentes lignées tumorales (poumon : TC-1, H-125, H-82 ; col de l'utérus : SiHa, CaSki,
HelLa ; leucémie : Jurkat). Injecté a des souris porteuses de xénogreffes de cellules TC-1, ce

peptide induit une régression tumorale (figure 18).
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Figure 18 : Régression observée dans des xénogreffes tumorales par I'injection quotidienne du peptide
P15-Tat (Perea, 2004).

Au total, ces résultats sont encourageants pour développer des inhibiteurs chimiques de
CK2.

3- Inhibiteurs connus de CK2

La stratégie principale a consisté a identifier des inhibiteurs chimiques de son activité

catalytique.

L’inhibiteur chimique de référence est le TBB (tétra-bromobenzimidazole), figure 19,
développé par le groupe de L. Pinna (Sarno, 2005). Il est relativement puissant (ICso = 1uM)
et spécifique (vis-a-vis de 33 protéines kinases testées). Cette surprenante spécificité peut
étre atteinte car, contrairement aux autres protéines kinases, CK2 présente une poche
catalytique plus petite au niveau du site de fixation de 'ATP. Malheureusement, aucun
résultat d’efficacité du TBB dans des modéles animaux n’a été publié, suggérant des échecs
a ce niveau. De nombreux analogues ont été dérivés (figure 19), dont le DMAT (2-
dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazole), IC5, = 0,14uM.

D’autres classes d’inhibiteurs, moins spécifiques, ont également été répertoriées : des
composés de type flavonoides, des dérives de [I'hydroxyantraquinone, des
hydroxycoumarines, debenzimidazoles halogénés et d’indoloquinazoline (figure 19). Dans
tous les cas, ces composés miment 'ATP et occupent sa place dans la poche du site

catalytique.
D’autres inhibiteurs sont compétitifs vis-a-vis du substrat protéique de CK2 : I'héparine, un
pseudo-peptide substrat et I'acide poly-glutamique (figure 19). lls sont puissants in vitro mais

se réveélent instables en milieu biologique et peu perméables a travers les membranes.
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Figure 19 : Inhibiteurs de CK2 publiés. Tous ciblent CK2a et la plupart sont ATP-compétitifs. Quelques uns sont
substrat-compétitifs ou non-compétitifs. (Sarno, 2005 ; Pagano, 2004 ; Pagano, 2004 ; Zien, 2003 ; Sarno, 2002 ;
Cozza, 2006 ; Battistutta, 2000 ; Sarno, 2003).

Pourtant, a ce jour, trois principales faiblesses touchent ces inhibiteurs :

- En premier lieu, aucun n’a été validé chez I'animal (Sarno, 2005). Il demeure donc
des problémes métaboliques faisant que le composé n’atteint pas sa cible. Ceci a
trait au degré de complexité plus élevé d’'un organisme entier par rapport a une
culture cellulaire et justifie la nécessité de poursuivre la recherche de nouveaux
inhibiteurs.

- D’autre part, la majorité de ces inhibiteurs décrits sont ATP-compétitifs et on se
heurte aux contraintes inhérentes a ce type de mécanisme : les molécules étant des
mimétiques de I'ATP, il est probable qu’elles puissent interférer avec d’autres
processus ATP-dépendants, ce qui diminue leur spécificité. La concentration
cellulaire en ATP étant d’environ 1mM, ces composés devront entrer en compétition
avec celui-ci, ce qui augmente la difficulté. Le développement d’inhibiteurs possédant
un mode d’action inédit serait souhaitable.

- Enfin, des composés inhibiteurs de l'activité catalytique d’'une protéine kinase aussi
pléiotropique que CK2 inhibent la protéine kinase en bloc, et neutralisent globalement
sans spécificité toutes les voies dans lesquelles elle intervient. Comme nous allons le

voir, la structure quaternaire de la CK2 permet d’envisager d’autres stratégies
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novatrices pour le développement d’inhibiteurs permettant une modulation plus fine,

« a la carte » de différentes voies de signalisation.
Dans ce contexte, la résolution de la structure tridimensionnelle de la CK2, aussi bien de ses

sous-unités individuelles que du tétramére nous a apporté un éclairage indispensable pour la

conception de nouvelles molécules inhibitrices.
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II- Structure de la CK2

Contrairement a la majorité des protéines kinases, CK2 est une enzyme classiquement
décrite sous la forme d’un tétramére composé de 2 sous-unités catalytiques (isoformes
CK2a et/ou CK20) et 2 sous-unités régulatrices (CK2).

1- Sous-unité catalytigue CK2o

La structure de la sous-unité catalytique est comparable a celle des autres protéines
kinases, avec deux lobes articulés autour d’'une charniére, I'un riche en hélices o et I'autre en
feuillets B (figures 20 et 21). La plupart des inhibiteurs développés jusqu’a présent visent son

site catalytique, en particulier le site de fixation de 'ATP qui est légérement plus étroit que

celui des autres protéines kinases, ce qui permet d’envisager des inhibiteurs spécifiques.
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Figure 20 : Séquences protéiques de la CK2¢ et o’ (www.expasy.orq).
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Figure 21 : Structure cristallographique de la sous-unité catalytique CK2a (d’aprées pdb 1JWH, Niefind,
2001).

2- Sous-unité régulatrice CK28 :

La plupart des protéines kinases fonctionnent de maniére monomeérique. Seule une poignée
d’entre elles ont une architecture multimérique : la Phosphorylase kinase, la cAMP-
dependant protéine kinase, les cyclin-dependant protéine kinases, la DNA-dependant
protéine kinase, la 5'-AMP-activated protéine kinase, 1kB kinase, PKA. La CK2 fait partie de
ces protéines kinases multimériques car sa sous-unité catalytique s’associe avec une haute
affinité avec une sous-unité régulatrice CK2B pour former un complexe hétérotétramérique
CK20:2B32.

La sous-unité régulatrice CK2 a une structure primaire unique et aucun homologue évident
chez les mammiféres, bien qu’elle soit présente chez la Drosophile ou Saccharomyces
cerevisiae (Pinna, 2002). Elle est extraordinairement conservée entre les espéces : la CK2f3
de levure présente 45% d’homologie avec la séquence de mammiféres (Bidwai, 1995), et

celles de poule, de souris et dhomme sont rigoureusement identiques (figure 22).
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L’invalidation génique de ck2p chez la souris est létale précocement chez I'embryon
(Buchou, 2003). Elle provoque I'absence de fission chez la levure Saccharomyces pombe.
Ces travaux démontrent le caractére essentiel de CK2B pour la viabilité et la croissance

cellulaire respectivement (www.signaling-gateway.org).

CK2 B 10 20 30 40 50 60
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PIGLSDIPGE AMVKLYCPKC MDVYTPKSSR HHHTDGAYFG TGFPHMLFMV HPEYRPKRPA
190 200 210
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NQFVPRLYGF KIHPMAYQLQ LQAASNFKSP VKTIR
P67870

Figure 22 : Séquence protéique de la CK2p (www.expasy.org).

a- Structure de CK2p :

La structure cristallographique de CK2[ a été résolue au laboratoire (Chantalat, 1999) a
1,7A. Quelques éléments remarquables peuvent étre mentionnés. La forme native de CK2p3
se présente systématiquement sous la forme d’un dimére, via une interaction homotypique
d’'un motif en doigt de Zinc (Chantalat, 1999). Son extrémité C-terminale se détache du
corps de la protéine et, au sein du dimeére, les deux extrémités C-terminales s’intercroisent.
Notons que les deux chaines CK2B du dimére interagissent avec CK2o., essentiellement au

niveau de ces parties C-terminales (figure 23).

g erange o

26




C-terminus of CK23 ——
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Figure 23 : Structure cristallographique de la sous-unité régulatrice CK2f. En haut a gauche : Structure du
dimere CK2B (Chantalat, 1999). Cette structure ne contient pas les extrémités C-terminales (182-215) qui sont
flexibles et ne se structurent qu’au contact des sous-unités catalytiques. En haut a droite : Structure d’'une sous-
unité CK2f (d’aprés Niefind, 2001). En bas : Structure du tétrameére CK20,2f32 (Niefind, 2001) mettant en évidence

le croisement entre les deux extrémités C-terminales de CK2p.

CK2pB posséde une boucle acide (Asp55-Asp64) exposée, site d’interaction potentiel avec

certains partenaires (les polyamines par exemple) (Litchfield, 2003).

Deux sérines localisées a son extrémité N-terminale (MSSSEEVSWI...) sont
autophosphorylées par CK2a lorsqu’elle est associée en complexe tétramérique CK20.,3; :
on parle de transphophorylation. Des observations du laboratoire ont montré que les deux
résidus C-terminaux (lle214 et Arg215) sont clivés dans différentes tumeurs (cancer du
sein, gliomes). Il ne s’agit pas d’'une mutation mais d’une protéolyse uniquement observable

dans les cellules tumorales (résultats non publiés).

b- Partenaires de CK2pB

Une pléthore de partenaires protéiques de CK2B a été répertoriée a travers des études
réalisées tant in vitro qu’in vivo (co-immunoprécipitation ou criblage en double hybride dans
la levure), figure 24 (Grein, 1999). Ces observations suggérent que CK2[3 fonctionne comme
une plateforme de recrutement de certains substrats pour orienter efficacement leur
phosphorylation par CK2a. (Bibby, 2005).
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Figure 24 : Diversité des partenaires de CK2p (Buchou, 2003). CK2p interagit par son extrémité C-terminale
avec CK20, mais également avec d’autres protéines kinases comme c-Mos, A-Raf ou la PKCZ. CK2f3 forme
également des complexes stables avec des facteurs de transcription tels que CD5, Dsh, FAF-1, Nopp140, p53, la
topoisomérase lla, b-FGF ou CDC25B.

Certains partenaires de CK2B, comme FGF-2 ou les polyamines, se fixent au niveau du

domaine acide de CK2p et induisent une stimulation de l'activité de CK2a. (Leroy, 1997).

Dans les cellules, CK2[3 est synthétisée en excés par rapport a CK20, en particulier dans le
cerveau et les testicules (Guerra, 1999). Cette existence de CK2p libre dans ces tissus a été
confirmée par immunoprécipitation, ce qui corrobore un réle dual de CK2B, associée a
'holoenzyme CK2 mais également en tant que protéine indépendante. Cette derniére
possibilité est particulierement illustrée par les observations qui montrent que CK2[B peut
interagir via son extrémité C-terminale avec d’autres ser/thr protéines kinases: A-Raf
(Boldyreff, 1997), c-Mos (Chen, 1997), Chk1 (Guerra, 2003), Lyn (Meggio 1995),
PKC{ (Bren, 2000), p90™* (Kusk, 1999), Chk2 (Bjorling-Poulsen, 2005). Ainsi, CK2pB diminue
la phosphorylation par Chk2 de p53 in vitro (Bjorling-Poulsen, 2005). CK2j serait donc une
protéine régulatrice au sens large, régulant non seulement CK2o mais aussi d’autres

protéines kinases importantes dans différentes voies de transduction.
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3- Organisation en tétramére et apports de la cristallographie

a- Un complexe de haute affinité

CK2 a longtemps été décrite comme un complexe tétramérique obligatoire constitué de 2
sous-unités catalytiques a et o un dimére de sous-unités régulatrices B (figure 25). En effet,
in vitro, les sous-unités recombinantes mises en présence se réassocient instantanément en
un complexe stable de haute affinité. De méme, biochimiquement, si on purifie 'une des
sous-unités a partir d’'un lysat cellulaire, on la retrouve systématiquement associée a I'autre
(Bibby, 2005).

Sous-unités
catalytiques

~a

Doigt
de zinc

Site
catalytique

Sous-unités
régulatrices

Figure 25 : Structure tétramérique de la CK2 (Niefind, 2001).
L’affinité entre CK2o et CK2B a été mesurée par des expériences de Résonance

Plasmonique de Surface (BlAcore) (Martel, 2002). Le Kp mesuré est de 5,4nM, ce que I'on

peut qualifier de haute affinité (figure 26).
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Figure 26 : Interaction moléculaire entre les sous-unités de CK2 en BlAcore (Martel, 2002), déterminée avec

une gamme de concentration de CK2p (37, 74, 111 et 148nM) analysée avec de la GST-CK2a immobilisée.

b- Une faible surface d’interaction

Cette vision traditionnelle de la CK2 a commencé a étre remise en question avec la
résolution de la structure tridimensionnelle de I'holoenzyme (Niefind, 2001) a 3,1A. Cette
structure a permis de se rendre compte que la surface d’interaction entre CK20 et CK2p3
n’était que de 832 A? ce qui est relativement faible. Une telle surface est typique d’'un
complexe transitoire et flexible et non d’'un complexe permanent (surface moyenne de 1722
A?) (figure 27).

Catalytic
o-subunits

Regulatory
B-subunit dimer

Figure 27 : Nouvelle vision de la CK2, un complexe dynamique avec une faible surface d’interaction.
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Ces données ont logiquement soulevé l'idée que CK2 serait un complexe soumis a un

équilibre dynamique d’association-dissociation in vivo.

c- Modélisation mathématique

Une vision dynamique de I'holoenzyme dans la cellule a été étayée par une modélisation
mathématique.

Dans ce modeéle, chaque sous-unit¢é de CK2 peut s’engager dans des complexes
multiprotéiques et former des sous-populations dans la cellule. Effectivement,
'environnement intracellulaire est différent de celui du tube a essai. La concentration locale
en partenaires de faible affinité est alors augmentée : une dissociation des sous-unités de
CK2 est possible (figure 28, Filhol, 2004). A l'inverse, dans un lysat protéique, dans lequel
toute I'architecture et I'organisation cellulaires sont rompues, la balance penche en faveur de
I'interaction de plus forte affinité, CK2a-CK2j3.
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Figure 28 : Représentation schématique des différentes populations de CK2. Dans les cellules vivantes, des
concentrations locales en partenaires pourraient stabiliser des associations de faible affinité avec chacune des
sous-unités de CK2, indépendamment l'une de l'autre. Ceci conduirait a la formation de complexes

macromoléculaires transitoires.

A ce stade, la validation expérimentale de ce modéle de complexe dynamique était

nécessaire.
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lll- Lien entre structure et fonction

1- Dynamisme de l'interaction dans la cellule

L’engagement de CK2B dans d’autres complexes protéiques est probable, sachant qu’elle
est exprimée en exces par rapport a CK2o et qu’elle a de multiples partenaires. Ceci est
cohérent avec l'observation concernant de modestes populations de CK2B qui ne co-
localisent pas avec CK2a (Bibby, 2005).

Pareillement, une fraction importante de CK2o a été isolée sous une forme liée a des
composants nucléaires et non a la CK2p (Stigare, 1993). De méme, on ne trouve que de la
CK20 dans le réticulum endoplasmique rugueux alors que les deux sous-unités sont
présentes dans le réticulum endoplasmique lisse (Faust, 2001). L’'examen de la localisation
des sous-unités dans divers types cellulaires révele parfois une distribution asymétrique des
sous-unités de CK2 individuelles (Bibby, 2005). Cependant, les stratégies conventionnelles
pour identifier la localisation de protéines ne s’appuient que sur des cellules fixées et

n’offrent qu’une vision statique de la CK2.

L’hypothése d’'un complexe dynamique CK2 a été définitivement confirmée grace a des
techniques élégantes d’'imagerie de fluorescence sur cellules vivantes (Martel, 2001, Filhol,
2003, figure 29). Les sous-unités de CK2 fusionnées a des protéines fluorescentes ont été
suivies dans leurs translocations noyau-cytoplasme. Il a été mis en évidence que CK2a et
CK2p transitaient a des vitesses différentes d’'un compartiment cellulaire & un autre et donc
indépendamment 'une de l'autre. CK20. est importée plus rapidement vers le noyau (< 10
sec) que CK2B. CK2o peut également faire la navette entre les deux compartiments,

contrairement a CK2 qui ne transite vers le noyau qu’a sens unique.
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Figure 29 : Mobilité différentielle des sous-unités de CK2 dans des cellules vivantes NIH 3T3 grace a la
technique du FLIP, fluorescence loss in photo bleaching (Filhol, 2003 ; White, 1999). A : Images enregistrées
avant et apres photoblanchiment effectué répétitivement au méme endroit o. B: Enregistrement de la

fluorescence globale du noyau (symboles noirs) ou du cytoplasme (symboles creux).

La formation du complexe CK2a-CK2B est donc dynamique et comme nous allons le voir
ceci a des conséquences fonctionnelles sur l'activité catalytique de CK2 en modulant sa

spécificité de substrat.

2- Spécificité de substrat

La structure de la CK2 repose donc sur un équilibre entre une forme monomérique et
tétramérique (CK2a + CK2a + CK2B, < CK2a,B;) (figure 30) et cette association
extrémement dynamique conditionne l'accessibilité des substrats a la poche catalytique
(figures 31 et 32). En effet, la sous unité CK2B agit comme une « plateforme de tri » qui

régule I'accessibilité a la sous unité a de fagon positive ou négative.
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Figure 30 : La CK2 est en équilibre dynamique entre 2 formes structurales : une forme dissociée et une

forme tétramérique CK20.232.
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Figure 31 : Classification des substrats de CK2 (d’aprés Buchou, 2003). On peut ainsi définir 3 catégories de

substrats susceptibles d’étre phosphorylés par CK2a : A : les substrats CK2B-dépendants « positifs » (protéines

phosphorylées uniquement par le tétramére azB2), C: les substrats CK2B-dépendants « négatifs »

reconnus

uniqguement par la forme monomérique CK2a (le dimere CK2B inhibe 'accés a la poche catalytique) et B : les

substrats CK2B-indépendants dont la phosphorylation n’est pas influencée par la présence de la sous unité

régulatrice.
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Figure 32 : Autoradiographie de la phosphorylation de 2 substrats CK2B-dépendants « positifs », CEN2 et
Topo, en présence de CK20 ou de CK20:232.

La présence de la sous-unité régulatrice CK2B définit la spécificité de substrat de CK2a.
Parmi les substrats caractérisés a ce jour du point de vue de leur dépendance a CK2p, la
maijorité requiérent la présence de CK2p et sont donc CK2p3-dépendants « positifs ».

Il est donc probable que l'association réversible de CK2B a CK2o représente une
composante essentielle dans la régulation encore mystérieuse de cette protéine kinase. Plus
concrétement, les propriétés dynamiques intrinséques du complexe CK2 et les
conséquences fonctionnelles qui en découlent laissent entrevoir une possibilité de moduler
et de réguler finement 'activité de CK2 en bloquant l'interaction entre ses sous-unités.

Ces propriétés nous ont conduit a concevoir des stratégies pour développer des
inhibiteurs de cette interaction CK20-CK2p. Devant le pessimisme de certains concernant
la faisabilité d’'une telle entreprise, nous avons au préalable recherché des précédents en

matiére d’inhibiteurs d’interactions protéine-protéine.
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3°partie : Les inhibiteurs d’interactions protéine -protéine : mythe ou réalité ?

I- Introduction :

Une stratégie émergente dans la recherche de molécules pharmacologiques consiste a
cibler des interactions protéine-protéine critiques pour la cellule tumorale et a I'inhiber grace
a des petites molécules.

Cette approche présente I'avantage de moduler plus finement une voie protéique, en
I'orientant vers telle ou telle autre voie, sans la bloquer totalement. La faisabilité et la preuve
du concept ont été apportées par différents succés concernant des interactions protéine-

protéine d’intérét pour diverses pathologies.

Jusqu’a présent, le développement de petites molécules inhibitrices ciblant des interactions
protéine-protéine était considéré comme "a haut risque" en raison du caractére plan et de
I'étendue des surfaces d’interaction. Néanmoins, un nombre croissant d’études démontre
que cette stratégie est en réalité envisageable, car une interaction repose souvent sur
seulement trois ou quatre résidus critiques : les « hot spots ». Il est surprenant de constater
que la simple mutation de ces quelques résidus-clés suffit a interrompre la formation du
complexe. Les molécules inhibitrices d’interactions protéine-protéine, telles les « nutlins »
inhibant I'interaction p53-HDM2, ou les inhibiteurs de I'interaction Bcl2-Bax sont aujourd’hui
des candidats thérapeutiques sérieux, capables d’induire efficacement 'apoptose de cellules
cancéreuses humaines.

Ceci souligne la faisabilit¢é d'une approche qui utilise des petites molécules ciblant ces

interactions protéine-protéine en mimant exactement ces hot spots.

II- Article revue

Laudet B, Prudent R, Filhol O, Cochet C.

Des agents thérapeutiques ciblant des interactions protéine-protéine : mythe ou
réalité ?

Med Sci (Paris). 2007 Mar;23(3):273-8.
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Des agents
thérapeutiques
ciblant

des interactions

> Les interactions protéine-protéine jouent un 7= 7= w
role fondamental dans les voies de signalisation PrOtelne-PrOtelne %
qui régulent de nombreuses fonctions cellulai- Mythe ou réalité ? 5
res. Les propriétés structurales et fonctionnelles Béatrice Laudet, Renaud Prudent, o
des interfaces protéine-protéine sont a présent Odile Filhol, Claude Cochet

mieux connues, offrant par la des opportuni-
tés pour des interventions thérapeutiques. Le

développement de petites molécules capables

w
de moduler ce type d’interactions est difficile. §
s . \ . ‘pe . =
Néanmoins, des progres significatifs dans cette =
direction ont été réalisés sur plusieurs fronts. 7
A P'aide de quelques exemples, nous résumons Inserm U873, Institut
dans cet article les travaux récents dans ce de Recherches en Technologies
. , et Sciences pour le Vivant,
domaine en émergence. < CEA Grenoble,
17, rue des Martyrs,
_ _ - 38054 Grenoble Cedex 9, France.
claude.cochet@cea.fr
Dans un organisme vivant, les cellules sont régulie-  «non catalytiques » qui conduisent a des homo- ou
rement exposées a une variété de signaux a partir de  hétéro-oligomérisations de protéines.
leur micro-environnement. Nombre de ces signaux Différentes approches combinées de biologie structu-
sont détectés par des récepteurs présents a la surface rale permettent de comprendre comment fonctionnent
des cellules, puis amplifiés et «transduits » par des les interfaces protéine-protéine au sein de ces com-
réseaux complexes de signalisation intracellulaire. plexes moléculaires. Bien que les principes structuraux
U'organisation spatiale et I'activation de ces réseaux et fonctionnels qui gouvernent ces interactions soient
dépendent de facon cruciale d’interactions spécifiques  d’une grande diversité, les interfaces protéine-protéine
entre les différentes protéines qui les composent. Les  sont, dans de nombreux cas, larges (typiquement 1300
processus d’apoptose, notamment, mettent en jeu des a 3000 ,&2), et leurs surfaces compactes, hydrophobes
réseaux complexes d’interaction protéine-protéine qui et relativement planes [1, 2]. La combinaison des ana-
dictent la survie ou la mort cellulaire ; les interactions lyses cristallographiques et de mutagenese dirigée a
protéine-protéine sont donc fondamentales pour la  révélé la présence, au niveau de ces interfaces, d’acides
régulation des points de contrdle de I’homéostasie aminés essentiels pour I'interaction (hot spots).
cellulaire. Elles constituent un réseau dynamique et La résolution de la structure tridimensionnelle de diffé-
adaptable, I’«interactome », capable d’intégrer des rents complexes protéiques a permis de mettre en évi-
signaux intra- comme extracellulaires et de modifier le  dence I’existence de régions centralisées et accessibles,
comportement cellulaire. constituées d’acides aminés cruciaux pour 'interaction
des protéines composant ces complexes [3]. Ces hot
Propriétés des interactions protéine-protéine spots sont présents sur les deux cotés de Iinterface
protéine-protéine. Les structures cristallographiques
Les interactions protéine-protéine mises en jeu dans les  montrent que ces régions sont hautement complémentai-
complexes enzyme-substrat ne seront pas décrites dans  res I'une de 'autre, avec des résidus hydrophobes d’une
cet article, consacré aux propriétés des interactions surface s’engageant précisément dans des « puits » pré-
sents sur la face opposée. Il est remarquable de constater
Article requ le 13 février 2006, accepté le 2 juin 2006. que dans le cas du complexe p53-Mdm?2 (double-minute
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protein 2), la mutation de seulement 3 des 393 acides aminés de p53
suffit & empécher la formation du complexe [4]. De nombreuses études
suggerent que la présence de ces hot spots confére a ces régions les

propriétés nécessaires a la liaison de ligands [5]. Uappa-
rente complémentarité entre les deux surfaces créée par
ces hot spots se traduit par un certain degré de flexibilité
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Figure 1. Principales méthodes utilisées pour I’identification et I’analyse des interactions protéine-protéine. YFP : yellow fluorescent protein.
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et d’adaptabilité, qui permet la fixation séquentielle, sur une méme
protéine, de multiples partenaires [6].

Les interactions protéine-protéine peuvent étre définies sur la base de la
durée de vie des complexes qui sont soit tres stables et permanents, soit
transitoires, s’associant ou se dissociant constamment in vivo. Il existe
également un type d’associations fortes, mais néanmoins transitoires,
qui requiérent un signal moléculaire pour altérer I'affinité mutuelle des
composants du complexe. La protéine kinase AMPc-dépendante (PKA)
est un exemple de ce type de complexe, ou la fixation de ’AMP cyclique
sur la sous-unité régulatrice (R) de la kinase rompt son interaction avec
la sous-unité catalytique (C) [7]. Il faut souligner ici que la plupart
des complexes transitoires ont des rdles régulateurs importants [6], le
corollaire en étant que les mécanismes contrélant leur formation sont
vitaux pour les fonctions biologiques de ces complexes.

Inhiber ou rompre des interactions protéine-protéine

Le dysfonctionnement d’interactions protéine-protéine hautement
spécifiques, lié notamment a des mutations, est a I'origine de diffé-
rentes pathologies, dont le cancer. La perturbation de ces complexes
protéiques a également des effets physiologiques majeurs. La possibilité
d’interférer avec les interactions responsables de la formation de ces
complexes devrait donc permettre d’exercer un contrdle unique sur des
événements cellulaires majeurs, a 'origine de diverses pathologies, et
permettre de développer de nouveaux agents thérapeutiques.

Les inhibiteurs d’interactions protéine-protéine sont susceptibles de
présenter plusieurs avantages par rapport a d’autres types d’inhibiteurs.
D’une part, Iextréme complémentarité des interfaces protéine-protéine
offre la possibilité de développer des inhibiteurs hautement spécifiques,
évitant ainsi inhibition de cibles cellulaires non spécifiques (off-target).
D’autre part, les complexes protéiques ciblés par ces inhibiteurs devraient
étre moins sujets a des mutations leur conférant une résistance, contrai-
rement aux protéines qui fixent des inhibiteurs au niveau de leur site actif :
de fait, une simple mutation sur une sous-unité au niveau de 'interface
nécessite une mutation complémentaire sur I’autre sous-unité pour res-
taurer I'interaction ; comme une double mutation simultanée sur des sous-
unités différentes n'est guere possible, il est hautement improbable que la
protéine ciblée acquiére une résistance a 'inhibiteur.

Toutefois, il faut admettre que ces avantages ont été pendant longtemps
tempérés par le fait que, contrairement a la démarche classique qui repose
sur I'inhibition d’une activité enzymatique, le ciblage de ce type d’interac-
tion par des composés chimiques conventionnels semblait particulierement
difficile. Aujourd’hui, les développements spectaculaires de la génomique et
de la protéomique, ainsi que I’émergence de nouvelles cibles thérapeutiques
impliquant des interactions protéine-protéine, ont récemment stimulé, avec
succes, une recherche orientée vers le ciblage de ce type d’interaction.

Démarche
Les propriétés intrinséques des interfaces protéiques, flexibilité et capa-

cité a adopter des conformations multiples, sont mises a contribution
pour le développement de petites molécules pharmacologiques capables
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d’interagir avec ces interfaces protéiques. Ce développe-
ment requiert au préalable une connaissance approfondie
du réseau dans lequel elles s’inscrivent, afin de s’assurer de
la pertinence de Iinteraction ciblée: il s’agit notamment
de s’assurer de I'absence de voie alternative, qui rend
cette interaction cruciale pour la transmission du signal.
Dans le cas des tumeurs surexprimant Mdm?2, par exemple,
on choisira une interaction nécessaire pour la survie de
cellules cancéreuses, mais facultative pour les cellules
normales [8].

Diverses méthodes [9] peuvent étre mises en ceuvre pour
I’analyse des interactions protéine-protéine (Figure 1). La
co-cristallisation d’un complexe protéique ou, a défaut,
une étude de complémentarité in silico permettent de
caractériser I'interface ciblée et le type d’interaction
mis en jeu. Ainsi, une surface d’interaction inférieure a
900 ,&2, signature probable d’un complexe transitoire,
est une configuration favorable pour le développement
d’inhibiteurs. Une étude détaillée de la structure permet
également d’identifier les acides aminés contribuant
de maniere prépondérante a I’interaction; la mutation
(ala-scanning) de ces acides aminés d’intérét, puis
’analyse des mutants par des approches structurales,
thermodynamiques ou biophysiques telles que celles
qui sont décrites dans la Figure I valident ces hot spots
potentiels.

Une fois I’interface caractérisée, la recherche de molé-
cules inhibitrices peut s’effectuer par trois approches:
le criblage réel, le criblage virtuel ou la conception de
novo.

Criblage réel

Il consiste a tester systématiquement des banques de
molécules, ou chimiothéques, a ’aide d’un test d’interac-
tion simple, rapide, robuste, reproductible, miniaturisé et
automatisé. /n vitro, ce test fait appel a des techniques
de type ELISA ou a la polarisation de fluorescence; le
criblage peut également reposer sur un test cellulaire,
dans lequel I'interaction protéine-protéine peut notam-
ment étre évaluée par la technique de double hybride ou
le FRET (Figure 1). Il est important de noter que I'utili-
sation de banques de composés fonctionnellement tres
diverses (petites molécules chimiques, peptides, voire
peptidomimétiques) semble essentielle pour la décou-
verte de molécules ayant ce type de propriétés uniques.
Une technique récente d’identification d’inhibiteurs des
interactions protéine-protéine repose sur I'utilisation de
mélanges de trés petites molécules (fragments) : si ces
molécules possédent isolément une faible affinité pour
une cible, leur association en présence de la protéine
augmente considérablement leurs propriétés inhibitrices

[21].
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Criblage virtuel

La deuxieme stratégie s’appuie sur les développements récents de la
bio-informatique. €lle consiste a tester in silico la complémentarité
de forme et 'interaction probable entre une molécule et la structure
cristallographique de la protéine, ce que I’on appelle le docking. On
peut ainsi tester plusieurs millions de molécules référencées dans
diverses chimiotheques en quelques heures. L'objectif initial est
souvent de créer une sous-chimiotheque enrichie en «touches»
potentiellement positives, afin d’accroitre le taux de réussite lors
des tests réels.

Conception de novo

Une approche encore plus audacieuse est la conception de novo, qui
consiste a construire rationnellement une molécule a partir des seules
données structurales du complexe. Lenjeu, particulierement difficile,
est de synthétiser ensuite cette molécule «idéale » inhibitrice de la
formation du complexe. Cependant, I’enthousiasme initial suscité par
cette derniére approche doit étre tempéré [22]: en effet, les algo-
rithmes actuels ne prennent, pour I'instant, pas ou peu en compte
des phénomeénes primordiaux tels que la flexibilité conformationnelle
des protéines ou I'influence du solvant et des ions dans I’interaction
protéine-ligand.

Evaluation des composés

Dans tous les cas, les molécules pré-sélectionnées
aprés criblage doivent étre validées en culture cel-
lulaire, et le phénotype attendu résultant de I'ex-
position @ ces molécules doit étre le méme que
celui observé avec des mutants d’interaction. Dans
ce contexte, les inhibiteurs sont soumis a diverses
contraintes cellulaires. IIs doivent notamment étre
capables d’accéder aux compartiments cellulaires ol
se trouvent leurs cibles. Par ailleurs, I'influence des
modifications post-traductionnelles des protéines sur
leurs interactions est une propriété dont on peut tirer
parti. Il est ainsi possible de développer des inhibi-
teurs d’interaction de protéines de surface, fondés sur
des polysaccharides agissant comme leurres glyco-
sidiques : I’interaction protéine-protéine est dans ce
cas rompue par compétition avec la partie glycosylée
[23]. Lubiquitinylation est un autre type de modifica-
tion post-traductionnelle exploitable ; a titre d’exem-
ple, des composés nommés ubistatines [24] sont
capables, en se fixant sur les polymeres d’ubiquitine,
de rompre I'interaction ubiquitine-protéasome.

Bcl-xL-Bak

Figure 2. Cibler des interactions protéine-protéine : le mythe
devient réalité. A, B. Interaction Bcl-xL-Bak. A. Quatre rési-
dus de Bak représentent des hot spots pour son interaction
avec Bel-xL (pdb 1BXL, [29]). B. Une molécule chimique
(ABT-737) inhibe I’interaction Bcl-xL-Bak (IC5q=1nM, pdb
1ySl, [31]1) en mimant ces résidus critiques pour I'interac-
tion. C, D. Interaction XIAP-Smac. C. La protéine Smac inte-
ragit avec XIAP via 4 résidus essentiels aminoterminaux, Alal,
Val2, Pro3, lle4 (pdb 1G3F, [351). D. Un tripeptide non naturel
optimisé inhibe I’interaction avec une 1C5;; de 5 nM (pdb
ITFT, [391). & F, G. Interaction p53-Mdm?2. €. La liaison du
domaine de transactivation de p53 a la protéine Mdm?2 (pdb
1YCR, [4]) fait intervenir principalement 3 résidus hot spots
(Phel9, Trp23, Leu26). F. Un peptide mimétique contraint
occupe la méme poche de Mdm2 (pdb 2AXI, [40]) et inhibe
I’interaction avec une ICs; de 140 nM. G. Des petites molé-
cules chimiques, les nutlins, miment les hot spots de p53 et
inhibent I’interaction avec une IC5; de 100 nM (pdb 1RVI [8]).
Les images graphiques ont été produites grace au logiciel
UCSF Chimera package [41].
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€nfin, dans le cadre d’essais précliniques, les propriétés pharmacolo-
giques et thérapeutiques des composés retenus sont évaluées dans des
modeles animaux appropriés a la pathologie considérée.

Quelques résultats

Des résultats significatifs ont d’ores et déja été obtenus par cette orien-
tation thérapeutique, dans des domaines aussi variés que "inflammation
(Jak/Stat) [25], la prolifération cellulaire (anti-IGFR) [26] et la virologie
(protéase du VIH) [27]. Toutefois, cette revue se limitera a une bréve
description de nouveaux agents anticancéreux ciblant des interactions
protéine-protéine opérant dans les processus d’apoptose (Figure 2).

Interaction Bcl2-Bax

La découverte de molécules capables de sensibiliser des cellules résistantes
a apoptose est une stratégie attractive pour le développement de nouveaux
agents anticancéreux [28]. Certains membres de la famille des protéines
anti-apoptotiques telles que Bel-x| et Bel-2 interagissent avec des protéines
pro-apoptotiques appartenant a la méme famille, telles que Bak ou Bax.
Des études en RMN ont révélé que ces interactions reposent sur un domaine
BH3 (Bcl-2 homology domain 3) présent dans Bax. Un peptide de 16 acides
aminés (BH3 peptide) dérivé du domaine BH3 de Bax forme une hélice ot qui
interagit avec une poche hydrophobe de Bcl-x, [29] et inhibe Iinteraction
Bel-x,-Bax (Figure 24). Le criblage d’une banque de 16 320 petites molécules
chimiques a, par la suite, permis d’identifier deux composés capables d’inhi-
ber la liaison du peptide BH3 a Bcl-2. Lun de ces composés, ABT-737, bloque
I’hétérodimérisation entre Bax et Bel-2 (Figure 2B) ; il induit I'apoptose de
cellules transformées et sensibilise les cellules tumorales surexprimant Bel-2
aux chimiothérapies [30]. Par ailleurs, d’autres composés chimiques ciblant
cette interaction provoquent la régression de tumeurs du poumon dans un
modele de xénogreffe chez la souris [31].

Interaction Smac-XIAP

Les protéines de la famille des IAP (inhibitors of apoptosis proteins) sont
des inhibiteurs endogenes des caspases; elles sont surexprimées dans de
nombreux cancers, ol elles contribuent aux mécanismes de résistance a
I’apoptose observée dans les cellules cancéreuses [32]. Les IAP possédent
un domaine & doigt de zinc, appelé Bir (Baculovirus inhibitory repeat), qui est
le site d’interaction avec Smac (second mitochondria-derived activator of
caspases), une protéine mitochondriale activatrice des caspases au cours de
I’apoptose [33]. Un tripeptide non naturel dérivé de Smac inhibe son interac-
tion avec XIAP (X-linked mammalian inhibitor of apoptosis protein) (Figure
2D). Ce type de peptides sensibilisent des cellules tumorales & apoptose
induite par le facteur apoptotique TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand) et stimulent I’activité antitumorale de ce facteur dans un modéle
de xénogreffe intracraniale de gliome [34]. Des études cristallographiques
ont montré que seuls quatre acides aminés de Smac se fixent sur le domaine
Bir de XIAP (Figure 2C) et sont essentiels pour bloquer ses effets anti-apop-
totiques [35]. La encore, la conformation de ces quatre acides aminés au
sein du complexe IAP-Smac a servi de support pour la synthese rationnelle
d’une molécule chimique capable, en se fixant avec une haute affinité
a AP, de promouvoir I'activation des caspases, en synergie avec le TNFo
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et TRAIL, et d’induire I"apoptose de cellules cancéreuses
humaines. €nfin, en raison de son interférence avec la signa-
lisation TNFot-NFicB, ce « mime chimique » de Smac pourrait
conduire au développement d’agents thérapeutiques dans le
cadre des pathologies de 'inflammation [36].

Interaction p53-Mdm2

La protéine p53 est une cible thérapeutique attractive en
oncologie en raison de sa capacité a induire la mort cel-
lulaire par apoptose, et donc de permettre I’éradication
des cellules cancéreuses. Toutefois, I'activité de pb53 est
réprimée par un régulateur négatif, la protéine Mdmz2,
dont "amplification dans de nombreux cancers favorise
une prolifération incontrolée. Linhibition de I'interaction
p53-Mdm2 dans ces cancers représente donc une stratégie
intéressante pour activer une apoptose p53-dépendante
dans les tumeurs surexprimant Mdm2 [37]. Intervenir sur
le complexe p53-Mdm?2 est apparu possible lorsqu’il a été
montré que de petits peptides correspondant a Iextrémité
aminoterminale de p53, en se fixant sur I'extrémité amino-
terminale de Mdm2, bloquent I'interaction p53-Mdm2 dans
des cellules tumorales et induisent leur apoptose [37]. La
structure de Mdm?2 complexée a ce peptide (Figure 2F) a
révélé que les chaines latérales de trois acides aminés de
p53 s’engagent dans une cavité hydrophobe de la molé-
cule Mdm2 (Figure 2€), ce qui est suffisant pour former le
complexe p53-Mdm?2 [4]. Ces observations ont rapidement
stimulé la recherche de composés chimiques de faible
poids moléculaire, capables de bloquer cette interaction.
Le criblage d’une banque de molécules chimiques a alors
permis d’isoler une classe de composés appelés Nutlins
(Figure 2G), qui déplacent p53 de son complexe avec Mdm?
avec des valeurs de ICsy de 'ordre de 100 nM & 300 nM [8].
Comme attendu, les Nutlins provoquent 'activation de p53
et 'apoptose de cellules cancéreuses. Plus spectaculaire
encore, I'administration orale de Nutlin pendant 3 semai-
nes a des souris nude porteuses de xénogreffes de cellules
d’ostéosarcome conduit a un arrét de la croissance des
tumeurs [8].

Conclusions et perspectives

€n conclusion, identification de petites molécules capables
de moduler des interactions protéine-protéine est restée
pendant longtemps un domaine largement sous-exploité par
la recherche pharmacologique. Cependant, le développe-
ment de différentes technologies innovantes et la validation
récente de ce type d’inhibiteurs dans des essais précliniques,
comme c’est le cas de la colchicine, inhibiteur de I'interac-
tion tubuline ot-tubuline 3 [38], démontrent que les inte-
ractions protéiques intracellulaires constituent une nouvelle
source de cibles thérapeutiques importantes. Les molécules

&3
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modulatrices de ces interactions représentent une nouvelle classe d’outils
originale et prometteuse, tant en recherche fondamentale qu’en thérapeu-
tique. Elles peuvent aider a différencier les multiples fonctions portées par
une méme protéine, a replacer la protéine dans une cascade de réactions,
ainsi qu'a disséquer et reconstituer des réseaux de signalisations protéiques.
Enfin, et surtout, on peut prédire sans risque que cette stratégie a de grandes
chances de faire émerger de nouvelles familles d’agents pharmacologiques
actifs dans diverses pathologies. ¢

SUMMARY

Therapeutic agents targetting protein-protein interactions:

myth or reality?

Protein-protein interactions have a key role in transduction pathways
that regulate many cellular functions. Structural and functional pro-
perties of protein-protein interface are now better understood, the-
refore offering attractive opportunities for therapeutic intervention.
Developping small molecules that modulate protein-protein interac-
tions is challenging. Nethertheless, significant progress in this endea-
vour has been made on several fronts. Here, we use few illustrative
examples to summarize recent work in this emerging field. ¢
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OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE : trouver des outils capables de perturber
I’interaction CK2a — CK28

Etant donnés le réle crucial de l'interaction entre les sous-unités a et p de CK2 pour la
régulation de son activité et I'implication de CK2 dans la tumorigénése, nous avons souhaité
mettre en place des stratégies visant a concevoir et valider des molécules capables d’inhiber

I'interaction entre les deux sous-unités de CK2.

Les arguments décrits précédemment suggerent que linteraction CK2a-CK2B doit étre
suffisamment labile pour qu'il soit possible de trouver des molécules antagonistes capables
de perturber cette interaction. Disposer de telles molécules inhibitrices aurait un double
intérét :

- Par leur capacité a rompre l'association CK2a-CK2B, ces antagonistes permettraient de
mieux comprendre le contrdle qu'exerce CK2B sur l'activité catalytique de cette protéine
kinase et d’identifier ses protéines cibles CK2p-dépendantes. Contrairement aux inhibiteurs
d’activité protéine-kinase classiques, qui inhibent en bloc l'activité catalytique vis-a-vis de
tout substrat, ces outils permettraient ainsi d’exercer une modulation fine et sélective de
l'activité CK2 sans l'inhiber totalement.

- D’autre part, en raison du caractére « suppresseur d’apoptose » de la CK2, une inhibition
sélective de CK2 pourrait avoir des répercussions sur l'oncogenése et ces molécules

inhibitrices pourraient par la se révéler étre des agents anticancéreux potentiels.

DEMARCHE

Forts des exemples couronnés de succés que nous avons décrits dans cette revue, notre
stratégie a été :

1) dans un premier temps de s’assurer qu'il était possible de mettre en place un test
d’interaction in vitro, en démontrant que la dynamique des sous-unités pouvait étre
reproduite in vitro.

2) de mettre en place un criblage a haut débit afin d’isoler des molécules inhibitrices. Un
premier essai ayant été infructueux, nous avons ciblé une chimiothéque congue
spécialement pour les interactions protéine-protéine. Malheureusement, la collaboration n’a
pas pu étre poursuivie.

3) L’échec de I'approche par criblage nous a conduit a nous tourner vers une approche
rationnelle (« rational drug design ») en partant des données cristallographiques. En

s’appuyant sur les données structurales du complexe, nous avons déterminé avec précision
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les acides aminés critiques pour linteraction, ceci pour concevoir de maniére orientée la
synthése d’un peptide antagoniste de I'interaction CK2a-CK2p (figure 33).

4) La caractérisation de ce peptide a permis d’isoler un pharmacophore et de rechercher par
criblage virtuel des molécules chimiques mimétiques reproduisant les effets biologiques de
ce peptide. Ces molécules ont été validées in vivo et leurs effets sur la prolifération et la

survie des cellules cancéreuses ont été évalués.

Démarche

Structure cristallo
du tétramere

L1

Identification des
hot spots
J L
Conception
orientée d’un
peptide inhibiteur
S L
Criblage virtuel

JL

|dentification de
molécules chimiques
analogues

Figure 33 : Démarche choisie in fine pour I'identification d’inhibiteurs de I'interaction CK2a-CK2p.
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RESULTATS

1° partie : Mise en évidence d’une mobilité différe ntielle des sous-unités de CK2 dans

les compartiments cellulaires

I- Introduction

La description traditionnelle de CK2 sous forme de complexe hétérotétramérique obligatoire
(Martel, 2002) a été remise en question par les apports de la cristallographie et de 'imagerie
cellulaire. Effectivement, la disproportion de CK2o et CK2B dans différents tissus laissait
soupgonner que ces sous-unités devaient avoir des fonctions ponctuellement indépendantes
du complexe CK2 et interagir avec d’autres complexes macromoléculaires (Bibby, 2005).
Cette hypothése a été renforcée par la résolution de la structure tridimensionnelle du
tétrameére, qui a clairement mis en évidence une faible surface d’interaction entre CK2o et
CK2B, typique d'un complexe transitoire (Niefind, 2001). De méme, le concept d’'une
dissociation d’'un complexe de forte affinité grace a I'existence de sous-populations de
partenaires de plus faible affinité a été modélisé mathématiquement (Filhol, 2004).

L’hypothése a finalement été totalement corroborée par la visualisation de la dynamique
différentielle des sous-unités de CK2 en cellules vivantes par la technique de FLIP
(fluorescence loss in photobleaching). L’association de CK2a et CK2B supprime leur

importation nucléaire (Filhol, 2003).

D’autres méthodes complémentaires d’imagerie de fluorescence ont été utilisées pour suivre
les mouvements de CK2o et CK2B dans la cellule: FRET avec photoblanchiment
(fluorescence resonance transfer energy, FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching), FCS (fluorescence correlation spectroscopyy) et photoactivation. Leur
principe est rappelé schématiquement sur la figure 96 de la section Matériel et méthodes.
Ces expériences montrent que la reconstitution du tétrameére peut avoir lieu aussi bien dans

le cytoplasme que dans le noyau.
ll- Article
Theis-Febvre N, Martel V, Laudet B, Souchier C, Grunwald D, Cochet C, Filhol O.

Highlighting protein kinase CK2 movement in living cells.
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Abstract

Protein kinase CK2 has traditionally been described as a stable heterotetrameric complex («2f2) but new approaches that
effectively capture the dynamic behavior of proteins, are bringing a new picture of this complex into focus. To track the spatio-
temporal dynamics of CK2 in living cells, we fused its catalytic « and regulatory 8 subunits with GFP and analog proteins.
Beside the mostly nuclear localization of both subunits, and the identification of specific domains on each subunit that triggers
their localization, the most significant finding was that the association of both CK2 subunits in a stable tetrameric holoenzyme
eliminates their nuclear import (Mol Cell Biol 23: 975-987, 2003). Molecular movements of both subunits in the cytoplasm
and in the nucleus were analyzed using different new and updated fluorescence imaging methods such as: fluorescence recovery
after photo bleaching (FRAP), fluorescence loss in photo bleaching (FLIP), fluorescence correlation spectroscopy (FCS),
and photoactivation using a biphoton microscope. These fluorescence-imaging techniques provide unprecedented ways to
visualize and quantify the mobility of each individual CK2 subunit with high spatial and temporal resolution. Visualization
of CK2 heterotetrameric complex formation could also be recorded using the fluorescence resonance energy transfer (FRET)
technique. FRET imaging revealed that the assembling of this molecular complex can take place both in the cytoplasmic
and nuclear compartments. The spatio—temporal organization of individual CK2 subunits and their dynamic behavior remain
now to be correlated with the functioning of this kinase in the complex environment of the cell. (Mol Cell Biochem 274: 15-22,
2005)

Key words: protein kinase CK2, localization, targeting, movement, subunit interaction

Introduction

Protein kinase CK2 is a pleiotropic and almost universal pro-
tein kinase that has crucial roles in cell differentiation, pro-
liferation and survival [2, 3]. Many of the identified CK2
substrates that are critical for cell proliferation and viability
are localized in different cell compartments. It is, therefore,
suspected that targeting CK2 to specific sub-cellular loca-

tions is crucial to many of its roles. Although the common
view describes this enzyme as a tetrameric complex consist-
ing of two « catalytic subunits and two B regulatory sub-
units, accumulating evidence indicate that free populations
of both CK2 subunits can exist and exert specific functions
in the cell [1, 4, 5]. Sub-cellular localization and targeting of
protein kinases play important roles in signal transduction
that regulates many cellular processes. Thus, understanding

Address for offprints: O. Filhol, Département Réponse et Dynamique Cellulaires, CEA, 17, rue des Martyrs 38054 Grenoble cedex 9, France

(E-mail: odile.filhol-cochet@cea.fr)
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how a multifunctional enzyme like CK2 can achieve speci-
ficity of action over time and space requires an understanding
of both the localization and the functional interaction of its
subunits. Due to the advent of fluorescent protein technology,
it has been feasible to visualize, track and quantify molecules
and events in living cells [6, 7].

In the current work, we have applied recent fluorescent
microscopy imaging techniques to monitor the localization
and trafficking of the CK2 subunits and their interaction in
the complex environment of a cell.

Materials and methods

Constructs of plasmids encoding photoactivatable
GFP-CK?2 subunits

The cDNA encoding CK2« and CK28 were sub-cloned from
EGFP-CK2¢ or g [1] into PA-GFPc1 plasmid [8].

Transient transfection of NIH 3T3 cells

NIH 3T3 cells were transiently co-transfected using Fugene 6
reagent (Roche) according to the manufacturer’s instructions,
with PA-GFP, PA-GFP CK2« or PA-GFP CK2 g together with
DsRED-NI1 plasmid (ratio 1/2) to visualize the transfected
cells before photoactivation. One day after transfection, the
cell medium was changed to remove the pH indicator phenol
red and 10 mM HEPES was added to DMEM supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS) to buffer it.

Photo-activation

Activation of GFP fluorescence either in the nucleus or in
the cytoplasm was performed using a biphoton microscope
(LSM510-NLO, Zeiss) at the 720 nm wavelength in a small
area (circle 30 x 30 pixels) using 10iterations with 50% of the
maximum laser power (fs Ti: Sa Tsunami, Spectra Physics).
Photo-activated GFP images were then acquired at 488 nm
using argon laser.

Control experiments showed that bleaching of the PA-GFP
(photoactivatable GFP) during imaging was not detected. An
image of the entire cell before and after photoactivation was
recorded.

Nuclear import measurement

Typically, PA-GFP containing cells were detected via DsRed
expression. PA-GFP proteins were photoactivated inside the
cytoplasm, in different spots (at least three) during 1 min max-

imum and immediately after, an image of the entire cell was
recorded every 60s during 15 min. The fluorescence inten-
sity in both nucleus and cytoplasm was measured and the
ration of these intensities minus the initial intensity was plot-
ted over time. Three PA-GFP CK2«, four PA-GFP CK2p
and two PA-GFP control-expressing cells were monitored in
three independent experiments.

Measurement of PA-GFP CK2 subunits mobility

NIH 3T3 fibroblasts transiently expressing PA-GFP CK2 sub-
units were submitted to a “visible pulse chase experiment”:
photoactivation was performed in a tiny region of interest
(ROIY) (30 x 30 pixels) either in the cytoplasm or in the nu-
cleus, and immediately after, the fluorescent signal was fol-
lowed in a time series (every 62ms) for ~3 min, to follow
the PA-GFP. Fluorescence intensity was plotted over time,
and the resulting curves were fitted using Origin Software
with an exponential decay function: y = ajexp(—x/t) +
arexp(—x/t) + yo.

Labeling of CK2 with Cy3

Recombinant CK2 A was labeled with Cy3 as recommended
by the manufacturer (Amersham Kit PA23001): 200 ng of
bacterially expressed CK2p8 were equilibrated in 0.1 M Na
Carbonate pH 9.3 and added to the labeling kit for 30 min at
22 °C. To remove the unbound Cy3, the reaction was loaded
on a G50 gel filtration column equilibrated in PBS and con-
centrated in a Vivaspin micro concentrator (cutoff 30 kDa,
Vivascience).

Microinjection

NIH 3T3 mouse fibroblasts stably expressing GFP, GFP
CK2« or GFP CK2p [1] were grown at 37 °C in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10%
(v/v) ECS in 5% CO, atmosphere. Prior to microinjection,
the cells were placed on medium supplemented with 10 mM
HEPES-pH 7.4, and the solution containing Cy3-labeled
CK2p was centrifuged for 15min at 1,00,000¢g in a TL100
Beckman Airfuge. NIH 3T3 cells were microinjected using
a semiautomatic micro injector (Eppendorf). After injection,
the cells were allowed to recover for one hour at 37 °C in 5%
CO; atmosphere before fixation with 4% Para formaldehyde
for 20 min.

FRET imaging

Fluorescence images of fixed cells were acquired on a con-
focal laser-scanning microscope (LEICA TCS-SP2). GFP



and Cy3 were excited with the 488 nm wavelength of an
argon laser and a 543 nm wavelength of an He/Ne laser
respectively. FRET was determined by the acceptor photo
bleaching method according to the following sequence: (i)
a pre-photo bleach GFP (donor) image was acquired by
scanning with 488 nm light; (ii) an intracellular ROI was
selected and rendered free of Cy3 (acceptor) by repeated
scanning with the 543 nm laser ray until all Cy3 was photo
destructed; (iii) a post-photo bleach GFP image was ac-
quired by scanning with a 488 nm laser; (iv) the FRET
efficiencies in the ROI were calculated from image sub-
traction between the two (post-bleach and pre-bleach) GFP
images.

Results

Nuclear import kinetics of CK2 subunits

Previous results have shown that both CK2 subunits con-
tain nuclear localization domains that target them indepen-
dently to the nucleus. However, for technical reasons, the
dynamic of the GFP-CK2f nuclear import could not be an-
alyzed in this study [1]. To go further in this direction, we
took advantage of the recently developed photoactivatable
fluorescent protein, PA-GFP [9]. This protein displays lit-
tle fluorescence under excitation at the imaging wavelength
(488 nm) but exhibits up to 100-fold increase in fluorescence
after irradiation at a different wavelength. Both CK2 sub-
units were cloned into the PA-GFP plasmid and expressed in
NIH 3T3 fibroblasts. To highlight and follow the fate of PA-
GFP proteins in living cells, we selectively photoactivated a
subpopulation of PA-GFP CK2 subunits in the cytoplasmic
compartment of expressing cells and observed their behav-
iors over time (Fig. 1). The photoactivation was efficiently
performed using a biphoton excitation at 720 nm, illustrating
a new application of multiphoton fluorescence microscopy.
After ~1s of photoactivation within different spots in the
cytoplasm (determined by Nomarski imaging), the cytoplas-
mic pool of PA-GFP CK2 subunits became highly fluores-
cent under 488 nm excitation and the fluorescent signal ap-
peared relatively homogeneous. This observation suggests
a high mobility of the photoactivated molecules inside this
cell compartment (Fig. 1A a, a’, a”). Continued imaging with
488 nm light revealed rapid movement of the photoactivated
GFP alone, across the nuclear envelope, and into the nucleus,
resulting in its equilibration throughout the cell in a matter of
5Smin (Fig. 1A a, b, ¢, d and B) as previously described [8].
For PA-GFP-CK2«, the nuclear translocation was less rapid
than for PA-GFP alone, as shown in Fig. 1A a’, b/, ¢/, d’ and
B. The equilibration of the fluorescence signal throughout the
cell was only detectable after 15 min. In contrast, during this
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time frame, the nuclear translocation of PA-GFP-CK28 was
barely detectable (Fig. 1A a”, b”, ¢”, d” and B). Panel B in
Fig. 1 represents the ratio of fluorescence intensity normal-
ized by the fluorescence intensity at r = 0, for several types
of PA-GFP-molecule expressing cells measured both in the
nucleus and in the cytoplasm. Altogether, these experiments
show that the nuclear import kinetics of CK2 subunits are dif-
ferent, CK28 being the less rapid in this translocation. The
fact that CK2« is slower than GFP alone agrees for an ac-
tive transport of this kinase subunit as compare to the passive
diffusion of PA-GFP.

Mobility of PA-GFP-CK2 subunits in living cells

In our previous study, the FLIP technique clearly showed
that GFP-CK2¢ moves faster than GFP-CK28 both in the
cytoplasm and in the nucleus [1]. A fluorescent correlation
spectroscopy (FCS) approach revealed that both CK2 sub-
units could be separated in two subpopulations: one of fast
moving CK2 subunits displaying diffusion constants similar
to that of GFP and an-other subpopulation of slow moving
CK2 subunits. This last population was characterized as CK2
subunits that are highly restricted in their mobility suggesting
that they might be associated with less mobile structures in
high molecular complexes. However, in contrast to the FLIP
experiments, the FCS analysis did not indicate that in the
fast moving population CK2« and CK28 were diffusing at
different rates. For this reason, we choose a third approach
using PA-GFP photoactivation in a “visible pulse chase,” to
study the mobility of both CK2 subunits. A short pulse of ac-
tivating light (720 nm with the biphoton excitation) confined
only to one compartment of the cell (cytoplasm or nucleus)
labeled the CK2 subunits expressed in this location. This gen-
erated an initial pool of fluorescent CK2 subunits that owing
to their respective mobility diffused away from this region in
all directions. The extent and rate at which this occurs can be
quantified and used with computer-modeling approaches to
describe the kinetic parameters of the protein. Measurements
of fluorescence in the area in which CK2 subunits moved over
time (Fig. 2) were performed both in the cytoplasm and in the
nucleus. A typical graph is shown in Fig. 2 for each PA-GFP
expressing cell type, after photoactivation inside the nucleus.
The fluorescence decrease observed after the photoactivation
step was fitted using a bi-exponential decay model. The main
characteristic times are reported in Table 1. These results
show that (i) there is no significant difference in the mobility
of the three proteins in the nucleus as compared to the cyto-
plasm, (ii) the diffusion time for PA-GFP (0.66 £ 0.06 us)
is significantly shorter than that of the PA-GFP-CK2 sub-
units (>us) confirming that CK2 subunits are less mo-
bile than GFP alone. However, this technical approach does
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Fig. 1. Nuclear import of PA-GFP CK2 subunits. NIH 3T3 cells transiently transfected with either PA-GFP (a-d), PA-GFP-CK2« (a’~d") or PA-GFP-CK2p
(a”—d") were photoactivated by illuminating inside the cytoplasm as described in Materials and methods section. Immediately after photoactivation, images of
the whole cell were recorded every minute for 15 min. (A) Indicated time points are illustrated for each PA-GFP fusion proteins. Bar, 5 um. (B) The ratio of
fluorescence intensity between the nucleus and the cytoplasm recorded in the three types of cells was plotted over time.

not provide evidence for a difference in mobility between
CK2 subunits as previously observed by FLIP experiments
[1].

However, the demonstration within the cell of a subtle equi-
librium between the different forms of CK2 subunits raises
the question of the reality of their functional interaction in
living cells [5].

Interaction of CK2 subunits visualized by in situ FRET
experiments

To visualize the interaction of CK2 subunits in a
cell environment, we used in situ FRET experi-
ments. After microinjection of Cy3-CK2p, cells were
fixed and processed as described under Materials
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Fig. 2. Photo activation of PA-GFP CK2 subunits in living cells. NIH 3T3 cells transiently expressing PA-GFP, PA-GFP-CK2« or PA-GFP-CK2p8 were
photoactivated using a biphoton microscope in a small spot, either in the nucleus or in the cytoplasm. The fluorescent signal was then followed in a time
series every 62 ms (600 images) inside the spot. A representative experiment is shown for PA-GFP, PA-GFP-CK2« and PA-GFP-CK2 g photoactivated inside
the nucleus. Gray level corresponding to fluorescence intensity was plotted over time. Using Origin software, the curve was fitted with the exponential decay

model.

and Methods, for
microscopy.
GFP-CK2« expressing NIH 3T3 cells were microinjected

with Cy3-CK2p8 in the cytoplasm and the corresponding

acceptor photo bleaching FRET

FRET efficiencies were determined (Fig. 3A). The first ac-
quired image (D1) represents the fluorescence intensity dis-
tribution of the donor GFP-CK2« directly excited at 488 nm.
The second image (A1) represents the fluorescence intensity
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Table 1. Photoactivation experiment

Cell Localization N t1 (us) t1

GFP® Nucleus 9  0.66£0.06°  0.66 % 0.06°
Cytosplasm 10 0.66 £0.11

GFP-CK2« Nucleus 28 1.04 £0.10 1.02 £ 0.06
Cytosplasm 20 0.99 £ 0.06

GFP-CK28 Nucleus 8 1.20 £ 0.10 1.33 £0.11

Cytosplasm 10 1.44 £ 0.18

4Mean £ S.E.M., t1 value of the exponential model.
bKruskal Wallis rank test, significant differences between GFP fusion pro-
teins.

distribution of the acceptor Cy3-CK2p8 excited at 543 nm.
The acceptor fluorophore was subsequently photo bleached
in a define area of the field (demarcated by a white rect-
angle in A2 and D2) by repeated scanning with a 543 nm
laser ray, thereby abolishing FRET. A second donor fluores-
cence image (D2) was obtained with 488 nm excitation. An
increase of donor fluorescence intensity in the region of ac-
ceptor photo bleaching, would be expected only in cellular
structures exhibiting FRET. Indeed, a brighter signal from the
donor GFP-CK2« was apparent in the cytoplasm containing
Cy3-CK2p, indicating the existence of a complex between
GFP-CK2« and Cy3-CK2p8 in this cell compartment. The
FRET efficiency throughout the cell was calculated by a sim-
ple image arithmetic operation (Fig. 3A, FRET [D2-D1]). As
expected, the FRET signal outside the white rectangle was
near zero.

The same technique was used to investigate the interaction
of different GFP-tagged proteins with Cy3-CK2p (Fig. 3B).
Column 1 (D1) depicts the donor (GFP, GFP-CK2¢, GFP-
CK2p) fluorescence intensity distribution in the cells, and
column 2 (A1) the microinjected Cy3-CK2g signal; the white
rectangle denotes the location of the acceptor free region af-
ter Cy3 photo destruction. The FRET efficiencies were cal-
culated by subtraction of the donor fluorescence intensity
images after and before Cy3 photo destruction (Fig. 3B, col-
umn 3, D2-D1). FRET was negligible in GFP expressing
cells, but clearly detectable in the nucleus and to a lower ex-
tent in the cytoplasm of CK2«¢ and CK2p expressing cells,
(compare Fig. 3B, FRET D2-D1 and Fig. 3A, FRET D2-D1).
From these observations, we conclude that specific popula-
tions of CK2« and CK2p are in close molecular proxim-
ity. The range over which FRET between a donor (GFP)
and an acceptor (Cy3) fluorescent molecule varies in a sen-
sitive manner is dictated by Ry (the distance at which the
FRET efficiency is 50%). Ry for GFP/Cy3 system is be-
tween 2 and 6 nm [10]. Because no FRET signal could be
detected with GFP alone, the observed FRET signals repre-
sent the interaction between Cy3-CK28 and CK2« or CK28

respectively (Fig. 3). Unexpectedly, the FRET signal ob-
served in cells expressing Cy3-CK28 and GFP-CK2p sug-
gests that these two proteins are also in close molecular prox-
imity. This homologous interaction between CK2 8 subunits
can take place both in the nucleus and to a lesser extent, in the
cytoplasm.

Discussion

In this study we describe experiments aimed at going fur-
ther into dynamic aspects of CK2 in living cells, focusing on
three points: (i) comparison of both CK2 subunits nuclear im-
port, (ii) intrinsic mobility using photoactivatable-GFP fused
to CK2 subunits and (iii) in situ visualization of the subunit
interaction by the FRET technology. Using the recently de-
veloped photoactivatable GFP proteins [9], we could show
that GFP-CK28 enters into the nucleus much slower than
GFP-CK2c. This is in agreement with the idea that the nu-
clear import of both subunits is mediated by independent
mechanisms. CK2« contains in its sequence a classical NLS
motif that is absent in CK2 8. The rate of the regulatory sub-
unit nuclear import is conceivable with the hypothesis that
CK2p may “piggy pack” its way into the nucleus [11]. The
FLIP and the FCS analysis showed that CK2 subunits are
highly mobile. In addition, a differential kinetic behavior of
each subunit was revealed by the FLIP analysis [1]. Using the
photoactivation technique as a third independent approach,
we have determined that the diffusion coefficients for each
CK2 subunit fall into the same range of measurements. How-
ever, the resolution of the photoactivation technique and per-
haps, the lack of enough cell number analyzed do not reveal
a statistical difference in the kinetic behavior of each CK2
subunit. It is noteworthy that the FLIP and photoactivation
techniques give access to results that represent the sum of
movement of CK2 subunits in all their forms: activated, in-
activated, free, bound, or bound to different partners. FCS
analysis suggested the existence in living cells of two sub-
populations of fast and slow moving CK2 subunits that could
represent on one hand, the highly mobile free CK2, and on
the other hand, less mobile CK2 subunit-containing macro-
molecular complexes. These observations also revealed that
the CK2 subunits are not permanently associated, as previ-
ously thought, and that their molecular interaction is in fact
highly dynamic.

In situ visualization of this molecular interaction could be
demonstrated via the ectopically targeted expression of the
CK2$8 to the plasma membrane [12]. These observations are
strengthened by our FRET experiments that clearly demon-
strate that in living cells, Cy3-CK28 interacts both with
CK2« and CK2p. X-ray crystallographic studies revealed
that CK2p is a dimeric protein [13]. In the holoenzyme, two
CK2« that are not in contact with each other interact with a
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FRET : D2-D1
FRET : D2-D1

Fig. 3. Detection of molecular interaction between CK2 subunits by acceptor photo bleaching FRET microscopy. NIH 3T3 mouse fibroblasts stably expressing
GFP, GFP-CK2« or GFP-CK2g were microinjected with Cy3-CK28. (A) Sequence of events to obtain FRET signal from acceptor photobleaching. A donor
image D1 (GFP-CK2« expressing cell) and an acceptor image Al (Cy3-CK2pg) are acquired. The acceptor is photo bleached in a specific area of the cell by
continuous scanning with the 543 nm laser line (A2). The intracellular reference regions created by Cy3 photo destruction are enclosed in white rectangles.
After photo destruction of Cy3 a second donor image D2 is obtained. The FRET signal is shown in the difference image (D2-D1). (B) Vertical column from left
to right: Column 1, fluorescence of stably GFP fusion proteins expressing cells indicated on the left (donor before bleaching = D1); Column 2, fluorescence of

microinjected Cy3-CK28 (acceptor before bleaching = A1). The region in which the acceptor was photo bleached is marked with a white rectangle. Column 3,
FRET signal calculated from the subtraction of post- and pre-Cy3 photo bleaching donor fluorescence images.

central building block that is represented by the CK2 8 dimer
[14]. Sinceitis assumed thatboth Cy3-CK2 8 and GFP-CK2p
are dimeric proteins [1, 13], the increase in fluorescence of the
donor GFP-CK2p in FRET experiments could either reflect
the incorporation of CK2 8 in high-order structure of the CK2

holoenzyme [15, 16], or the dynamic association/dissociation
of the CK28 dimer.

Sub-cellular localization and targeting of protein kinases
is a common theme in signal transduction. The sub-cellular
dynamics of the CK2 subunits and the transient nature of
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their interaction are the hallmarks of intracellular signaling
molecules [3]. Our observations strengthen the notion that the
regulation of CK2 activity must be understood within this
context. Further studies are now required to correlate this
complex dynamic with the functioning of this kinase in the
cell environment.
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lll- Résultats complémentaires

Le modéle de FRET par extinction de I'accepteur a été utilisé en réalisant des transfections
transitoires d’une construction permettant I'expression d’'une sous-unité dans des cellules
exprimant de maniére stable une construction fluorescente de l'autre sous-unité. Les
différentes constructions utilisées sont : couple YFP-CK23 et CFP-CK2a, ou couple GFP-
CK2B et DsRed-CK2o. La transfection transitoire est en effet moins lourde
expérimentalement que la microinjection. Ceci a permis de visualiser l'interaction entre CK2a
et CK2B dans la cellule (figures 34 et 35) et de conclure de la méme maniére que des

populations spécifiques de CK2a et CK2f3 se trouvent a proximité (moins de 6 nm).

Figure 34 : Détection de I'interaction CK2a-CK2p in vivo par la méthode de FRET par photoblanchiment de
I’accepteur en microscopie confocale. Des cellules NIH-3T3 ont été transfectées de maniéere transitoire afin
d’exprimer YFP-CK2 et CFP-CK2o.. L’accepteur (YFP-CK2p) a été blanchi dans le carré sélectionné (colonne de
gauche) permettant une augmentation de l'intensité du donneur (CFP-CK2a, colonne de droite), témoin de

I'interaction entre les sous-unités de CK2.

40



GFP-CK2p

Figure 35 : Détection de I'interaction CK2a-CK2p in vivo par la méthode de FRET par photoblanchiment de
I’accepteur en microscopie confocale. Des cellules NIH-3T3 exprimant de maniére stable la GFP-CK2[ ont été
transfectées afin d’exprimer DsRed-CK2o. Une zone (carré) a été sélectionnée et 'accepteur (DsRed-CK2a) a
été blanchi (colonne de gauche). L'intensité du donneur (GFP-CK2p) est alors augmentée (colonne de droite),

témoin de l'interaction entre les sous-unités de CK2.

Ces nouveaux résultats, en confirmant le dynamisme de linteraction CK20-CK2p in vivo,

nous ont convaincu de l'utilité de développer des antagonistes de cette interaction.
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2° partie : Recherche de molécules inhibitrices de l'interaction CK2a-CK2p par

criblage a haut débit

La premiere stratégie envisagée pour identifier des inhibiteurs de l'interaction CK20-CK2p a
été de mettre en place des criblages de diverses chimiothéques. Un test d’interaction
mettant en jeu de la MBP-CK2B immobilisée et de la GFP-CK2o a été mis au point et

robotisé, comme décrit dans la section Matériels et Méthodes.

I- Résultats du criblage de la Chimiothéque du NCI

La chimiothéque « Mechanistic Set » du NCI regroupe 900 composés répartis sur 11
plaques 96 puits. Ces molécules ont été testées sur 60 lignées tumorales pour leur capacité
a inhiber la prolifération cellulaire par le NCI. Ce sont des petites molécules chimiques : leur

poids moléculaire moyen est de 500 Da.

Le criblage a été réalisé manuellement, a raison de 4 plaques par jour. Chaque plaque
comporte 8 témoins positifs et 8 témoins négatifs. Le Z’ factor (Zhang, 1999) moyen du
criblage a été de 0,699. Les composés ont été testés en simple a 40 uM, sachant que la
concentration en GFP-CK20. et MBP-CK2[3 est de 0,1 uM (soit un excés de 400 fois en

molarité de molécule).

11 molécules ont donné un pourcentage d’inhibition égal a 100%, 13 molécules > 75% et 23
molécules > 100%. Ces molécules « activatrices » ont été écartées. Aprés « hit picking », les
24 molécules inhibitrices ont été testées a nouveau en duplicat a 40 uM: 7 composés
confirment leur inhibition a 100%, 7 autres a >75% : M1, M2, M8, M9, M4, M10, M11, M12,
M13, M14, M15, M16. A 4 uM, seuls 4 composés sont toujours actifs (100% d’inhibition) :
M1, M2, M8, M9.

M1 et M2 ont été préalablement sélectionnés par un criblage dinhibition de Iactivité
catalytique de CK2o réalisé au laboratoire (Renaud Prudent). En conséquence, 20
composeés inhibiteurs de I'activité catalytique de CK2a ont également été testés afin de voir
si certains ont un effet sur linteraction CK20-CK2B. Le TBB n’a aucun effet sur cette
interaction a 40 uM ; cependant, I'héparine et 2 composés (S6 et S7) inhibent l'interaction
CK20-CK2B > 75% a 40 uM.
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Certains composés possedent une fluorescence intrinséque et le test d’interaction utilisé lors
du premier criblage est basé sur la détection de fluorescence de la GFP-CK2o. En
conséquence, un autre type de test a été mis au point, qui repose sur l'interaction de [**S]-
CK2a avec la MBP-CK2 immobilisée. Ceci permet de s’affranchir de toute interférence liée
a une fluorescence intrinséque des molécules (faux négatif) ou a un « quenching » des
molécules (faux positif). L'utilisation de ce test a permis de confirmer les composés M13,

M16. Leur IC5, est estimée a 36 et 34 uM respectivement.

Malheureusement, I'activité inhibitrice de ces composés n’a pas été confirmée dans des
tests secondaires réalisés par la suite (ultracentrifugation sur gradient de saccharose,
BlAcore, ...).

M13 et M16 sont le cis-platine et un dérivé du cis-platine, des agents intercalants de
'ADN. Une activité inhibitrice potentielle vis-a-vis de linteraction des sous-unités de CK2

serait loin d’étre spécifique et n’a pas été investiguée davantage.

Face a cet échec, notre stratégie s’est orientée vers le criblage d’'une chimiotheque de

peptidomimétiques congue pour inhiber des interactions protéine-protéine.

II- Résultats du criblage de la Chimiothéque de peptidomimétiques

Les composés utilisés dans nos tests sont des peptidomimétiques, de taille plus importante
(500 a 1500 Da), car les surfaces d’interactions protéine-protéine sont réputées étre plus
étendues que des sites catalytiques. La plupart sont dimériques, ce qui leur permet de
bénéficier de I'effet de multivalence, et ont été synthétisées de maniére combinatoire. Une
chimiothéque de 40 000 composés (40 plaques) nous a été fournie gracieusement par le
laboratoire de Dale Boger, Scripps (San Diego). Plusieurs composés issus de cette
chimiothéque ont montré un pouvoir inhibiteur dans certaines interactions protéine-protéine :
Myc-Max (Berg, 2002), Integrin-Paxillin (Ambroise, 2002).

Classification des peptidomimétiques :

On distingue 3 types de peptidomimétiques, répertoriés en type I, Il et lll (Ripka, 1998).

Les peptidomimétiques de type | possédent une ou plusieurs liaisons amide et ont une
organisation générale similaire aux peptides (un squelette et des chaines latérales). Leur
squelette est souvent superposable a un squelette peptidique. lls peuvent comporter des

résidus d’acides aminés non naturels ou des 3-acides aminés.
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Les peptidomimétiques de type Il sont des mimétiques fonctionnels : ce sont des petites
molécules non peptidiques qui se lient a un récepteur peptidique, mais ce ne sont pas des
analogues structurels directs du peptide naturel. Ces agonistes se fixent en réalité dans des
sous-poches (« subsite ») du récepteur, différentes de celles ciblées par le peptide parent.

Les peptidomimétiques de type lll ont un squelette totalement différent d’'un squelette
peptidique mais possedent des groupements ressemblant aux résidus des acides aminés.
Leur squelette leur permet d’orienter ces groupements de maniére adéquate et de mimer

ainsi un peptide.

Le criblage a été réalisé de maniére robotisée en collaboration avec la plateforme du CMBA

(L. Lafanechére, CEA, Grenoble) a raison de 8 plaques par jour.

1- Résultats primaires et confirmation secondaire

Le Z' factor moyen obtenu pour 'ensemble du criblage est de 0,840. 15 touches ont été
sélectionnées avec un pourcentage d’inhibition de l'interaction CK20-CK23 supérieur a 45%
a 100 uM final (Figure 36). Aprés « hit picking », les touches ont été confirmées
manuellement en test d’interaction GFP a 100 uM et 10 uM. Un seul point est réalisé par
touche étant donné que I'on ne dispose que de 10 uL de chaque composé. Sur les 15
touches sélectionnées par le robot, 8 touches sont confirmées avec plus de 45% d’inhibition
a 100 uM, dont 5 également supérieures a 50% : P1, P5, P6, P12, P13. A 10 uM, deux
touches présentent plus de 45% d'inhibition de l'interaction CK20-CK2(3 : P10 et P12 (Figure
36). Les touches sélectionnées sont ensuite évaluées dans le test d’interaction reposant sur
la radioactivité ([**S]-CK20;) de maniére & éliminer les faux-positifs (quencheurs de
fluorescence) liés au test de fluorescence. Les composés sont testés a 100 et 10 uM en
simple. Comme dans le criblage de la chimiothéque du NCI, on peut noter que de nombreux
composés donnent un résultat différent dans un test non-fluorescent. 3 composés montrent

un pourcentage d’inhibition supérieur a 45% : P7, P8 et P9 (figure 36).
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Fluorescence assay Radioactive assay
100 uM 100 uM 10 uM 100 uM 10 uM
ID CEA (robot
. (manual) | (manual) | (manual) | (manual)
screening)
P1 72,8 84,1 12,7 20,1 29,0 S
P2 56,0 36,9 15,6 5,1 35,7 S
P3 46,7 15,4 16,5 13,0 32,1 M
P4 48,8 19,0 -10,7 21,4 29,7 M
P5 53,9 62,3 8,1 13,9 37,3 S
P6 54,0 68,3 6,5 36,2 45,4 S
P7 45,2 -47,1 19,0 85,1 62,3 >100
P8 45,7 53,1 36,9 89,5 67,7 >100
P9 45,3 49,2 39,7 90,8 77,7 >100
P10 46,2 96,3 74,8 10,5 24,2 M
P11 47,8 18,8 26,9 4,2 34,2 M
P12 56,1 75,1 471 -9,0 27,8 M
P13 58,7 83,8 33,9 -18,2 37,3 M
P14 58,9 24,1 41,9 25,6 29,7 M
P15 49,6 27,1 38,4 27,4 36,8 M

Figure 36 : Résultats du criblage de la chimiothéque de peptidomimétiques et confirmation manuelle
apres hit picking. Le pourcentage d’inhibition est calculé a partir des témoins positifs (8) et négatifs (8) de
chaque plaque. S : singleton, composé individuel, M : mélange de 10 composés, >100 : mélange de plus de 100

COMpOSEés.

2- Déconvolution des touches

Le criblage ayant été réalisé en aveugle, les concepteurs de la chimiothéque, Dale Boger et
Sukwon Hong (Scripps, CA), ont été contactés a nouveau afin de connaitre la composition
des touches.

Les touches P1, P2, P5 et P6 correspondent a des composés uniques. Les touches P3, P4,
P10 a P15 correspondent a des mélanges de 10 composés. Les touches P7, P8 et P9 sont

des mélanges de plus de 100 composés.

a- Singletons : P1, P2, P5, P6

Il s’agit de molécules présentant une symétrie bilatérale. Ceci peut améliorer I'efficacité par
effet de multivalence (Biessen, 1995).

Apres obtention des composés individuels, ils ont été testés a nouveau avec une gamme de
12 a 400uM. Les valeurs d’inhibition identifiees par le criblage ne se confirment pas: a

400uM, ils ne dépassent pas 20% d’inhibition.
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b- Mélanges simples (M10) : P3. P4, P10 a P15

Ces touches n'ont pas été confirmées lors des répétitions des tests, tant en fluorescence

gu’en radioactivité.

c- Touches P6, P7, P8, P9 : « Positional scanning et delete synthesis »

Les plaques 26 et 27 auxquelles appartiennent les touches P6, P7, P8 et P9 comportent
deux sous-chimiotheéques combinatoires : « Positional scanning » et « Deletion synthesis ».
Les synthéses des composés ont été réalisées en combinatoire : il s’agit d’'une synthése de
mélanges en phase liquide. Cette méthode est plus rapide que la synthése paralléle de
composés individuels ou de mélanges simples, et plus facile techniquement que les
synthéses split-and-mix par exemple. Une chimiothéque de type Positional scanning doit
permettre de déduire 'identité de la molécule optimale par déconvolution immédiate a partir
d’'un seul criblage (Ambroise, 2002 ; Boger, 2003 ; Boger, 1998 ; Boger, 2000). Cette
méthode a été appliquée avec succés pour l'inhibition de l'interaction entre la paxilline et
I'a4-intégrine, impliquée dans l'inflammation chronique et une migration cellulaire accrue des

cellules Jurkat T humaines (Ambroise, 2002).

e « Positional scanning et delete synthesis » : principe

Ces sous-chimiothéques correspondent a un mélange de molécules symétriques dont le
squelette possede 3 points de diversité : A, B ou C. Pour le point A, 6 substituants sont
disponibles, pour le point B, 6 également, pour le point C, 10 substituants. Le squelette étant
symeétrique, on peut avoir plusieurs isoméres méta-méta, méta-para ou para-para. Soit entre

360 et 1080 combinaisons possibles (figures 37 et 38).
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Figure 37 : Exemple de techniques de déconvolution « positional scanning » et « deletion synthesis » pour

une chimiothéque contenant 4 positions variables avec 4 substitutions possibles pour chaque position (Boger,
2003). Positional scanning : dans chaque sous-librairie, un composé individuel est placé sur une position mais
des mélanges sont utilisés pour toutes les autres positions. La sous-librairie la plus active dans chaque set (*)
indique le substituant optimal pour chaque position. Deletion synthesis : dans chaque sous-librairie, un composé
individuel est manquant pour une position (ex: dA2 signifie tous les substituants A excepté A2), mais les
mélanges complets sont utilisés pour les autres positions. La sous-librairie la moins active dans chaque set (*)

indique le substituant optimal pour cette position, le substituant manquant étant le plus actif.

e Résultats

La structure de ces mélanges combinatoires est indiquée ci-dessous (figure 38).
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Les données du criblage robotisé en fluorescence ont été reprises pour décrypter la
combinaison optimale de groupements (figure 39). Cependant, il 'y a pas concordance
entre le résultat délivré par le « positional scanning » (A2B1C7) et celui du « delete
synthesis » (A1B4C1) (figure 39). Afin d’éclairer ces discordances, I'ensemble de la sous-
chimiothéque a été testée a 100 et 10 uM par test d’interaction radioactif (figure 39). Le test
radioactif confirme en partie les groupements sélectionnés par le test de fluorescence. Pour
le « positional scanning », les motifs sA2 et sA3 sont ceux qui présentent le pourcentage

d’'inhibition le plus élevé. De méme pour sB1 et sB3 ou sB7. Pour le « delete synthesis », les
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résultats de fluorescence et de radioactivité sont en accord : A1B4C1. Malheureusement,

cette combinaison n’est pas celle qui ressort dans le « positional scanning ».

Une explication possible a ces contradictions pour le groupement sélectionné serait que

celui-ci n’est pas spécifique ou que la molécule tolére une variabilité a ce niveau (point non

pharmacophorique).

Positional Scanning

% inhibition

Delete Synthesis

% inhibition

Test : Fluorescence Radioactive Test : Fluorescence Radioactive
Concentration {100 uM 10 uM Concentration 1100 uM 10 uM

sA1 27,0 43,9 dA1 11,3]* 20,71*
sA2 32,91* 440 dA2 43,6 38,2
sA3 22,3 49,5|* dA3 22,2 35,9
sA4 14,2 37,8 dA4 15,9 32,1
sA5 0,8 39,8 dAS 25,1 28,2
sAB 27,7 35,2 dA6 12,3 23,2
sB1 44 11* 33,4 dB1 39,1 36,1
sB2 10,2 445 dB2 25,4 25,1
sB3 43,8 64,2|* dB3 20,7 23,3
sB4 20,5 34,2 dB4 6,9]* 3,6|*
sB5 17,4 48,8 dB5 20,6 18,8
sB6 -18,1 38,2 dB6 8,5 21,8
sC1 10,0 34,9 dC1 9,8]* 51]*
sC2 40,9 37,3 dC2 17,1 17,8
sC3 12,3 59,5(* dC3 13,7 15,0
sC4 6,7 471 dC4 21,9 21,7
sC5 -2,2 38,4 dC5 16,3 18,7
sC6 27,7 59,0(* dC6 20,0 12,7
sC7 41,2]* 54,5(* dC7 28,6 29,8
sC8 19,9 34,8 dC8 26,9 24,5
sC9 -8,2 46,1 dC9 21,6 24 1
sC10 28,6 52,2|* dC10 30,2 28,6

Figure 39 : Résultats secondaires concernant la plaque 27 (Fluorescence : résultats du criblage par le robot ;

Radioactivité : criblage manuel).

3- Epiloque

Ces mélanges de molécules étant synthétisés de maniere combinatoire, le nombre final de

composés par puits varie de 300 a 1700 composés individuels. Une déconvolution par

purification est impossible : les composés individuels ne sont pas disponibles. Pour en

obtenir un, il faut refaire la synthése compléte. C’est pourquoi il est préférable de connaitre la

combinaison optimale pour réaliser la synthése. Ce modéle de chimiothéque est encore en

cours de développement.
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Devant les 5 ou 6 possibilités émergentes, les chimistes de San Diego n’ont pas souhaité
réaliser les synthéses et poursuivre l'investigation. Nous nous sommes donc tournés vers

une stratégie plus rationnelle basée sur la structure cristallographique.
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3° partie : Identification des hot spots de I'inter action CK2a-CK2[3 et conception d’un

peptide cycligue mimétique antagoniste de linteraction a partir des données

structurales

I- Introduction

La CK2 a longtemps été décrite comme tétramére stable constitué de 2 sous-unités
catalytiques CK2a et d’'un dimére de sous-unités régulatrices CK2p. Leur affinité, déterminée
en BlAcore (Martel, 2002) est particulierement élevée (Kp = 5,4 nM). De plus, a partir
d’extrait cellulaire, la protéine CK2 est systématiquement purifiée sous la forme d’un
complexe tétramérique. Ces observations ont pendant longtemps étayé la vision d’un
complexe stable et irréversible.

La résolution de la structure cristallographique de I'holoenzyme a 3,1 A est venue remettre
en question ce dogme : comme précédemment mentionné, la surface d’interaction entre
CK20 et CK2B n'est que de 832 A? surface typique d’'un complexe transitoire (Niefind,
2001). L’hypothése d’un équilibre association-dissociation a été soutenue par un modéle
mathématique décrivant la possibilité, dans le milieu cellulaire, d’'un engagement de chaque
sous-unité dans des complexes multiprotéiques de plus faible affinité mais en concentration
locale élevée, et ce en dépit d’'une forte affinité entre elles. Des sous-populations de
différentes formes de CK2 pourraient exister dans la cellule (Filhol, 2004).

Enfin, la dynamique spatio-temporelle des sous-unités de CK2 a été mise en évidence in

vivo grace a des techniques d'imagerie en fluorescence (Filhol, 2003 ; Theis-Febvre, 2003).

La mise en place d’'une stratégie visant a développer des molécules inhibitrices de cette
interaction posait de nombreuses questions. En effet, de nombreuses stratégies inhibitrices
s’appuient sur la dissociation d’'un complexe protéique par des petites molécules mimétiques
de l'une des interfaces. Comme présenté précédemment, avant d’appliquer ce type de
stratégie a la CK2, des informations sur les caractéristiques de l'interface entre ses sous-
unités étaient indispensables : le complexe est-il dissociable ? quels sont les hot spots de
l'interface ? sont-ils suffisamment restreints pour envisager un mimétique chimique ? une
mini-protéine ou un peptide mimétique peuvent-ils antagoniser 'un des deux partenaires ?
Autant de questions auxquelles jai pu répondre dans un travail publi€é dans Biochemical

Journal.
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X-ray crystallography studies as well as live-cell fluorescent imaging have recently challenged the
traditional view of Protein-kinase CK2. Unbalanced expression of catalytic and regulatory CK2
subunits has been observed in a variety of tissues and tumors. Thus, the potential intersubunit
flexibility suggested by these studies raises the likely prospect that the CK2 holoenzyme complex is
subject to disassembly and re-assembly. In this study, we show evidence for the reversible
multimeric organization of the CK2 holoenzyme complex in vitro. We used a combination of site-
directed mutagenesis, binding experiments and functional assays to show that both in vitro and in
vivo, only a small set of primary hydrophobic residues of CK2 which contacts at the center of the
CK2a/CK2p interface dominates affinity. The results indicate that a double mutation in CK2f of
amino acids - Y188 and F190 — which are complementary and fill up a hydrophobic pocket of
CK2a is the most disruptive to CK2o binding both in vitro and in living cells. Further
characterization of hot spots in a cluster of hydrophobic amino acids centered around Y188-F190
led us to the structure-based design of small peptide inhibitors. One conformationally constrained

11-mer peptide (Pc) represents a unique CK2B-based small molecule that was particularly efficient



1) to antagonize the interaction between the CK2 subunits, 2) to inhibit the assembly of the CK2

holoenzyme complex, 3) to strongly affect its substrate preference.

Key words: CK2 protein-kinase, protein-protein interaction, cyclic peptide, peptide disruptor, hot

spot, substrate specificity.

Abbreviations used: MBP, maltose binding protein; GST, glutathione-S-tranferase; BiFC, bimolecular
fluorescence complementation; YFP, yellow fluorescent protein; GFP, green fluorescent protein; FRET,

fluorescence resonance energy transfer.

INTRODUCTION

All but a handful of the protein kinase family members are monomeric enzymes which are often regulated
by reversible phosphorylation. In contrast, the regulation and the molecular architecture of multi-subunit
Ser/Thr protein kinases such as phosphorylase kinase [1], cAMP-dependent protein kinase [2], cyclin-
dependent protein kinases [3], DNA-dependent protein kinase [4], 5'-AMP-activated protein kinase [5]
and Ikappa B kinase [6] rely on the reversible binding of regulatory subunits to the catalytic subunits of
these enzymes. The presence of the regulatory subunit can either play a negative role on the catalytic
subunit (ex. cAMP-dependent protein kinase [7]) or is a prerequisite for activation (ex. cyclin-dependent
protein kinases [3]).

Protein kinase CK2 shares with few other protein kinases a quaternary structure consisting of two catalytic
subunits (CK20/CK2a’) and two regulatory subunits (CK2f3) [8]. However, as compared to other multi-
subunit protein kinases, CK2 exhibits notable distinguishing structural and functional features [9, 10].
CK2 catalytic subunits possess constitutive activity [11, 12], but CK2p is a central component of the
tetrameric CK2 complex [13], controlling CK2 substrate specificity, cellular localization and enzymatic
activity. In this respect, CK2P3 operates as a targeting subunit and/or a docking platform affecting the
accessibility to the catalytic site of binding substrates whose phosphorylation is either stimulated or
prevented by the CK2f subunit [14, 15]. In this context, the spontaneous high affinity association of
recombinant CK2 subunits in a stable heterotetrameric complex (dissociation constant Ky = 5.4 nM) as
well as numerous complementary biochemical observations led to the long-held tenet that CK2 is a strong
obligate complex. However, this traditional view was challenged when X-ray crystallography studies
revealed that the CK2o/CK2p interface is smaller than the surface contacts that are usually observed in
stable protein complexes [13]. The possible intersubunit flexibility suggested by these studies was further

reinforced by the observation of independent movement of CK2a and CK2B in living cells [16]. In



addition, the presence in mouse brain and testicles of a CK23 fraction devoid of CK2a [17] and a pool of
free CK2a' in prostate tumor cells [18] have been reported. Collectively, these observations raise the
likely prospect that the CK2 holoenzyme complex is subject to disassembly and re-assembly [19]. As CK2
substrates localize to many different subcellular compartments, a dynamic interaction of CK2 subunits
should increase the kinase specificity and the assembly of the complex is a likely point of regulation [20].
The ability to interfere with specific protein-protein interactions has already provided powerful means of
influencing the functions of selected proteins within the cell [21, 22]. Thus, the potential intersubunit
flexibility of the CK2 holoenzyme complex makes it amenable to drug-discovery efforts aimed at
inhibiting this protein-protein interaction.

In this work, we show evidence for the reversible multimeric organization of the CK2 holoenzyme
complex in vitro. Site-directed mutagenesis, binding experiments and functional assays provided further
insights into the molecular interaction between the CK2 subunits demonstrating that both in vitro and in
vivo, only a small set of primary hydrophobic residues of CK2p3 which contacts at the center of the
interface dominates affinity. Characterization of hot spots led us to a structure-based design of small
peptide inhibitors derived from the CK2f3 carboxyterminal domain. One conformationally constrained 11-
mer peptide can efficiently antagonize the interaction between the CK2 subunits representing the first
small molecule that binds to this hydrophobic interface. This study represents the first step of a systematic
approach to set the framework for the discovery and development of chemical inhibitors of this

interaction.

EXPERIMENTAL

Materials

[y*P]-ATP (3,000 Ci/mmol) was purchased from MP Biosciences. The peptide substrate
(RRREDEESDDEE) for CK2 kinase assay was obtained from NeoMPS. The purity of this peptide (89 %)
was determined by HPLC on a nucleosil C18 column using a linear triethanolamine phosphate-acetonitrile
gradient. Solvents were of analytical grade. Cyclic peptides, biotinylated cyclic peptides and Ala-mutated
cyclic peptides were synthesized by Eurogentec. The pEYFPcl vector was purchased from Clontech
Laboratories. EcoRI and BamHI restriction enzymes were from Invitrogen, and Sacl and Agel from New

England Biolabs.

Chemicals, peptide synthesis and purification
All chemical reagents and solvents were purchased from Sigma Aldrich, Acros or Carlo-Erba and were

used without further purification. All protected amino acids were obtained from Advanced ChemTech



Europe, Bachem Biochimie SARL and France Biochem S.A.. RP-HPLC analyses were performed on
Waters equipment. The analytical (Nucleosil 120 A 3 um Cig particles, 30 x 4.6 mm®) was operated at 1.3
mL/min and the preparative (Delta-Pak 300 A 15 um Cg particles, 200 x 25 mm?) at 22 mL/min with UV
monitoring at 214 nm and 250 nm using a linear A-B gradient (buffer A: 0.09% CF;CO,H in water; buffer
B: 0.09% CF;CO,H in 90% acetonitrile). Mass spectra were obtained by electron spray ionization (ES-
MS) on a VG Platform II in the positive mode.

The protected linear peptides were assembled manually on solid-phase using the standard Fmoc/-Bu
strategy with PyBOP® as coupling reagent on the acido labile SASRIN® resin. They were cyclizised
directly without further purification as reported previously [23]. For all peptides, Glycine was chosen as
the C-terminal end to secure the subsequent cyclization step from epimerization. The protected cyclic
peptides were finally treated with a solution of TFA/TIS/H,O (95:2.5:2.5) for two hours. After
evaporation, the cyclic peptides were purified by RP-HPLC. The purified cyclic peptides were

homogenous and showed expected primary ion molecular weights by mass spectrometry.

Proteins

Human recombinant His-tagged CK2a, GST-CK2o and GFP-CK2o. were obtained as previously
described [16, 24]. Expression and purification of chicken recombinant MBP-CK2[3 was performed as
previously described [25]. GST-CK2p (182-215) referred as GST-P C-ter was obtained by cloning by
PCR the 33 C-terminal amino acids of CK2f3 in pGEX4T1. Two recombinant proteins, MBP-CDC25B
(kindly provided by Bernard Ducommun, Toulouse, France) and GST-Olig2 (1-177) (personal

communication, Thierry Buchou), were used as CK2 3-dependent CK2 substrates.

In vitro kinase assay

CK2 kinase assays were performed in a final assay volume of 18 uL containing 3 uL of CK2a (36 ng) and
a mixture containing 1 mM of the peptide substrate, 10 mM MgCl,, and 1 pCi [y*P]-ATP. Final
concentration of ATP was 100 uM. Assays were performed under linear kinetic conditions for 5 min at

RT before termination by the addition of 60 puL of 4% TCA [26].

In vitro CK2a.-CK2p interaction assay

The CK20-CK2p interaction assay involved competition between plate-bound MBP-CK2p and various
soluble peptides for binding to soluble [*’S]-methionine-labelled CK2c. The assay was performed in
Reacti-Bind streptavidin coated high binding capacity 96-well plates (Pierce) in which each well was

coated with 250 ng of biotinylated MBP-CK2B (Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin with a spacer arm of 30.5 A



length, Pierce) in 50 mM Tris-HCI, pH 7.2, 0.4 M NacCl buffer for 1 h at RT. After 3 washes with 50 mM
Tris-HCI, pH 7.2, 0.15 M NacCl, 0.05% Tween 20, the wells were blocked with 50 mM Tris-HCI, pH 7.2,
0.15M NacCl and 3% BSA for 1 h at RT. After 3 washes, competing peptides were added to each well in
50 mM Tris-HCI, pH 7.2, 0.4 M NaCl, along with [**S]-methionine-labelled CK2c (10° cpm) synthetized
in vitro by using the TnT Quick Coupled Transcription/translation System (Promega). The plates were
incubated for 1 h at RT and after 3 washes, the radioactivity or the fluorescence of each well in the plate
was determined using a scintillation counter. Positive control (100% competition) was determined with a
10-fold molar excess of untagged CK2a, and negative control (0% competition) was performed in the
absence of competitor. ICs is defined as the concentration of peptide necessary to inhibit 50% of CK2u-

CK2B complex formation.

Pull-down assays

GST-tagged proteins were immobilized on glutathione-sepharose 4 Fast Flow beads (Amersham
Biosciences), for 1 h at 4°C, in 10 mM Tris-HCI, pH 7.5. Beads were then incubated with CK2o for 1 h at
4°C. After 4 washes, CK2a activity was measured as described above.

MBP-CK2p (5 pg) was immobilized on amylose beads (New England Biolabs) for 1 h at 4°C in 10 mM
NaHPO,, pH 7.2, 0.5 M NaCl, 10 mM B—Mercaptoethanol, 1 mM EGTA, 0.05% Tween 20. Buffer was
replaced by 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.15 M NaCl, 0.05% Tween 20. Then, increasing amounts of GST-
B C-ter were added along with 5 ng of GST-CK2« for 20 min at 4°C. After 4 washes, 1/10 of beads were

used for CK2 activity assay, and the remaining beads were used for CK2a detection by Western-blotting.

Size exclusion chromatography

An Ultrogel ACA34 gel filtration column (0.5 x 30 cm) was equilibrated in 50 mM Tris-HCI, pH 7.5,
0.4M NaCl and calibrated using aldolase (MW = 158 kDa), bovine serum albumin (MW = 68 kDa) and
carbonic anhydrase (MW = 29 kDa) as standards. CK2a (50 ng) alone or CK2a (50 pg) incubated with
GST- C-ter (30 pg) for 30 min at 4°C were loaded onto the column. Eluted fractions (0.25 ml) were
collected and assayed for the presence of CK2a and GST-f3 C-ter by Western-blotting .

Site-directed mutagenesis

Site-directed mutagenesis of CK2p was performed with the pMALc2-CK2[ vector using the Quick
Change Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) and specific primers from Eurogentec to generate
different mutant MBP-CK2B proteins. Primers were for M166A sens 5° G TTC CCC CAT GCG CTC
TTC ATG GTG 3°, Y188A sens 5° GTG CCC AGG CTG GCT GGG TTC AAG ATC CAC CCT ATG G



3’, F190A sens 5 GTG CCC AGG CTG TAT GGG GCC AAG ATC CAC CCT ATG G 3. MBP-CK2p3
mutant proteins were expressed in BL21 E. coli and purified as described previously [25] and stored at -
80°C in 10 mM Na,HPO,, pH 7.0, 0.5 M NaCl, 10 mM PB-mercaptoethanol, I mM EGTA, and proteases

inhibitors (Sigma).

Surface Plasmon Resonance spectroscopy

Surface plasmon resonance measurements were performed using a BlAcore 3000 instrument (BIAcore
AB). The running buffer was HBS (10 mM Hepes pH 7.3, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005%
polysorbate 20). The carboxymethylated dextran surface of a CMS5 sensor chip (BIAcore AB) was
activated by injecting a solution of N-hydroxysuccinimide and N-ethyl-N-(dimethylaminopropyl)
carbodiimide hydrochloride (coupling solution BIAcore AB). Anti-GST antibody was diluted to 30 pug/ml
in 10 mM acetate buffer pH 5.0 and injected over the surface of the sensor chip for 7 min at a flow rate of
5 pL/min. The unreacted sites of the sensor chip surface were then quenched by injection of 1 M
ethanolamine pH 8.5. GST-CK2a (50 ng/ml) was immobilized on the surface at a flow rate of 5 uL/min
in HBS. Different MBP-CK2[3 mutants were diluted to 50 pug/ml in HBS buffer and injected over the
surface at a flow rate of 5 pL/min. Regeneration of the surfaces was achieved by injection of 10 mM

glycine-HCI pH 2.2.

Plasmid constructs, cell transfections and BiFC analysis

Full-length chicken CK2ao sequence was cloned into the pEYFPcl vector using EcoRI restriction sites,
then oriented with BamHI digestion to generate the pEYFPc1-CK2a construct. Full-length mouse CK2f3
sequence was cloned into the same pEYFPcl vector using BamHI restriction sites, then oriented with
EcoRI digestion to generate the pEYFPcl1-CK2[3 construct. Subsequently, the EYFP sequence was
substituted by the 1-154 or the 155-238 fragments of EYFP. These fragments were PCR amplified and
inserted using Sacl-Agel to generate BiFC plasmid constructs. The resulting N- and C-terminal YFP-CK2
fusions are referred to as: YN-CK2o, YN-CK2B, YC-CK2a, YC-CK2B respectively. Primers
(Eurogentec) were for YN-CK2a or YN-CK2f: 5 G CTA CCG GTC GCC ACC ATG GTG AGC AAG
3’ and 5’CAC AAC GTC TAT ATC ATG CGA GCT CAG GCT TCG AAT TCT GC 3’ respectively.
Primers were for YC-CK2a or YC-CK2B: 5° CCG TCA GAT CCG CTC GCG CTA CCG GTC ATG
GCC GAC AAG CAG AAG AAC GGC 3’ and 5 CG AAG CTT GAG CTC GAG ATC TGA GTC CGG
3’ respectively. All the constructs were verified by sequencing.

HeLa cells were grown in DMEM supplemented with 10% FCS. One day before transfection, cells were
seeded in Lab-Tek chambers (Nunc) and transfected with the different BiFC plasmid constructs using



Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. Four hours after
transfection, cells were washed with PBS and incubated with fresh medium for 24 h at 37°C and then
switched to 30°C for 2 h to promote fluorophore maturation [27]. Preliminary experiments have shown
that a fraction of YN-CK2a or YC-CK2o and YN-CK2B or YC-CK2 could interact with endogenous
CK2pB and CK2a., trapping a part of YFP devoted to fluorescence complementation [28]. Therefore, to
enhance the signal, immunostaining of YFP was performed by indirect immunofluorescence using the
mouse anti-GFP antibody (Abcam) which recognizes only full-length YFP, but neither N-ter (1-154) nor
C-ter (155-238) YFP (see Figure 1 in supplemental data). Under similar transfection conditions,
polyclonal anti-GFP antibody (Abcam) did not discriminate between full-length and YFP-half molecules
(data not shown). Thus, cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min, permeabilized with 0.5%
Triton X-100 for 10 min, preincubated with 5% goat serum for 30 min at RT, and incubated with the
mouse anti-GFP as primary antibody for 1 h at RT, washed with PBS and incubated with goat anti-mouse
IgG-conjugated Cy3 (Molecular Probes) for 45 min at RT in the dark. Nuclei were stained by 2ug/ml
Hoechst 33342 (Sigma) and coverslips were mounted with Dako (Dakocytomation), and examined using a
Zeiss Axiovert 200 Microscope and a 40x1.3 Plan Neofluorar objective. The results were expressed as %
of cells that were above the fluorescence threshold observed in cells expressing only YN-CK2« or YN-
CK2p. Because the amount of expressed proteins is critical to the interpretation of results, the expression
levels of the different chimeras were also analyzed in transfected cells by Western blotting using anti-

CK2a or CK2P antibodies as previously described [16, 29].

RESULTS

Reversibility of the CK2 subunit multimeric organization in vitro

Surface plasmon resonance measurements with purified recombinant CK2o and CK2f3 subunits showed
that they assemble rapidly (t;,= 60 sec) into a stable heterotetrameric complex with nanomolar affinity
(Kd = 5.4 nM) with a k, and kq of 6.6 x 10* M s™ and 3.6 x 10™* s respectively [30]. However, X-ray
crystallography has revealed that the CK20/CK2p interface was relatively small (832 A% and flexible
raising the possibility that CK2 tetramers may be subjected to disassembly and re-assembly [13]. To test
this hypothesis we performed a competition binding assay in which complexes between MBP-CK2f and
[**S]-methionine-labelled CK2o were incubated with increasing molar excess of CK2o. As shown in
figure 1A, [*°S]-methionine-labelled CK2a. was efficiently displaced from the preformed complex by the
CK2a subunit. The residual radioactivity (15%) may represent [*°S]-methionine-labelled CK2o present in

misfolded CK2 complexes that are resistant to dissociation. In the presence of a 10-fold molar excess of



CK2a, the t;, of CK2 complex dissociation was evaluated to be ~ 38 min showing that unlike the fast
association of CK2 subunits (t;,= 1 min), the kinetic of disassembly was rather slow (figure 1B). These

data are consistent with the association/dissociation rate constants determined previously [30].

Molecular and functional analysis of the CK23 C-terminus

Analysis of the crystal data has revealed the major contribution of the o/f} tail contact for the stability of
the CK2 holoenzyme [13]. In addition, CK23 mutants in which the zinc finger motif has been disrupted
failed to dimerize and to recruit CK2a., showing that this dimerization is essential for the proper docking
of CK2a [31, 32]. A CK2a-interacting domain was delineated by residues 181-203 in the CK2p C-
terminus [33]. Thus, we have expressed and purified from bacteria a CK2p fragment encompassing
residues 182-215 fused to GST (GST-3 C-ter). Size exclusion chromatography analysis indicated that this
fusion protein behaves as a dimeric protein through GST-GST interaction (data not shown).
Reconstitution experiments showed that this mini protein was sufficient for a productive high-affinity
interaction with CK2« in a pull-down assay (Figure 2A). Size-exclusion chromatography analysis showed
that the free CK2o eluted as a monomer (42 kDa). In contrast, CK2a incubated with GST-3 C-ter was
eluted as free CK2a as well as a CK2a/GST-8 C-ter complex with an apparent MW of 150 kDa (Figure
2B). These data indicate that this interaction generates a stable hetero-complex bridging two catalytic
subunits. Thus, the region delineated by residues 182-215 in GST-f8 C-ter contains an autonomous CK2o-
interacting domain. We then examined the effect of this CK2B domain on the formation of the CK2
holoenzyme complex in a solid phase competition assay. As illustrated in Figure 2C, the interaction
between CK2a and CK2[3 was strongly impaired by the presence of increasing concentrations of the GST-
B C-ter protein. These results show that the 33 amino acids C-terminal region of CK2p binds tightly

to CK2a and behaves as an antagonist of the CK2 subunit interaction.

Identification and validation of CK2f3 hot spots for high-affinity CK2o binding

The crystal structure of the CK2 holoenzyme has suggested the predominant contribution of specific
residues for the interfacial contacts of the CK2B tail with CK2a, which were localized in a cluster of
hydrophobic amino acids centered around Y 188. As already pointed out by Niefind et a/ [14] this highly
conserved segment of CK2p forms a structural element containing a [3-hairpin loop with Y188 at its top
(Figure 3A). This analysis provided a general outline of the CK2a binding site but did not identify
experimentally the specific residues involved in the binding. Guided by the high-resolution structure of the
CK2 holoenzyme, we used alanine mutagenesis to target CK2p residues (M166, Y188, F190) in this

CK2a-docking site that make the most significant contacts with CK2a. Residues within CK2a that are



involved in interactions with these CK2f3 residues are mainly hydrophobic residues like 169, P104, Y39,
L41, V42, 157, 159, V105. In addition, carbonyl oxygen of Y188 and K191 CK2p backbone are making
H-bonds with Ne of Q36 and L41 of CK2« respectively. However it is known that the holoenzyme
structure is stable under high ionic strength, suggesting that these H-bonds may be barely involved in the
subunit interaction [10]. Therefore, we tested M166A, Y188A, FI90A mutants by quantitative binding
analysis. Figure 4 A shows that the CK2a binding activity of the single mutant F190A (CK2B-F) was
significantly reduced and this activity was completely abrogated for the Y188A/ F190A double mutant
(CK2B-YF) and for the M166A/Y188A/F190A triple mutant (CK2B-MYF). To validate these data, the
binding properties of the CK2[3 mutants were also analyzed by surface plasmon resonance spectroscopy.
As shown in Figure 4B, the binding activity of the CK2B-F single mutant was markedly decreased and the
CK2B-YF double or the CK2B3-MYF triple mutations virtually abolished interaction.

Functional properties of CK2p mutants

Since it is clear that in many cases, CK2[3 mediates the interaction between the catalytic subunits and its
cellular substrates, thereby modulating their phosphorylation, we assumed that any mutation perturbing
the CK2 subunit interaction would affect the phosphorylation of CK2[3-dependent substrates. A functional
analysis of WT CK2B and CK2p-M, CK2B-YF and CK2B-MYF mutants was performed testing their
effect on the CK2-mediated phosphorylation of CDC25B [34]. The data show that, while the
phosphorylation of CDC25B was weakly affected in the presence of the single CK2(3-M mutant, the
double CK2B-YF and triple CK23-MYF mutants were inefficient for CK2-mediated phosphorylation of
CDC25B (Figure 5, lanes 1-5). Similarly, autophosphorylation of the CK2p-YF and CK2B3-MYF mutants
was strongly affected (Figure 5, lanes 6-9) indicating that these mutants are also defective for the
supramolecular organization of the CK2 holoenzyme [35]. Thus, Y188 and F190 represent key CK2f3 hot

spot residues for a functional interaction with CK2« in vitro.

In vivo validation of CK2p hot spots

To visualize the CK2 subunit interaction in living cells, we applied a BiFC assay (Bimolecular
Fluorescence Complementation) which allows the investigation of interacting molecules in vivo [27]. The
BiFC assay is based on the formation of a fluorescent complex by fragments of the Yellow Fluorescent
Protein (YFP) brought together by the association of two interaction partners fused to non-fluorescent
YFP half-molecules. This approach enables visualization of the proteins interaction under conditions that
closely reflect the normal physiological environment. Previous work from our laboratory have shown that

visualization of CK2 subunit interaction by fluorescence resonance energy transfer (FRET) analysis



required that the fluorochromes should be positioned on the N-terminal region of CK2a and CK2f [36].
Thus, the (1-154; YN) and (155-238; YC) fragments of YFP were fused to the NH, terminus of CK2c,
CK2p or different CK2p mutants. The corresponding constructs were co-transfected in HeLa cells and the
BiFC assay was performed using immunostaining of YFP to enhance the signal as described in
Experimental Procedures (see also Figure 1 in supplementary data). Cells transfected with full length YFP
fused to CK2a (Figure 6A, panel a) or to CK2f (not shown) exhibit a strong fluorescence after YFP
immunostaining. As expected, cells separately transfected with YN-CK2o, YC-CK2 expression vectors
(Figure 6A, panels b and c) or YN-CK2[B, YC-CK2a (not shown) did not exhibit any detectable
fluorescence even after immunostaining. Co-transfection of YN-CK2o and YC-CK2pB yielded
reconstitution of YFP upon specific binding in 36.8% of the cells (Figure 6A panel d and Figure 6B).
When the fusion partners YN-CK2o and YC-CK2P were cross-exchanged, reconstitution was also
observed (not shown). Similarly, co-expression of YN-CK2o and YC fused to CK2p-M, CK2B-Y, or
CK2pB-F single mutants allowed the observation of a characteristic fluorescent signal (Figure 6A panel e
and Figure 6B). In contrast, a weak complementation (14.4% of the cells above the fluorescence
threshold) was observed with CK23-YF double mutant and YFP reconstitution was barely detected (2.4%)
for YN fused to CK2B-MYF triple mutant (Figure 6A, panel f), despite strong protein expression as
determined on immunoblots (Figure 6C, lanes 3, 6). These results indicate that substitutions of CK2f3
residues Y188 and F190 strongly influence the efficiency of bimolecular complex formation supporting

the hypothesis that their mutation inhibit interaction with CK2a in the cellular context.

Constrained cyclic peptides as antagonists of CK2 subunit interaction

The dramatic effects of the two hot spot mutants on CK2f3 binding observed both in vitro and in the
cellular context suggest that the interaction domain could be narrowed down to a short contiguous
sequence. High-resolution structure of the CK2 holoenzyme has revealed that a cluster of well-defined
hydrophobic residues present on the CK2[3 chain are facing hydrophobic residues N-terminally located at
the outer surface formed by the juxtaposition of the anti-parallel p4/B5 sheets of CK2« [13, 37]. This
cluster which contains the identified hot spots Y188 and F190 represents a segment of highly conserved
residues (‘""*RLYGFKIH'"?) exhibiting a specific structural feature: it points away from the protein core,
forms a 90° B-hairpin loop with Y 188 at its top which binds into a shallow hydrophobic groove present in
the 34/PB5 sheets of CK2w [13]. The interface relies on the steric complementarity between this CK2«
groove and the hydrophobic face of the CK2 hairloop and, in particular, on a triad of CK2[3 amino acids
Y188, G189, F190 which inserts deep into the CK2a groove (Figure 3A). To assess whether peptides

derived from this CK2f3 region could antagonize the CK2 subunit interaction, we developed a binding
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assay in which MBP-CK2p was bound on streptavidin-coated microtiter plates and incubated with [358]-
methionine-labeled CK2o. Compounds that disrupt the CK2a/CK2p complex thus register reduced
radioactivity relative to the background. We then used the X-ray structure of CK2p in the holoenzyme
complex as a template for the design of conformationally constrained peptides derived from the CK2f3
carboxyterminal domain and centered around the Y188 and F190 hot spots. A eight residue peptide ('*°R-
H'?) which contained the cluster of hydrophobic residues (L187, Y188, 1192) and three additional glycine
residues was cyclized via two cysteins to staple its conformation and to mimic the binding face of CK2 3
with CK2a (figure 3B). The biological activity of this peptide referred as Pc peptide, was first examined
in a CK2a pull-down assay. Figure 7A shows that the same amount of CK2a activity could be found
associated to biotinylated CK2f or biotinylated Pc indicating that this cyclic peptide stably interacts with
CK2a. This interaction could be also visualized by surface plasmon resonance spectroscopy (data not
shown). To assess whether the Pc peptide could antagonize the CK2 subunit interaction, a CK2 subunit
binding assay was performed in the presence of increasing concentrations of Pc peptide. Representative
results are shown in Figure 7B. The presence of the Pc peptide strongly antagonized the formation of the
CK2 complex (ICsp= 3 uM). Importantly, an almost complete disassembly of the preformed complex was
observed in the presence of the Pc peptide (ICsp= 6.5 uM). The effect of varying the length from 8 to 14
amino acids in a series of head-to-tail cyclized peptide analogues was examined. Although all length
variants significantly blocked the interaction, the eleven residue Pc peptide was the most effective (Figure
7C). Noteworthy, a linear form of Pc was much less active in this binding assay (ICs;= 30 uM) and a
linear form of Pc with an inverted sequence was without effect, showing that both the sequence and the
constrained conformation of the peptide are essential for its antagonist activity. To explore the functional
impact of each amino acid side chain on the Pc peptide antagonist activity, we synthesized a series of
cyclic peptides in which each amino acid in the sequence RLYGFKIH was subjected to a systematic
single-site replacement strategy. These derivatives were first tested at two fixed peptide concentrations
(1.5 and 15 uM) in the CK2 subunit interaction assay. As shown in Figure 8A, the largest effects of single
alanine mutants were observed for residues F7 or G6 and to a less extent for residues Y5 and 19. Alanine
substitutions of neighboring positions (R3, L4, K8, H10) caused marginal reductions in binding indicating
that these residues serve a more passive role. Quantitative determination of the 1Cs, values further shows
that the most disruptive alanine substitutions are confined in a small patch that extends from Y5 to F7 and
the largest reduction in binding was for F7 (Figure 8§B). In accord with the definition of the corresponding
CK2p hot spots, these data highlight the importance of these residues for the biological activity of peptide
Pc. A functional analysis of this peptide was performed testing its effect on the phosphorylation of the

Olig-2 transcription factor which is catalyzed exclusively by the tetrameric form of CK2 (personal
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communication, Thierry Buchou). Figure 9 shows that the presence of increasing concentrations of Pc led
to a strong decrease of the original Olig-2 phosphorylation, reflecting a Pc-induced progressive

dissociation of the catalytically active CK2 holoenzyme complex.

DISCUSSION

The irreversible nature of the CK2 holoenzyme formation has been challenged by both its crystal structure
and live cell imaging studies [13, 16]. Free populations of each CK2 subunit have been identified in
several organs [17] and differential subcellular localizations have also been reported for CK2a and
CK2p. In many cases, CK2[3 operates as a docking platform affecting the accessibility of the catalytic site
for binding substrates [15]. From a structural point of view, the CK2 3 subunit can provide CK2 specificity
by either shielding a substantial surface of the CK2c subunit or at the same time, providing a new surface
near the catalytic active site. Since the free catalytic subunit and the holoenzyme exhibit divergent
substrate preferences, it could be predicted that such a balance is crucial in the control of the many cellular
processes that are governed by this multi-faceted enzyme [19].

Here we show that the CK2 holoenzyme complex is subject to disassembly and re-assembly in vitro. The
rather slow rate of dissociation of the holoenzyme complex in vitro might not reflect the situation in intact
cells where interacting partners could induce conformational changes, shifting the balance in favor of the
dissociation [19]. A relatively small portion of CK2[3 encompassing the 33-residue C-terminal region
constitutes a minimum CK2o binding domain which is necessary and sufficient for high affinity
interaction with CK2a. The CK2 holoenzyme crystal structure has revealed that several residues in this
domain make significant contacts with CK2o. Based on these data, the finding that emerges from our
mutagenesis study is that only a small set of primary hydrophobic contacts at the center of the interface
dominates affinity in vitro allowing the identification of residues Y188 and F190 as the most important
interaction points of CK2p. Mutations of these residues had strong functional consequences since the
CK2B-YF and CK2B-MYF mutants were 1) unable to sustain the formation of a stable CK2 complex, 2)
defective for its supramolecular organization and 3) inefficient for CK2-mediated phosphorylation of a
CK2B-dependent substrate like CDC25B.

BiFC analysis from YN-CK2a and YC-CK2f reproducibly demonstrated a specific interaction whereas
the individual tagged proteins did not yield fluorescence. A characteristic BiFC pattern was detected with
CK2B-M, CK2B-Y,or CK2p-F single mutants indicating that these CK2p mutants mediate
CK2a recognition. In contrast, BiFC fluorescence could be monitored only at a very low intensity with

CK2B-YF double mutant demonstrating that these two amino acids are essential for a productive complex
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formation in the normal cellular environment. These observations which corroborated our in vitro
quantitative binding analysis were supportive of the ability to design peptides that can affect the CK2
subunit interaction. This led us to a structure-based design of CK2B-derived conformationally constrained
peptides that can efficiently antagonize this high affinity interaction. Among a series of cyclic peptides,
the disulfide bridged Pc peptide was the most active peptide variant. This cyclic peptide was considerably
more potent than its identical linear form, indicating that cyclization staples the peptide in a fixed
conformation, a strategy that is known to strongly enhance peptide affinity for their target by limiting
flexibility and multiple conformational changes [38]. Consistent with the identification of Y188 and F190
as CK2p hot spots, alanine-scanning analysis has confirmed that change of these two hydrophobic

residues was highly detrimental for the inhibitory activity of the Pc peptide.

Potential biological relevance of CK2 subunit antagonists

To our knowledge, the 11-mer peptide Pc represents the first small antagonist that binds to the CK2
interface and inhibits its high affinity subunit interaction. Functional analysis showed that Pc could act as
an antagonist of CK2B-dependent phosphorylation through the inhibition/disruption of the CK2
holoenzyme complex. Structural modifications of this cyclic peptide such as attachment to cell permeable
adducts will be required to confer in vivo activity. Future efforts should also focus on the design of
peptidomimetics with enhanced activity and selectivity.

Alternatively, our study further indicates that it should be possible to obtain small chemical molecules that
bind to the CK2a hydrophobic groove and inhibit its interaction with CK2f3 in a manner similar to the Pc
peptide. Molecules that selectively inhibit the CK2 subunit interaction would be useful in determining the
importance of CK2B in the control of the many cellular processes that are governed by this
multifunctional kinase. In particular, such inhibitors would provide more rapid and reversible tools than
siRNA or overexpression methods for correctly identifying relevant CK2B-dependent substrates. They
will also serve as leads for the rational design of function-specific drugs that disrupt some actions of CK2,
but leave other intact, allowing to deregulate specific intracellular pathways. Furthermore, selective
disruption of the CK20/CK2f interaction could find important applications to pharmacologically test the
importance of this interaction in tumor cell growth. With the help of structure-based rational design, the
idea of finding small chemical molecules with significantly higher affinities for CK2a using the Pc

peptide as a lead molecule does not seem far-fetched.

FOOTNOTES
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 Reversibility of the CK2 subunit assembly in vitro

(A) Exchange of CK2a in the subunit complex. Preformed complexes between immobilized MBP-CK2f3
and [*°S]-methionine-labelled-CK2a. were incubated for 1h with increasing concentrations of unlabelled
CK2o. After washing, the amount of [*’S]-methionine-labelled-CK2c: present in the complex was
determined by radioactivity counting. (B) Kinetic of dissociation of the CK2 subunit complex. Preformed
complexes between [*°S]-methionine-labelled-CK20. and MBP-CK2P were incubated for different time
with a 10-fold molar excess of unlabelled CK2a. After washing, the amount of [*°S]-methionine-labelled-

CK2a remaining in the complex was determined by radioactivity counting. Results are the means + S.D.

(n=73).

Figure 2 Interaction of a CK2f C-terminal fragment with CK2o
(A) Stable association of CK2c with a GST- C-ter fragment. Agarose beads containing different GST-
tagged proteins were incubated with or without CK2o as indicated. After washing, the amount of

associated CK2o was evaluated by CK2 kinase assay as described in the experimental section. (B) Size
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exclusion chromatography of either free CK2o (upper panel) or CK2a/GST-f C-ter complex (lower
panel). Collected fractions were assayed for the presence of CK2o by Western blotting. Elution of
molecular weight standards is indicated. (C) Antagonist effect of the GST-P C-ter fragment. Immobilized
MBP-CK2p was incubated with the indicated fold excess of GST-3 C-ter and a fixed amount of CK2a.

After washing, the amount of associated CK2a was assessed by CK2 kinase assay and Western blotting.

Figure 3 Structure and mode of binding of Pc peptide on CK2a

(A) Surface representation of the binding pocket of CK2a interacting with a short C-terminal loop of
CK2p. Crystal structure of the CK2 holoenzyme shows that a C-terminal fragment of the CK2p1 chain
encompassing residues 186-193 (colored in green) forms a loop inserting into a deep hydrophobic pocket
of CK2a [14]. Surface representation of the CK2w cleft in grey highlights its pocket-like characteristics.
The phenyl and phenol rings of the two non-polar and aromatic CK2[3 residues Y188 and F190
respectively (colored in red), are in quasi planar opposite orientation and fit tightly in it. M 166 (colored in
red) located on the second CK2[32 chain (colored in yellow) is labeled. (B) Molecular model of Pc peptide
in CK2a pocket. A rough molecular model of Pc peptide (in blue) was obtained from the CK2 31structure
previously determined (PDB code 1JWH, [13]). In details, the CK2B1 structure segment
("RLYGFKIH'” in green) was taken as template for the corresponding central peptide segment and the
terminal aminoacids were manually added using the program Coot [39]. A basic geometric idealization of
peptide bonds was then performed using the program Refmac 5 [40] from Ccp4 [41]. For clarity, only key
interacting residues of CK2f31 are shown (in red). The cystein disulfide bridge is colored in orange. The
superimposition of Pc peptide with the CK2B-C-terminal loop demonstrates that Pc emulates the
interaction of the natural ligand CK2[3 with CK2a. Pictures were prepared with the Chimera software [42]
and the 1JWH PDB structure [14].

Figure 4 CK2a binding activity of CK2B mutant proteins

(A) Solid phase CK2« binding assay of different CK23 mutants. Immobilized WT CK2[3 was incubated
with [**S]-methionine-labelled CK2a in the presence of increasing concentrations of soluble WT MBP-
CK2p or MBP-CK2f3 mutants as indicated. After washing, the amount of associated CK2o was evaluated
by radioactivity counting. Results are the means £ S.D. (n = 3). (B) Real time binding kinetics between
immobilized GST-CK2o and different MBP-CK2p3 mutant proteins measured by surface plasmon
resonance. The interaction between immobilized GST-CK2o and MBP-CK2[3 mutants was recorded as

described in Experimental Procedures.
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Figure 5 Phosphorylation of CDC25B by CK2a. in presence of CK2f3 or CK2f3 mutants
MBP-CDC25B (1.5 uM) was pre-incubated for 15 min with CK2a (0.6 uM) in the presence of 0.35 uM
of WT MBP-CK2p or the indicated MBP-CK2[3 mutants. Phosphorylation reaction was carried out for 5
min at RT in the presence of 25 uM [y*P]-ATP-MgCl,. Phosphorylated proteins were separated on SDS
PAGE and analyzed by autoradiography (upper panel) or Coomassie staining (lower panel). 1: CDC25B,
2: WT MBP-CK2p + CDC25B, 3: MBP-CK2p3-M + CDC25B, 4: MBP-CK2p-YF + CDC25B, 5: MBP-
CK2B-MYF + CDC25B, 6: WT MBP-CK2B, 7: MBP-CK2B-M, 8: MBP-CK2B-YF, 9: MBP-CK23-
MYF.

Figure 6 Visualization of interactions between CK2o and CK2B or CK2p mutants in living cells by
Bimolecular Fluorescence Complementation

(A) Immunofluorescence images of HeLa cells transfected with plasmids expressing the YFP fragments
fused to CK2a, CK2f3 or CK2P mutants as indicated in each panel. Twenty four hours after transfection,
immunostaining of YFP was performed to enhance the signal as described in Experimental Procedures.
The diagrams on the left of the images represent the experimental strategies used. (B) Quantification of
the BiFC signal in cells co-transfected with different plasmid constructs. Results are expressed as % of
cells that were above the fluorescence threshold observed in cells expressing only YN-CK2a or YN-
CK2p. (C) Western blot analysis of the levels of protein expression. Cells corresponding to panels d, e, f
in Figure 6A that expressed the indicated proteins were harvested, and the cell extracts were analysed by
Western blotting using anti-CK2a (lanes 1, 2, 3) and CK2p (lanes 4, 5, 6) antibodies. Lanes 1, 4: YN-
CK2o + WT YC-CK2p, lanes 2, 5: YN-CK2o + YC-CK2B-M, lanes 3, 6: YN-CK2a + YC-CK2B-MYF.

Figure 7 Disruption of CK2 subunits interaction by CK2B-derived cyclic peptides

(A) Binding of Pc peptide or CK2[3 to CK2a. Increasing concentrations of biotinylated Pc peptide (- A -)
or biotinylated MBP-CK2f3 (-A-) were immobilized on streptavidin beads and incubated with CK2a (0.3
uM) for 15 min at 4°C. After washing, the amount of associated CK2a was evaluated by CK2 kinase
assay. (B) Inhibition of CK2a/CK23 complex formation by Pc peptide (- A-). Immobilized MBP-CK2f3
was incubated with increasing concentrations of Pc peptide, followed by the addition of [**S]-methionine-
labelled CK20. (10° cpm). After washing, bound CK20. was determined by radioactivity counting.
Dissociation of preformed CK20/CK2B complex by Pc peptide (-m-). [*>S]-methionine-labelled CK20
was incubated with immobilized MBP-CK2p, followed by the addition of increasing concentrations of Pc
peptide. After washing, bound CK2o. was determined by radioactivity counting. (C) Inhibition of

CK2a/CK23 complex formation by different Pc peptide derivatives. Increasing concentrations of the
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different peptides were tested as in (B). Pc (- A-), Linear peptide GAGGRLYGFKIHGGP (-m-), inverted
linear peptide PGGHIKFGYLRGGAG (-A-), Head-to-tail peptide analogues: PcL1 RLYGFKIHPGAGG
(-0-), PcL2 RLYGFKIHGPGAGG (-@®-) and PcL3 RLYGFKIHGGPGAGG (-O-). Results are the means
+S.D. (n=3).

Figure 8 Antagonist effects of peptide Pc variants carrying single-site mutations

(A) Various Pc peptide variants generated by alanine scanning were tested at 1.5 uM (o) or 15 uM (m) for
their antagonist effect on the association of CK2 subunits as described in figure 7C. The mean and
standard deviation (n = 3) of representative experiment are shown. (B) ICs, values determined for each

peptide variant.

Figure 9 Antagonist effect of Pc peptide on CK2-mediated phosphorylation of a CK2B-dependent
substrate

Preformed CK2 complexes were incubated for 15 min at 4°C with increasing concentrations of Pc peptide
followed by the addition of GST-Olig2 (5 ug) and 25 puM [y°P]-ATP-MgCl, for 5 min at RT.
Phosphorylated proteins were separated on SDS-PAGE and analyzed by autoradiography (upper panel) or
Coomassie staining (lower panel). The results are representative of two independent experiments. C:

control without CK2.

Supplementary Figure 1 Visualization of interactions between CK2o. and CK2p in living cells by
BiFe

(A) YFP fluorescence emission and indirect immunofluorescence images of Hela cells transfected with
plasmids expressing the YFP fragments fused to CK2a or CK2p as indicated in each panel. Cells were
directly observed for YFP fluorescence (panels a, d, g, j, m) or immunostained for YFP (panels b, e, h, k,
n) with monoclonal anti-GFP antibody followed by Cy3-labelled secondary antibody to enhance the signal
as described in Experimental procedures. The diagrams on the left of the images represent the
experimental strategies used. (B) Western blot analysis of the levels of protein expression. Cells extracts
corresponding to panels m, n, o in Figure 1A were analysed by Western blotting using anti-CK2o (lane 1)
and CK2f3 (lane 2) antibodies.

YFP raw fluorescence (FITC) is approximatively 20 times lower [31] in conditions of YFP bimolecular
complementation (panel m) than with full-length YFP (panels a and g). Since expression levels of YN-
CK2a and YC-CK2p are lower than endogenous CK2a and CK2B (Figure 1B), this low fluorescence

emission could be explained by competition of the endogenous CK2 subunits for bimolecular complex
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formation. Note that the monoclonal anti-GFP antibody used in this study recognizes only full-length
YFP (panels b, h) but not YC or YN fragments (panels e, k) (unpublished observation). Therefore, indirect

immunofluorescence with this mouse anti-GFP antibody can be used to enhance the detection of

bimolecular complex formation (panel n).

FIGURES
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lll- Commentaire des principaux résultats

Les principaux résultats de l'article sont repris et commentés briévement ci-aprés.

1- L’interaction entre les sous-unités de CK2 est dynamique in vitro

Un test de compétition in vitro a été mis au point et miniaturisé. Une des sous-unités (MBP-
CK2p biotinylée, 3,6 pmol) est immobilisée en plaque 96 puits recouverts de streptavidine.
Une quantité molaire identique de GFP-CK2a (3,6 pmol) est ajoutée, suivie d'un exces
molaire croissant de CK2a-His. A partir d’'un excés molaire de 10x, la CK2a-His est capable
de déplacer en 30 min la GFP-CK2a du complexe préformé. On observe un échange des
sous-unités du complexe que I'on peut mettre en évidence par un excés de I'une des sous-
unités étiquetée differemment. Ceci prouve que, méme in vitro, I'interaction entre CK2o et
CK2pB est réversible. Ces résultats nous ont permis de valider I'approche in vitro pour

rechercher des composés inhibiteurs de I'interaction CK20-CK2p.

2- Analyse de la partie C-terminale de CK23

Des études de délétion de fragments ont permis de définir la partie C-terminale de CK2j3
(170-215) comme la zone d’interaction majeure avec CK2a (Boldyreff, 1993 ; Marin, 1997).
La structure cristallographique du complexe (Niefind, 2001) nous a conduit a restreindre
cette zone a la partie 182-215. Une mini-protéine CK2[3-182-215 fusionnée a la protéine GST
a été produite sous forme recombinante. Cette mini-protéine posséde la capacité a 1)
interagir avec CK2o. et 2) a jouer le réle d’un antagoniste de CK2f3 vis-a-vis de l'interaction

avec CK2q.

3- Identification des hot spots de I'interaction CK2q-CK2p

La zone d’interaction entre CK20 et CK2B est grossierement définie, néanmoins la
contribution spécifique de chaque acide aminé — les « hot spots » - n’avait jamais été
déterminée. Plusieurs arguments nous ont permis de choisir judicieusement un nombre
restreint de positions a tester par mutagenése dirigée. Une observation fine de la structure
cristallographique du complexe tétramérique de CK2 (Figure 3) nous a incité a nous
concentrer sur 3 résidus de CK23 (M166, Y188, F190) et a générer les protéines mutées sur

ces résidus. Ces protéines mutantes ont été évaluées en compétition dans un test

52



d’interaction in vitro et en BlAcore : cette analyse révéle que la mutation en Alanine de Y188
et F190 est particuliéerement critique pour l'interaction avec CK2ao (Figure 4).

L’'importance de ces deux résidus a été confirmée par un test fonctionnel in vitro dans lequel
la phosphorylation par CK2a de CDC25B est fortement dépendante de la présence de CK2
(substrat CK2B-dépendant « positif »). Dans les mémes conditions, la phosphorylation de ce
substrat en présence du double mutant CK2B Y188A-F190A est fortement diminuée (Figure
5).

Hot spot: Les hot spots se définissent comme les résidus critiques de linterface,
contribuant a la majeure partie de I'énergie libre d’interaction : un résidu est défini comme
un hot spot si sa mutation en Alanine entraine une modification significative de I'énergie
libre d’interaction (AAG > 2 Kcal/mol). Ce sont les acides aminés minimaux dont la mutation
suffit a rompre le complexe. Bien que les surfaces d’interaction soient relativement planes et
étendues, il est remarquable de constater que seulement 2 & 5 acides aminés jouent un role
clé dans l'interaction. Il s’agit souvent de résidus hydrophobes tels R, Y, W. Ces résidus
sont davantage conservés que ceux du reste de la surface protéique (Bogan, 1998 ; Li,
2004).

Ces résultats ont été confirmés in vivo dans un modéle de complémentation bimoléculaire de
fluorescence (BiFc) ou le double mutant CK2B Y188A-F190A ne peut manifestement plus
interagir avec CK2a (Figure 6). La description du test BiFc sera détaillée plus loin.

Les acides aminés Y188 et F190 de CK2B ressortent donc comme des "hot spots" pour
l'interaction CK2a-CK28.

4- Conception d’un peptide cyclique inhibiteur de I’interaction CK2a-CK2p3

La connaissance de ces hot spots nous a permis de concevoir la synthése orientée d’un
peptide centré sur Y188-F190 et mimant la principale zone d’interaction de CK2f avec CK2a
en collaboration avec le Dr. Otto Dideberg (Laboratoire de Cristallographie, Institut de
Biologie Structurale, Grenoble). La région 186-193 de CK2p a été choisie pour synthétiser un
peptide mimétique antagoniste. La conformation de ce peptide a été contrainte par
cyclisation, grace a I'ajout aux extrémités de deux cystéines formant un pont disulfure. Ceci a
permis de le rigidifier et de lui donner une conformation similaire a la boucle de CK2pB
(Figure 3).
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Ce peptide cyclique a été testé in vitro pour son effet inhibiteur de l'interaction CK2a-CK2p. Il
est capable d’inhiber la formation du complexe avec une ICsy de 3 uM mais également de
dissocier le complexe préformé (ICsq = 7 uM, Figure 7).

La cyclisation via les cystéines présente linconvénient d’étre peu résistante aux
changements de conditions d’oxydo-réduction de la cellule. De plus, les glycines ajoutées
aux extrémités favorisent 'ancrage de protéases et peuvent diminuer la durée de vie du
peptide dans la cellule. Nous avons donc proposé de synthétiser un peptide cyclisé par la
chaine carbonée, plus résistant aux protéolyses et aux conditions redox de la cellule.
L’équipe de chimistes de Pascal Dumy (DCM, Grenoble) a ainsi synthétisé 3 peptides de
type head-to-tail correspondant a ces criteres: PcL1 : RLYGFKIH PGAGG, PclL2 :
RLYGFKIH GPGAGG, PcL3 : RLYGFKIH GGPGAGG. Le peptide PcL3 est quasiment aussi
efficace que le peptide initial pour sa capacité a inhiber I'interaction CK2a-CK2 in vitro (1Cso
=4 uM, Figure 7).

En revanche, un peptide linéaire perd dramatiquement son pouvoir inhibiteur (ICs, = 30 uM),
mettant en relief 'importance de la contrainte de cyclisation pour lui conférer une structure
bioactive. L’interaction du peptide avec la sous-unité CK2a est confirmée par une analyse
par GST-pull-down (Figure 7).

Une caractérisation par Ala-scanning des différentes positions du peptide cyclique a
confirmé l'importance de 3 résidus incluant Y et F pour l'activité biologique : ces résidus
représentent donc le pharmacophore du peptide inhibiteur. La glycine mutée en Alanine
apparait perturbatrice probablement pour des raisons de repliement, de flexibilité et de
cyclisation du peptide. L’isoleucine semble avoir un réle plus secondaire (Figure 8).

Enfin, nous avons observé que ce peptide est également capable d’inhiber de maniére dose-

dépendante la phosphorylation d’un substrat CK23-dépendant « positif » (Figure 9).

IC5o_pour une interaction protéine-protéine :

L’1Cso pour un inhibiteur d’interaction protéine-protéine est définie comme la concentration

nécessaire pour inhiber 50% de la formation du complexe.

IV- Résultats annexes

Nous exposerons ici le développement de diverses stratégies et techniques qui ont été
indispensables pour la conception rationnelle et la validation de molécules inhibitrices de
CK2. Dans un premier temps, le principe et la mise au point du test BiFc seront détaillés.
Puis nous reviendrons sur des résultats complémentaires ayant trait a I'indentification et a la

validation des hot spots de l'interaction et aux peptides cycliques inhibiteurs.
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1- Le test de complémentation de fluorescence bimoléculaire

a- Principe du BiFc

La complémentation bimoléculaire de fluorescence repose sur le reconstitution de la protéine
YFP, dont la partie 1-154 a été fusionnée a la premiére protéine interactante et dont la partie
155-238 a été fusionnée a le seconde protéine partenaire. S'’il y a interaction entre les deux
protéines, I'YFP se reforme et la fluorescence est visible. S’il n’y a pas d’interaction, les deux
fragments d'YFP n’émettent aucune fluorescence (suppl Figure 1, figure 40), (Kerppolla,
2006 ; Kerppolla, 2006 ; Schmidt, 2006 ; Hu, 2003 ; Shyu, 2006 ; Grinberg, 2004).

>é

Bimolecular fluorescence complementation assay principle.

<X

YFP protein

Figure 40 : Principe du BiFc. La protéine fluorescente YFP est constituée de 11 feuillets assemblés en tonneau
autour d’une hélice a centrale. Les travaux de Hu et Kerppola (2004) ont montré qu'il était possible de préparer
deux fragments complémentaires de YFP, et de les fusionner a des protéines d'intérét, afin de visualiser leur

interaction dans la cellule.

b- Mise au point de la stratégie BiFc

o Controle de la taille des constructions YFP en Western blot

Les constructions YFP fusionnées a CK2a ou CK2B ont été vérifiées pour leur taille en
Western blot a partir de lysats de cellules HelLa transfectées avec les différents plasmides
(figure 41).
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Figure 41 : Analyse en Western blot des constructions YFP aprés transfection en cellules HeLa. A : Anti-
CK2a (a-coc). B : Anti-CK2B (B-C). C : Anti-GFP polyclonal (Abcam). Ligne 1 : marqueur de poids moléculaire ;
2: pEYFP-CK2a; 3: pEYFP-CK2B; 4: pEYFP(N)-CK2a.; 5: pEYFP(N)-CK2B; 6: pEYFP(C)-CK2a; 7:
pEYFP(C)-CK2B ; 8 : pEYFP(N)-CK20 + pEYFP(C)-CK2B ; 9 : pEYFP(C)-CK20. + pEYFP(N)-CK2p.

Poids moléculaires attendus :

YFP-CK20. = 27 + 42 = 69 kDa.

YFP-CK2pB = 27 + 29 = 56 kDa.
YFP(N)-CK20. = 17,5 + 42 = 59,5 kDa.
YFP(N)-CK2B =50 = 17,5 + 29 = 46,5 kDa.
YFP(C)-CK20. = 50 = 9,5 + 42 = 51,5 kDa.
YFP(C)-CK2B =40 = 9,5 + 29 = 38,5 kDa.

Toutes les constructions protéiques présentent bien les tailles attendues.
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o Permutation fonctionnelle des constructions YFP

Les constructions ont été réalisées dans les deux sens: YFP(N) et YFP(C) ont été
fusionnées a CK2a et CK2B. La complémentation de fluorescence fonctionne aussi bien
pour une cotransfection YFP(N)-CK2a. + YFP(C)-CK2B que YFP(C)-CK2a + YFP(N)-CK2p3
(figure 42).

Full-length YFP-CHZ2a Full-length YHFE-CKRZ3 W Non-transfected

YFP{N)-CK2e YFP{C)-CK2p YFP{N)-CK2a +
YFP(C)-CK2p

YFP{Q)-CK2u YFP(N)-CH2p YFP(G)=CH2u. +
YFP{N)-CK2p

Figure 42 : Transfection transitoire de YFP-CK20 ou YFP-CK2f sur des HeLa. On peut noter que l'intensité

de fluorescence de la protéine YFP entiere est largement supérieure a celle de I'YFP complémentée.

c- Limites du test

o L’étape de maturation achéve la reconstitution de YFP de

maniére irréversible

Des tests ont été réalisés afin d’optimiser la durée de maturation a 30C. Effectivement,
selon (Tsien, 1998), cette étape de maturation varie de 0 a 24h. S’il y a une différence
significative entre 0 et 1h de maturation, nous avons observé que le signal n’était pas
particulierement amélioré que ce soit a 1, 2, 4, 6, 20 ou 24h de maturation. Nous avons donc

fixé cette étape a 2h.
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En effet, c’est lors de cette étape qu’a lieu 'une des derniéres réactions de formation du

chromophore (figure 43) et qui est irréversible.

R Tyr66
o Gly67
or other unfolded/denatured conformation
Ser or Th165
(R =H or Me)
OH
folding (ti2 ~ 10 min)
2 (0]
N/\n"'cyclization -
: b= Y
HN HN
HO HO oH ©
% g R
g R . -
H dehydration H
ti2 ~ 3 min for OH OH
cyclization + dehydration
o aerial oxidation

0, H;0,
Oy LLO/T}

S R tip~ 19 - 83 min
i i
OH OH

HO

Figure 43 : Mécanisme proposé pour la biosynthése intramoléculaire du chromophore GFP. L’étape

d’oxidation est irréversible (Tsien, 1998).

o Une immunofluorescence indirecte permet d’amplifier le signal de
BiFc

En théorie, la complémentation de la fluorescence de I'YFP devrait étre suffisante pour
évaluer linteraction entre deux protéines. Cependant, comme le précise Kerppolla (2006),
les constructions YFP-CK2 peuvent interagir avec les sous-unités de la protéine CK2

endogéne, ce qui atténue la fluorescence globale de la cellule (figure 44).

58



A Intensité de fluorescence
cellulaire globale

-~

YFP
entiére

Demi-
YFP

YFP
complémentée
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Figure 44 : Représentation schématique expliquant pourquoi I'intensité de fluorescence obtenue en BiFc
est plus faible que la fluorescence brute de I'YFP (A): les demi-YFP fusionnées a CK2o ou CK2f et
transfectées dans la cellule peuvent s’engager avec la CK2f et la CK2a endogénes respectivement et sont donc
« piégées » (B). Ajouté au rendement de transfection qui n'est jamais de 100%, cela explique que le signal de
fluorescence complémenté soit plus faible et justifie la mise en oeuvre d’une détection de YFP par

immunodétection.
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o Choix de l'anticorps anti-GFP pour I'immunofluorescence

Pour amplifier le signal de I'YFP reconstituée, on peut utiliser les anticorps dirigés contre la
GFP, qui ne différe que de 2 ou 3 résidus avec YFP. Un anticorps polyclonal reconnaissant
toutes les formes d'YFP (entiére, YFP(N), YFP(C), YFP complémentée) ne permet pas de
discriminer les différentes formes d’YFP. Parmi les anticorps monoclonaux testés, les
anticorps monoclonaux Abcam ne reconnaissent que I'YFP entiére ou complémentée (figure
45) et pas les formes YFP(N) ou YFP(C). Cette propriété remarquable (non connue du
fabricant) a été mise a profit pour amplifier spécifiquement les conditions ou YFP est

complémentée.

Monoclonal anti-  Polyclonal anti-
GFP antibody GFP antibody

(Abcam, (Abcam,
#ab1218-100) #ab290-50)
used in our study

YFP-CK2a

=
&

|

YN-CK2a

YFP-CK2p

YC-CK2p

“YN-CK2q + YC-CK2p

Figure 45 : L’anticorps anti-GFP polyclonal (Abcam, #ab290-50) reconnait toutes les formes d’YFP : YFP
entiere (panels f, h), demi-YFP, N ou C-terminale (panels g, i), ou YFP reconstituée (panel j). A l'inverse,
I'anticorps monoclonal anti-GFP (Abcam, #ab1218-100) utilisé dans notre étude peut discriminer les deux formes
. il ne reconnait que I'YFP entiére (panels a, c) ou reconstituée (panel e) YFP mais pas la demi-protéine (panels
b, d). Nous avons profité de cette propriété originale dans nos expériences pour augmenter le signal BiFc et

améliorer ainsi la détection et la spécificité.
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D’autres anticorps ont également été testés : I'anticorps monoclonal anti-GFP Euromedex ne
reconnait que la partie N-ter de YFP mais pas la partie C-ter en Western blot (résultats non

montres).

2- Résultats annexes relatifs a la validation des hot spots de l’interaction

CK20-CK283

Plusieurs arguments supplémentaires ont étayé nos hypothéses pour définir les hot spots
précédemment cités : un calcul des distances entre les atomes des deux sous-unités, des
alignements de séquences mettant en exergue les résidus conservés au cours de I'évolution,

une prédiction virtuelle des hot spots,...

a- Calcul des distances entre atomes de CK2a et CK23

Afin d’évaluer les hot spots potentiels et de guider le choix des résidus a muter, la distance
entre atomes des sous-unités CK2o et CK2B a été calculée a partir de la structure
cristallographique du tétramere 1JWH.pdb (Niefind, 2001) a l'aide du logiciel MOLMOL
(figures 46, 47 et 48). On peut souligner qu’au niveau de l'interface CK20-CK2p, les deux
diméres de CK2p interagissent avec CK2a.. La boucle considérée pour le design du peptide
cyclique correspond a la partie C-terminale de CK2 (ici, pour l'interface considérée, CK2p3
verte). Coté CK2pB verte, on retrouve les mémes résidus impliquées : Y188, G189, F190,
K191, H192 et dans une moindre mesure R186, L187, 1192. Au niveau de I'autre sous-unité
CK2B (rouge), les résidus F34, T37, R86, D126, M166, M169 et V170 ressortent comme
étant les plus proches de CK2a. On note la présence majoritaire des résidus hydrophobes
mais aussi de quelques résidus polaires et/ou chargés.

Cété CK2aq, les résidus faisant face au dimére CK2B sont principalement des résidus
hydrophobes (F54, 157, 169, L41, P104, P72, V42, Y39, Y50) avec quelques résidus polaires
chargés ou non (D103, D37, E52 acides, K44, K49, R43 basiques, ainsi que Q36, Q40 non

chargés).
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A
B
beta distance <4A
3,44
3,33
3,79
3,99
3,79
2,33
3,72
3,88
3,23
3,29
Y188 3,79
V188 2, 61
Y185 3,77
=189 2,594
=183 3,385
F120 3,16
F190 3,57
FE121 3,43
H133 3,43
H153 3,44

alpha

heta distance <6A
R18 & 5,69
R18 &4 5,16
1,187 5,67
Lila7 4,51
L137 4,23
L1357 3,29
E191 4,07
K191 5,79
K191 3,43
K191 3,56
T1592 a, 00
T159Z2 4, 44
I152 4,26
I192 4,76
H1323 3,44
H193 3,43
H193 3,88
H193 4,85

alpha

Figure 46 : Calcul des distances entre atomes. Ici, pour des raisons de clarté, ne sont pas énumérés les

atomes identifiés (O, Ca, CB, N...) mais les résidus dont un atome au moins se trouve a la distance énoncée (en

A) d’un atome au moins d’un résidu de I'autre sous-unité. A : interaction CK20-CK2p considérée, a partir de la

structure cristallographique du tétramére 1JWH. B : Résidus de CK2B et CK2o dont 2 atomes au moins se

trouvent a une distance inférieure a 4 A I'un de l'autre. C : M@me chose en considérant une distance maximale de

6 A.
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Zone d’interaction CK2a-CK2p : acides aminés <4 A

CkZ2a

CK2 p chaine 1

CK2 p chaine 2

W 104

{Logicief Mofmoi)

Figure 47 : Visualisation des hot spots potentiels de CK20 et CK2p a I’aide de Molmol.

Zone d'interaction CK2alpha-CK2beta

=1 CK2a T .» CK2Bchainei1 T3 -2 CK2B chaine 2
Labels sur chaines beta Labels sur chaine alpha
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Zone d’interaction CK2alpha-CK2beta : acides aminés < 4 A

- CK2a " CK2p chaine 1 - == CK2p chaine 2

WAl 170
MET1 ;4

Figure 48 : Visualisation des hot spots potentiels de CK2a et CK2B a I'aide de SwiwwPdbViewer, situés a
moins de 4 A de la sous-unité opposée en réalisant un dégradé de couleurs : plus le résidu est clair, plus il est

proche de la sous-unité opposée.

b- Alignements de séquences entre CK2B animales et végétales

La CK2p est une protéine particulierement bien conservée au cours de I'évolution entre les
espéces. Chez les végétaux, CK2p interagit trés faiblement avec CK2a (Pechkova, 2003),

contrairement a la CK2P des animaux. Les résidus les plus conservés étant souvent ceux qui
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sont critiques pour l'interaction, un alignement de séquences peut aider a proposer des

positions a muter (figure 49).

Zones d'interaction avec CK2-o :

166 185-198

/~ Human MLFMVHP EYRPKRPANQFVPRLYGFKIHPMAYQLQLOAASNFKSPVKTIR- ——-

Xenopus MLFMVHP EYRPKRPANQFVPRLYGFKIHPMAYQLQLOAASNFKSP VKTMR - —— -

Animaux - | Carpe MLFMVHP EYRPKRPANQFVPRLYGFKIHPMAYQLQLOQAASSFKSPVKAIR- ——-
— | Daniorerio MLFMVHPEYRPKRPANQFWPRLYGFKIHPMAYQLQLQAASSFKSPVKAIR- ——-
o etﬁ Takifign MTFMVHPREYRSKERPANOFWPRIYGFETHPMAY QTOTOAASST KSPVESTH- - —-
associées | C-°na MLFMVHP EYRPKRPTHNQFYSRIFGFKIHPMAYQLQYQAS QKLKNP SKLRH- — -
Drosophila MLFMVHPEYRPERPTNQFWPRLYGFKIHS LAYQL Q LOAARNF KMP LRAKN- —--

Spodoptera MVIMVIIEEYREKRPASQIVPRIYGIKIIIF LAYQIQQOAAANTKAF LRSLS ————

\_ Celeghans |MLFFVHPDLRPRRPVT QFVPKLYGFKIHPVAYGGQEGNSGGNTANNVAAA- —~-

o~ Arabidop 1 |FLMTYGNLKPQKPTQSYWPKIFGFKVHRR -~ —f——--——————=————————-

Arabidop 2 |UFLMAYGNMKPQKPAQNYWPKIFGFKVHNKQ- f—----—————-————————-

Végétaux ;| Arabidop 3 |LFLMTYGHLKPQKASQSYTQRVFGFKLHKP--—|-——----—---—-———————-
Arabidop 4 |UFLMTYGHLKPAKATONYWQRVEGFKIHKP---f—---———————-————————-

aetp N-cotiana |UFLMTYGHLKPQKSTQNYWPEVEGFKLHKT - - -——--——————————————~
dissociées| Maize 1 LFLMTYEHLKPQKLSQRYWPRVFGFKLHKP - — | ————— === ———————— = ——
Mairze 7 TFTMTYPHTLKPQKPSQQYTPRVEGFKIHKPS - |- —-—-—-————————————————

\_Maize 3 LFLMTYPHLKPQKPLQQYWPRYFGFKIRKP —— | ———— = —mmm e = ———

|

Figure 49 : Alignement de séquences de CK2p animales et végétales. La Met166 est une Leucine chez les
végétaux. La Leu187 et la Tyr188 sont des Valines et Phénylalanines respectivement. L’lle192 est remplacée par
des leucines, ce qui reste similaire. Un Glu est ajouté avant la derniére proline chez les végétaux, ce qui peut
modifier I'incurvation de la boucle CK23-185-194. Or les expériences réalisées avec différents peptides « head-
to-tail » (PcL1, PcL2, PcL3) suggérent que le degré de courbure du peptide peut influer du simple au double sur

I'efficacité du peptide.

c- Prédiction des hot spots par mutagenése virtuelle

La structure cristallographique du complexe CK2 a été entrée dans un logiciel de prédiction
Robetta,

(Kortemme, 2002, Kortemme, 2004), figure 50. Ce logiciel estime la contribution de I'énergie

des hot spots des interactions protéine-protéine par Ala-scanning virtuel,

libre de liaison de chaque résidu d’une interface protéine-protéine. Aprés chaque mutation
virtuelle, 'énergie de liaison résultante est calculée a nouveau. Pour l'interaction p53-MDM2
par exemple, le logiciel retrouve bien les 3 positions critiques F19, W23, L26 avec un AAG
>2. Pour linteraction CK2a-CK2p, la F190 ressort majoritairement (AAG = 2,30). Les résidus
Y188, H193 et M169 sont également ceux dont la mutation en Ala déstabiliserait le
complexe, selon ce logiciel. Sont également mentionnés R186, L187, K191, 1192, F34, M166

et V170 dans une moindre mesure.
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Acides aminés de CK2b-1 AAG Acides aminés de CK2a AAG
(verte) interagissant avec CK2a interagissant avec CK2b-1 (verte)

R186 0.13 Q36 0.92

L187 0.42 D37 0.52

Y188 0.86 Q40 0.83

F190 2.30 L41 1.15

K191 0.14 V42 0.74

1192 0.59 R43 -0.04

H193 0.94 F54 0.34

157 0.55

159 0.52

D103 -0.55

V105 0.00

Acides aminés de CK2b-2 AAG Acides aminés de CK2a AAG
(rouge) interagissant avec CK2a interagissant avec CK2b-2 (rouge)

F34 0.91 L41 0.24

M166 0.21 K44 0.18

M169 1.34 R47 0.05

V170 0.07 Y50 0.54

E52 -0.15

F54 0.73

V105 0.18

Figure 50 : Prédiction virtuelle des hot spots selon le logiciel Robetta avec la structure 1JWH.pdb. Valeur
négative du AAG : La mutation en Ala stabilise le complexe CK2a-CK2f3. Valeur positive du AAG : La mutation en

Ala déstabilise le complexe CK20-CK2f. Plus la valeur s’écarte de 0, plus le complexe est déstabilisé.

3- Résultats annexes relatifs a I’étude des peptides cycliques inhibiteurs

a- Effets du peptide cyclique sur la spécificité de substrat

Dans la publication, le peptide cyclique est testé vis-a-vis d’'un substrat protéique CK2j3-
dépendant « positif » (dont la phosphorylation requiert la présence de CK2B). Ici, nous
montrons de méme que I'autophosphorylation de CK2j est inhibée d’une part, et d’autre part

que la phosphorylation d’'un substrat CK2B-indépendant n’est pas modifiée.

o Autophosphorylation de CK2B en présence du peptide
cyclique

e Test sur des protéines recombinantes

Afin dévaluer l'efficacité du peptide cyclique d’'un point de vue fonctionnel, celui-ci est testé
vis-a-vis de sa capacité a inhiber l'autophosphorylation de CK2B. En effet, la
transphosphorylation de la sous-unit¢é CK2B recombinante est CK2B-dépendante

« positive ». Un composé inhibant l'interaction entre CK20. et CK2[3 doit logiquement inhiber
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cette phosphorylation. Le peptide Pc (30uM soit 10 fois I'lCs in vitro) atténue fortement cette

phosphorylation alors que son mutant inactif F7A n’a aucun effet (figure 51).

CK2«x + + + +

Peptide WT - - F7A

CK28 + + - +
Figure 51 : Autophosphorylation de CK2B en présence du peptide Pc et de son mutant F7A. 2: témoin
positif ; 3 : ttmoin négatif ; 1 : test Pc ; 4 : test peptide mutant F7A. 144 ng de CK2a et 380 ng de CK2f clivée de
sa MBP sont incubés dans 30 pL de 0, 1M Tris, pH 7,5, 0,5 M NaCl, en présence de 30 uM des peptides Pc ou
F7A. La réaction d’autophosphorylation a lieu pendant 4min. Partie supérieure : autoradiographie, partie

inférieure : coloration Coomassie.

e Test sur des protéines natives

En vue d’évaluer l'efficacité du peptide cyclique sur de la CK2 non recombinante, Pc a été
testé avec de la CK202B32 extraite de poumon de beeuf et purifiée en 1990 (J.J. Feige, C.
Cochet). Ici aussi, on observe bien une diminution de I'autophosphorylation de CK2pB de
maniére dose-dépendante avec le peptide cyclique (figure 52). Ceci renforce la validité des
tests précédents, la CK2 recombinante et native ayant une structure analogue au niveau de
la zone d’interaction CK20.-CK2p.

0 3 6 12 25 50100 200 zM Pec
CK28— TR 0 0 % a0 0 o

Figure 52 : Autophosphorylation de CK2B native en présence d’une quantité croissante de Pc. 135 ng de
CK20:232 ont été préincubés 30 min a 22T avec une quantit é croissante de Pc. La réaction de phosphorylation a

lieu pendant 5 min a 22C, puis le mélange et dépos é en gel SDS-PAGE et autoradiographié.

o Phosphorylation d’'un substrat CK2B3-indépendant

Le peptide cyclique Pc est supposé mimer la partie C-terminale de CK2B afin d’inhiber

linteraction CK20-CK2B. D’un point de vue fonctionnel, inhiber cette interaction revient a
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inhiber la phosphorylation de substrats CK23-dépendants sans perturber la phosphorylation
de substrats CK2B-indépendants.

Afin de contrdler que I'activité de CK2a n’est pas inhibée en bloc et demeure intacte vis-a-vis
d’un substrat CK2p-indépendant, un dosage kinase a été réalisé a I'aide du peptide substrat
RRREDEESDDEE classiquement utilisé. Ce peptide est phosphorylé de la méme maniére
par CK2a seule ou par CK20,,3; (figure 53). En présence du peptide cyclique Pc (100 uM), le
niveau de phosphorylation du peptide substrat est identique au témoin sans Pc (figure 53).
De méme, le peptide cyclique mutant F7A, totalement inefficace pour inhiber linteraction
CK20-CK2p, n’intervient pas sur l'activité de CK2a vis-a-vis de la phosphorylation de ce
substrat CK2B-indépendant (figure 53).

80000,0

.

60000,0 -
50000,0 -
40000,0

30000,0 -

Activité CK2a (cpm)

20000,0 -

10000,0 -

0,0

CK2a | CK2a+ | CK2a+| CK2a+
seule CK2p CK2p+! CK2p+
Pc F7A

Figure 53 : Dosage d’activité CK2q vis-a-vis du peptide substrat (CK2B-indépendant) en présence du peptide
cyclique Pc et de son mutant F7A (100 uM).

b- Effets du peptide cyclique sur des cellules en culture

o Ajout du peptide Pc sur des cellules en culture

Dans le but d’explorer l'efficacité du peptide cyclique dans les cellules, et d’évaluer les
conséquences d’une rupture de I'association entre CK2o et CK2f3, nous avons voulu tester
dans un premier temps si le peptide entrait dans les cellules spontanément. Pour cela, des
cellules MCF7, MCF10A et HelLa ont été incubées avec 200 uM de peptide Pc et de ses
mutants. Aprés 48h, aucun effet significatif sur la viabilité des cellules n’est observé (figure
54).
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140,0

120,0

100,0 +

% viabilit
8
o

0,0
témoin | WT R3A L4A Y5A GBA F7A K8A I9A HI0A

@ MOFI0A| 1000 | 990 185 | 1176 | 1132 | 1253 | 117,7 | 1039 | 1067 | 1175
| M7 1000 | 971 998 | 100,7 | 801 1048 | 101,7 | 1057 | 1073 | 1114

Figure 54 : Test de viabilité cellulaire (Cell-Titer-Glo) des MCF10A et MCF7 avec 200 uM de peptide cyclique

Pc ou ses mutants, 48h.

o Micro-injection du peptide Pc dans des cellules MCF10A

N’entrant manifestement pas dans les cellules de maniére spontanée, comme c’est le cas de
nombreux peptides, le peptide cyclique Pc ou son mutant F7A ont été microinjectés dans
des cellules MCF10A. Aprées 1, 24 ou 48h, aucun phénotype n’a été observé du point de vue
morphologique (immunofluorescence indirecte actine), concernant la localisation de CK2a et
CK2p ou I'activation des caspases.

Plusieurs hypothéses ont été formulées : le pont disulfure de Pc est peut-étre réduit dans la
cellule rapidement, entrainant la linéarisation du peptide et le rendant inefficace ; le peptide
peut aussi étre clivé par des protéases, protéolyse facilitée par les glycines aux extrémités
favorisant 'amarrage des enzymes. Ces suppositions ont guidé la synthése de peptides
cyclisés de type « head-to-tail », plus résistants aux protéases et irréductibles quelles que
soient les conditions redox. Il est prévu de microinjecter le peptide PcL3, dont I'ICs, est trés
proche de celle du Pc (4uM vs 3uM) (Figure 7C de la publication).

Une autre hypothése serait que, méme si le peptide atteint sa cible, il n’inhibe pas
l'interaction CK20-CK2p a 100% et le peu de CK2p réussissant a interagir avec CK2a suffit a

assurer les phosphorylations indispensables de la cellule.

Aprés avoir identifié les hot spots de l'interaction CK20-CK2, le peptide cyclique Pc et le
peptide head-to-tail PcL3 représentent les premiers et les meilleurs inhibiteurs de cette

interaction décrits jusqu’a aujourd’hui. Cependant, il est difficile de les utiliser in vivo. Partant
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de ces informations, nous avons alors consacré nos efforts a identifier des molécules

chimiques jouant le méme role.

Parallelement, une approche de synthése de peptides combinatoire de type split-and-mix est
prévue afin de d’optimiser tout de méme le peptide cyclique et d’améliorer son efficacité. Des
essais de co-cristallisation CK2a-Pc sont également en cours. Il est également prévu de
retenter des microinjections du peptide PcL3, dont I'lCs, est trés proche de celle du Pc. Une
autre piste d’étude est de fusionner la séquence du peptide Pc linéaire a celle d’'une protéine
« carrier » et de réaliser une transfection transitoire afin de les surexprimer dans la cellule et
d’essayer d’inhiber I'interaction CK20-CK2B in vivo. Ces perspectives seront développées

plus loin.
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4°partie : Identification de molécules chimiques i nhibitrices par criblage virtuel

Le meilleur antagoniste actuel de linteraction CK2a-CK2p étant un peptide cyclique, il est
cependant nécessaire d’évoluer d’un inhibiteur de nature peptidique a une molécule de
nature chimique, qui présentera des caractéristiques plus proches de celles attendues aussi
bien pour un outil de recherche que pour un candidat médicament : perméabilité cellulaire
accrue, stabilité, spécificité, affinité, plus petite taille correspondant davantage aux critéres
de Lipinski assurant une meilleure « druggabilité »,... Les peptides cycliques identifiés,
certes actifs, ne pénétrent pas dans les cellules. La recherche d’analogues non-peptidiques
a alors été envisagée.

En se basant sur les informations accumulées concernant les points pharmacophoriques du
peptide cyclique et des protéines mutantes, plusieurs approches bioinformatiques ont été
testées. L'une delles s’est révélée féconde et un composé téte de liste a été isolé. Il a servi
de point de départ a la synthése d’analogues et au test d’autres composés disponibles. Un
de ses dérivés s’est montré actif dans un test cellulaire détourné du BiFc. D’autres
composés ont également exhibé des résultats encourageants in vitro. Enfin, des résultats

encourageants pour d’autres composés actifs in vitro ont été également obtenus.

I- Recherche d’analoques chimiques par docking a haut débit

1- Principe du docking

Le docking moléculaire a pour but de prédire si deux molécules biologiques interagissent ou
non entre elles, et si oui, dans quelle orientation l'interaction est maximale et I'énergie du
complexe est minimale. Il repose sur [I'exploration systématique de I'espace des
configurations pour générer et évaluer un grand nombre de liaisons potentielles (Kitchen,
2004, Cavasotto, 2004, Cavasotto, 2007). Il doit permettre d’identifier, dans une base de
données de structures moléculaires, les composés capables d’interagir avec une structure
donnée. Ici, 'approche de docking protéine-ligand a été choisie. La protéine (CK2a) est
considérée comme le récepteur rigide et le ligand (issu d’'une banque de petites molécules)
est flexible. L’algorithme informatique est chargé de faire tourner la molécule autour de la
protéine (une zone d’interaction peut étre définie) et de déterminer si la molécule peut ou
non interagir avec la protéine en attribuant un score d’affinité ligand-récepteur. Selon les
programmes, il ne s’agit pas d’'une simple interpénétration conformationnelle, car le logiciel
peut tenir compte des champs de force moléculaires, de la solvatation, de la présence ou
non d’eau,... L'inclusion de ces paramétres se mesure en augmentation de temps de calcul

consacré a chaque composeé.
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Cette méthode de criblage présente I'avantage de tester in silico un nombre considérable de
molécules sans avoir recours a la mise en place d’un criblage réel. Les molécules affichant
le meilleur score sont ensuite testées in vitro. Le taux d’enrichissement en hits d'une
présélection par criblage virtuel est d’environ 40 fois par rapport a un criblage aléatoire.

Les points faibles de la méthode concernent le fait que I'algorithme ne peut pas prendre en
compte a la fois la réelle flexibilité de la protéine récepteur et celle des molécules. Un
nombre limité de possibilités doit étre fixé. De méme, tous les paramétres concernant les
énergies de liaison et les champs de force ne peuvent pas étre considérés. Il faut poser un
compromis entre le temps de calcul, I'acuité du résultat et le nombre de composés a tester.

L’efficacité et la sélectivité des fonctions de score sont aussi un autre facteur limitant.

2- Criblage par docking

En collaboration avec Antoine Fortuné (Département de Pharmacologie Moléculaire,
Meylan), un criblage par docking a été réalisé sur CK2q issue du tétramére 1JWH.pdb
(Niefind, 2001). Aprés avoir délimité la zone d’interaction avec CK2pB, I'objectif était de
trouver des petites molécules pouvant se loger dans le sillon de CK2c, normalement occupé
par CK2B (figure 55), sachant que CK2B ne comble pas a 100% cette cavité d’apres la
structure cristallographique. Trouver un ligand ayant plus d’affinité pour CK2a que CK2f doit

donc étre possible.
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CK2c fermée CK2a ouverte
(structure 1PJK — monomeére) (structure 1JWH - tétrameére)

sifon

Figure 55 : Zone de CK2q utilisée pour le docking. Un changement conformationnel a lieu sur CK2a lorsque
celle-ci est liée ou non a CK2f3. CK2p (boucle C-terminale) vient se loger dans un sillon de CK2o en déplagant un

bras de CK2q.

La chimiothéque utilisée est la Zinc (UCSF) comportant 3 millions de structures

correspondant a des composés commerciaux et du NCI.

Une présélection est réalisée par criblage 3D basé sur la similarité morphologique avec le
peptide cyclique et la boucle CK2B-186-192, sans tenir compte de la chimie (logiciel Surflex).
Cette présélection est nécessaire pour limiter le nombre de composés a docker car le
docking est trés consommateur en temps de calcul. 800 000 structures sont sélectionnées

pour étre testées par docking.
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Les logiciels utilisés sont Surflex (docking haut débit), Autodock (docking), XScore (fonction
de score d’affinité ligand-récepteur), GRID (pour les champs d’interactions moléculaires,
docking et QSAR 3D). Le docking cible la zone de contact de CK2o avec CK2p. Il tient
compte des points pharmacophoriques en plus de la forme (orientation, électrostaticité,
donneurs et accepteurs de protons, hydrophobicité). Le criblage est réalisé sur une grappe
de 28 PC en 12 a 15 jours de calcul. Une liste de 2000 molécules classées par potentiel
d’intérét est générée.

3- Résultats

40 molécules situées en téte de liste parmi les 2000 molécules sélectionnées ont pu étre

testées in vitro (figure 56) selon la disponibilité des stocks NCI.
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Figure 56 : Résultats des composés sélectionnés par docking et testés in vitro @ 100 uM en duplicat (test
d’interaction CK20-CK2p radioactif).

Malheureusement, aucune molécule sélectionnée ne montre une activité significative in vitro.
Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cela. En premier lieu, le docking moléculaire a pour
but d’enrichir une chimiothéque en vrais positifs. 10% des vrais positifs se trouvent donc
dans les 2000 molécules sélectionnées et il faut donc en tester au moins 200 pour avoir des
chances de tomber sur des vrais positifs. Ici, seulement 40 composés ont pu étre testés.
D’autre part, au vu de la structure des composeés (la plupart sont de trés petites molécules),
celles qui montrent un score élevé sont celles qui s’insérent au mieux dans la poche de
CK2a ; or plus une molécule est petite et mieux elle se nichera dans la poche. Toutefois une
interaction protéine-protéine étant souvent relativement étendue, une molécule trop petite ne
réussira pas a perturber efficacement le complexe au point de le dissocier. Elle pourra
également avoir tendance a étre peu spécifique et a interagir avec d’autres domaines de la

protéine. De méme, une molécule trés flexible se logera au mieux dans le sillon décrit sur
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CK2a et aura un trés bon score daffinité. Or les résultats relatifs au peptide cyclique ont
montré l'importance de la rigidité du peptide (le peptide linéaire est 10 fois moins efficace
que le peptide contraint). Les résidus F et Y aussi bien de CK2B que du peptide Pc sont
maintenues opposées dans le méme plan, contraints par la boucle ou la cyclisation, et cette
caractéristique spatiale semble indispensable. Enfin, les limites du docking relatives a la
flexibilité de la protéine, a la complexité de I'algorithme et au temps de calcul sont connues
et, actuellement, peu de composés ont pu étre identifiés et validés jusqu’a un stade clinique

par cette stratégie émergente.

ll- Recherche d’analoques chimiqgues par criblage virtuel en 2D

Devant I'échec du criblage virtuel par docking, nous avons utilisé une autre stratégie moins
sophistiquée mais qui a étonnamment généré des résultats positifs et permis des avancées

significatives du projet.

1- Principe et mise en ceuvre du criblage virtuel en 2D

Les données issues de la caractérisation du peptide cyclique sont les suivantes: 1) les
résidus Y et F jouent un réle trés important, 2) leurs cycles sont situés quasiment dans le
méme plan de maniére contrainte et 3) cette rigidité est fondamentale. Ceci définit une partie
du pharmacophore actif.
En collaboration avec Samia Aci (Laboratoire de Bioinformatique et Mathématiques, CEA
Grenoble), un criblage virtuel en 2 dimensions a été réalisé. Une recherche de sous-
structures et de similarités a été demandée au logiciel en s’appuyant sur ces données. Le
logiciel Chemaxon nous a permis de rechercher des molécules répondant a la requéte
suivante (figure 57) :

- 2 cycles aromatiques, un phenyl et un oxo-phényl

- séparés l'un de l'autre par 10 liaisons covalentes, qui peuvent étre aussi bien

simples, que doubles ou aromatiques (les pointillés signifient “n’importe quel type de

liaison”) impliquant n’importe quel type d’atome (signification du symbole A).
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MaralD S

Query structure H

Figure 57 : Structure de requéte entrée dans le logiciel Chemaxon en vue d’un criblage virtuel 2D
(recherche de sous-structures et de similarités). A gauche, séquence peptidique extraite de la structure de CK2J3

Y188-G189-F190. A droite, structure de requéte définie pour le criblage.

La chimiotheque utilisée est celle du NCI contenant 250 000 structures chimiques
correspondant a 238 000 composés. Le criblage a été réalisé en 24h.

Environ 200 composés correspondant a des sous-structures et 200 autres correspondant a
des similarités ont été sélectionnés. lls ont été soumis a des filtres secondaires (poids
moléculaire inférieur a 200 Da et supérieur a 2000, logP < 5, ...) et a un criblage « visuel »
par un chimiste médicinal (R. Prudent, CEA Grenoble) tenant compte a la fois des
caractéristiques de « druggabilité » d’'une molécule chimique et de celles de linteraction
CK20-CK2p (hydrophobicité) (détails dans la section Matériels et Méthodes).

2- Résultats du criblage virtuel en 2D

25 composés sélectionnés par le criblage virtuel ont finalement été testés in vitro (figures 58

et 59) selon la disponibilité des stocks NCI.

76



NS ZZE05

NSC: 89592

MEC: 169126

HSC; 169150

I5C: 285687

50 333484

N5C: 335985
Molecular Yeight: 457

Molecular Weight: 433
2 =g

NSC: 343014
Molecular Weight: 768
15

Holecular Weight: 428
]

5C. 382729
inlecular Weight: 496

Holecular Weight: 463
10

5C: 613301
iolecular Weighti 351
17

inlecular Weight: 400
11

HEC! B22524

iolecular Weight: 387
18

Molecular iei ght: 484
| ) 12

I5C. 833252

ol ecular Yeight 413
13

500 649916
olecular Yeight: 418

14

50 B54504

NSC: 565895
Molecular Weight: 507

16

Holecular Meight:

HSC B9642
Holecular Weight: 356

5C. Bl7264
iolecular Weight: 368

iolecular Weight: 965
190

H5C: 653306
Holecular Weigh

=il

50 BBE51
Molecular Weight: 444
i 2F

olecular Yeight! 355
21

M= 303554
Molecular Yeight: 536

22

2

34

25

26

2%

NSC; 334043
Holecular Weight: 355

NSC: 334026
Molecular Weight: 463

5C; 821801

HSC; 186776
iolecular Weight: 354

Molecular Yeight: 640

500 BZ2304
Molecular Weight: 454

Molecular Weight: 606 Molecular Weight: 553

Figure 58 : Structure des 25 composés sélectionnés par criblage virtuel 2D et testés in vitro (visualisation

Marvin).
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Figure 59

: Résultats des composés sélectionnés par criblage virtuel 2D et testés in vitro a 100

et 10 uM (test d’interaction CK20-CK2f radioactif).

Deux composés, V12 et V16, testés a 100 uM, inhibent de fagon remarquable I'interaction a

98 et 61% respectivement, et a 49 et 47% a 10 uM. Toutefois, l'activité de V16 ne s’est pas

confirmée dans les tests secondaires.
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3- Caractérisation de V12

a- Description du composé V12, « Bipaquerette »

La structure de V12 donnée par le NCI (NSC 633252) comportait une erreur chimique et sa
structure réelle a été confirmée en spectrométrie de masse et en RMN 1H par les chimistes

du Laboratoire de Jean-Noél Denis (DCM, Grenoble), figure 60.

Figure 60 : Structure du composé V12.

V12 est un composé de type N-hydroxyphthalimide (MW = 918 Da), que nous avons
surnommeé « Bipaquerette » en raison de sa forme. Trés peu de données sont disponibles
concernant ce composé. Le monomeére a été cité en 1996 comme intermédiaire de synthése
et catalyseur d’oxydation. Aucune activité biologique n’a été publiée. Ce composé a été
inclus dans plusieurs criblages réalisés par le NCI :

- NCI AIDS Screen 10/1999,

- NCI AIDS Screen 03/2002,

- Cancer Screen 09/2003 Data : 5 doses sur 60 lignées cellulaires,

- NCI AIDS Screen Current Data 04/2004,

- NCI Cancer Screen Current Data 08/2004 : 5 doses sur 60 lignées cellulaires,

- NCI 60 cell line screen dose response,

- NCI Cancer Screen New Data, 60 cell/5 dose, 09/2005,

- Stage 0 Yeast Screen Data, NCI Seattle yeast anticancer drug screen.
De facon intéressante, V12 inhibe la croissance d’une lignée de cellules tumorales de cancer

du poumon non-a-petites-cellules, du colon et du systéme nerveux central (figure 61).
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IG|50 Mean Graph for Compound 633252
Cancer Screen 09/2003 Data, September 2003
Average Gl over all cell lines is 8.75E-5
Cell Panet Cell Line Log Gl Gl
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HL-B0(TB} 4.0
K-562 -4.0
MOLT-4 -4.0
RPMI-8226 40
Mon-Small Call Lung ABARIATCC -4.0
EKVE -4.0
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HOP-22 4.7 =
MC-H2Z3 4.0
MCH3Z2M 40
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LXFL 529 40
Smmall Cell Lung DMS 114 4.0
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HCC-2988 -4.0
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HCT-15 45 =
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KMiz2 4.0
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M 14 4.1
M18-MEL 4.0
SK-MEL-2 4.0
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SK-MEL-5 4.0
ACC-257 -0
UACC-62 -4,0

Figure 61 : Résultats de criblage réalisés par le NCI concernant la prolifération de 60 lignées tumorales
traitées par V12.

V12 est particulierement hydrophobe. Son LogP est de 14,9, son LogD (pH 7,4) de 13,6. Ce
caractére hydrophobe est cohérent avec les propriétés de l'interface CK2o-CK2B et des
interactions protéine-protéine en général. Cependant, cela peut étre un obstacle pour son

efficacité cellulaire.

LogP: LogP est un indicateur d’hydrophobicité. Il représente le coefficient de partage
octanol-eau.

LogP > 0 : molécule hydrophobe.

LogP < 0 : molécule hydrophile.

Le LogP rend compte de la tendance d‘une molécule a s'accumuler dans les membranes

biologiques.
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Les valeurs optimales pour quun composé médicamenteux soit absorbé par le corps
humain sont :

Pénétration du systéme nerveux central : logP = 2,0

Absorption orale : Log P = 1,8

Absorption intestinale : Log P =1,35

Absorption colorectale : LogP = 1,32

Absorption sublinguale : Log P = 5,5

Absorption percutanée : Log P = 2,6 (et faible poids moléculaire).

LogD : Mesure du LogP a un pH donné.

LogD = LogP — (1 + 1QPekal),

Plus le LogD a pH 7,4 est supérieur a 0, plus la clairance rénale du composé diminue et
plus la clairance métabolique augmente. Les composés ayant un LogD élevé auront

tendance a étre métabolisés par les cytochromes P450 dans le foie.

On peut noter également que la présence des groupements phényls fait que la molécule est
particulierement rigide. Dans [l'espace, ces groupements sont perpendiculaires au
naphthimide et aucune rotation n’est possible. Ceci explique peut-étre en partie I'efficacité de
ce compose.

V12 se présente sous la forme d’'un composé dimérique avec liaison éther, ce qui peut
contribuer a son efficacité par effet de multivalence (Pepinsky, 1991): lors du
renouvellement et des échanges moléculaires de l'inhibiteur au niveau de son site de
fixation, il peut étre immédiatement recapté par son extrémité homologue, sans que ce soit

une autre molécule de la solution qui prenne sa place.

b- Résultats des tests d’interaction

o Détermination de I'IC5s, dans le test d’interaction CK2a-CK23

In vitro, I'lCsy de V12 pour linhibition de l'interaction CK2a-CK2f est de 35 uM. Le composé
est également capable de dissocier le complexe préformé avec une ICs, de 200 uM, mais il

ne le dissocie qu’'a 65% a cette concentration (figure 61).
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Figure 61 : Inhibition de la formation du complexe CK2a-CK2B par V12 (trait plein) et dissociation du

complexe préformé par V12 (pointillés).

e Evaluation de I'activité de V12 par immunoprécipitation d’un

lysat cellulaire

Afin de mettre en évidence un effet de V12 sur la séparation physique de CK2a. et CK23,
une immunoprécipitation est réalisée dans un contexte de lysat cellulaire.

Des cellules HelLa sont transfectées avec une construction Flag-CK2 WT a l'aide de
lipofectamine. Aprés 36h, les cellules sont lysées. Aprés une étape de « pré-clearing », les
lysats cellulaires sont incubés avec 400 uM final de V12 ou de DMSO et 60 000 cpm de
[**S]-CK20. pendant 1h dans la glace. L'immunoprécipitation est réalisée avec un anticorps
anti-Flag monoclonal (1h, 4C), et de la protéine A (1h, 4C). Aprés 4 lavages avec du
tampon de lyse, la quantité de CK2a immobilisée sur les billes est analysée par comptage de
la radioactivité des billes et en Western blot.

On note que la présence de V12 dans le lysat se traduit par une diminution de la quantité de
[*°S]-CK2a. fixée a Flag-CK2p (figure 62).
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Figure 62 : Immunoprécipitation anti-Flag de Flag-CK2p en présence de V12 (400 uM). A gauche : évaluation

de la quantité de [ S]-CKZa (en cpm) précipitée avec CK2p (sur les billes). A droite : analyse en Western blot (o~

coc) des billes.

c- Effets de V12 sur I'activité catalytique de CK2

e Phosphorylation d’un substrat CK2f3-dépendant (GST-
Olig2) en présence de V12 :

Dans le but dévaluer V12 d'un point de vue fonctionnel, sa capacit¢ a inhiber la
phosphorylation d’un substrat CK2p3-dépendant (GST-Olig2) a été testée in vitro. Un effet-
dose est observé, avec une ICs, estimée a 80 uM. La phosphorylation de ce substrat est

totalement inhibée a 300 uM (figure 63).

CK2e + + + + + + + +
MBP-CK28 - + + + + + + +
Vi2 - 0 9 18 8775150 300 |uM
MBP-CK2p | 67 kDa

GST-olig2 —~ MR S 45 kDa

25000 -
20000 A

15000 /\
10000 A \
5000 4

] 50 100 150 200 250 @00
V12 (uM)

Density (CNT/mm2)

Figure 63 : Phosphorylation CK2B-dépendante de GST-Olig2 par CK2a en présence d’une gamme de V12.

En haut : autoradiographie. En bas : quantification de l'intensité de phosphorylation en CNT/mm?Z.
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o Effets de V12 sur I'activité de CK2 dans un contexte de lysat

cellulaire

Une singularité supplémentaire de la CK2 est sa capacité a utiliser indifféremment le GTP ou
FATP comme donneur de phosphate (Niefind, 2001). Cette donnée nous permet de
concevoir un test dans lequel un lysat cellulaire est incubé avec du [*P]-GTP, de la CK20. et
B et un composé inhibiteur. La phosphorylation des protéines du lysat cellulaire a lieu
pendant 5min et I'analyse se fait en gel SDS-PAGE suivie d’'une autoradiographie. Dans ces
conditions, on observe la phosphorylation d’'un nombre limité de protéines.

Une concentration croissante de V12 inhibe la phosphorylation de I'un des substrats, dit

CK2B-dépendant, sans affecter celle des autres (figure 64).

]
V12 0 125 25 S50 100 pm

u Substrat
E 3 CK2p-indépendant

Substrat
CK2p-dépendant

Figure 64 : Autoradiographie de lysat de cellules GL26 (glioblastomes de souris) phosphorylé par CK2 (0,1ug
de CK20 et 0,1ug de CK2p) en présence de [*°P-GTP et de V12.
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4- Analogues de V12

En vue de réaliser une relation structure-activitt¢ de V12, nous avons recherché des
molécules analogues. Pour cela, nous avons utilisé le logiciel Chembank

(http.//chembank.broad.harvard.edu/) qui est capable de rechercher des molécules

possédant certains motifs et disponibles dans différentes bases de données (NCI,
commerciales...). Trois analogues, V55, V56 et V57 (figure 65), ont été identifiés par cette
méthode. Comme V12, ils proviennent du NCI et ont pu étre testés.

D’autre part, des chimistes du DCM de Grenoble (groupe de J. Einhorn) ont reconnu en V12
un monomere synthétisé par leur laboratoire (L1, figure 65). lls travaillent sur des composés
de la famille des N-hydroxyphthalimide comme catalyseurs d’oxydation non métalliques
utilisant 'oxygéne moléculaire et cherchent a mettre au point des méthodologies de synthese
sélective. lls ont accepté de nous fournir des analogues comportant ces motifs et de
synthétiser des nouveux N-hydroxyphthalimides a squelettes polyaromatiques afin de

d’améliorer I'efficacité de ces composés comme inhibiteurs de I'interaction CK20-CK2p3.

On peut noter que L1 a également été identifié comme un inhibiteur de I'activité catalytique
CK2 lors du criblage de la chimiotheque du DCM (qui fait partie de la Chimiothéque
Nationale). Il a une ICs, de 1 uM pour l'activité catalytique de CK2a. mais est inefficace pour
bloquer l'interaction CK20.-CK2f3.

a- Structure des analoques de V12 et résultats

Le tableau suivant présente les structures et les résultats des différents analogues de V12
testés in vitro pour l'inhibition de l'interaction CK20-CK2p et dans le modéle de BiFc adapté
pour tester des molécules sur linteraction des sous-unités de CK2 dans des cellules en
culture.

Pour le test BiFc, les molécules sont ajoutées 12h aprés transfection a 100 uM.
Effectivement, la reconstitution de I'YFP étant une réaction irréversible, les composés
doivent étre ajoutés apres intégration des plasmides mais avant expression des protéines.
Le niveau d’expression des protéines exogénes est contrélé par Western blot afin de
s’assurer qu’une diminution de fluorescence est bien due a une absence d’interaction entre
CK2a et CK2B (et donc une absence de reconstitution de I'YFP) et non a un défaut dans
'expression protéique bloquée par les composés.

Les molécules restent en contact avec les cellules pendant 24h puis les cellules sont fixées.

Une immunofluorescence avec I'anticorps monoclonal anti-GFP Abcam est réalisée pour
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amplifier le signal. Dans les conditions témoins (DMSO), on compte en moyenne 31,8% de

complémentation de fluorescence.

Inhib- BiFc (%
Nom Nom iton a | 1Csyin | compl.)
Formule
CEA | DCM 400 vitro | (DMSO :
uM 31,8%)
NCI
V12 NSC 100% | 35 uM | 19,2%
633252
L1 LEDSS 45% - nt
NCI
V55 NSC 100% | 20 uM | 13,3%
633248
NCI
V56 NSC 100% | 25 uM | 12,5%
633251
NCI
V57 NSC 0% - 11,7%
634226
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Figure 65 : Structure des composés analogues de V12 et résultats in vitro et en BiFc. Nt : non-testé.
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b- Relations structure-activité
En vue de comprendre limportance relative des différents groupements et d’améliorer
I'efficacité de ces inhibiteurs, une étude de relation entre la structure et I'activité a été

réalisée.

Le composé lead de référence est V12, identifié par criblage virtuel en 2D.

L’activité des composés est définie comme leur capacité a inhiber 'interaction CK20-CK2f3.

)

groupements phényls latéraux une grande liberté de rotation, ajoutée a une variation de

JJ3 est un dérivé du cyclohexane . Son cycle central est saturé, ce qui donne a ses

conformation en chaise/bateau du cycle central. Le cycle central de JJ2 (dérivé du
cyclohexene i ) est un peu plus insaturé, donc ses groupements latéraux sont moins

flexibles, et celui de JJ1 est totalement insaturé (dérivé du benzéne : ) donc encore plus
rigide. JJ1 étant plus efficace que les deux composés précédents, on peut en conclure que
le cycle central doit étre complétement saturé pour limiter au maximum la rotation des

phényls latéraux, ce qui corrobore les observations faites pour le peptide cyclique.

efficace. Ce groupe naphtaléne semble donc étre nécessaire. De méme, sa présence limite

JE1 posséde un groupe naphtaléne que n'a pas JJ2 et qui le rend plus

davantage la flexibilité des groupements phényls latéraux.

En comparant JE1 a JE5, on constate qu'un groupement volumineux et hydrophobe aux

extrémités des deux cycles phényls améliore I'activité du composé.

Cependant, en comparant les résultats pour les composés JE2-JE5, JE18-JE21, JJ4, JJ7,

R1©—Rz
I

JJ9, dont ce groupement supplémentaire est situé en position para , les
R1

composés JE6 et JE7 dont le groupement est situé en position méta R2et les

composés JE9, JE15, JE16, JJ5, JJ6, JJ8 dont le groupement est en position ortho
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0

R2 , on peut supposer que la meilleure disposition est ortho. Les composés JES,
JE10 et JE11 ont leurs groupements orientés de part et d’autre de la molécule, ce qui
|

T
semble étre défavorable. Les composés JE11 et JE12 possédent un carbonate | qui

O

peut étre facilement hydrolysé dans la cellule et rendre le composé inactif. De méme pour
R |
o O.__O

les esters sulfoniques z (JE13 et JE14) et les carbamates R H (JE15), souvent

utilisés dans les pro-drogues pour libérer le composé actif. A l'inverse, JE16, composé le

I|?1

O\EO
2 métaboliquement plus

R O

plus efficace au niveau cellulaire, contient 2 liaisons esters

stables, qui permettent de conserver les extrémités benzoyls hydrophobes et
volumineuses. De plus, une extrémité apolaire est plus favorable qu’une extrémité polaire :
Me- (JJ5) > Br- (JJ6) > ester+benzoyl (JJ16) = -OMe (JES8, JE9, JJ8) > -OH (JJ10). Ceci est
cohérent avec les données de la cristallographie relatives a l'interaction CK20-CK2p et les

informations tirées du peptide cyclique Pc : il s’agit majoritairement d’'une zone hydrophobe,

186 193
aussi bien du cété CK2B (boucle RLYGFKIH dont émergent 2 hot spots principaux Y188
et F190) que du cété CK2a (169, P104, Y39, L41, V42, 157, 159, V105...), relativement plane,

avec un sillon se creusant dans CK2q. (figure 55), en partie comblé par la boucle de CK2j3.

Enfin, la présence de ces groupements en position ortho peut contribuer a limiter le
phénoméne de m-stacking (empilement et agrégation de molécules hydrophobes, figure 66)
et contribuer a améliorer I'activité des composés. Une autre hypothése serait que cette
conformation épouse davantage la cavité formée par le sillon de CK2 (sillon qui n’est pas
totalement comblé par CK2B) ce qui rend ces composés plus efficaces. Ceci pourrait étre

exploré par modélisation moléculaire.
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Figure 66 : Interaction de type zn-stacking (ou interaction « face-to-face »). Les cycles ne se superposent pas

(@] N (@]

exactement I'un sur l'autre mais sont légérement décalés (www.chemsoc.org ).

Pour des raisons de simplification de synthése, I'importance du N-phtalimido H
o~ :N; =0
(JE17 a JE21) versus le N-hydroxynaphtimide OH (autres composés) a été évaluée.

Le N-hydrophynaphtimide apparait comme plus favorable.

-~ O\
V12 est un composé dimérique (liaison éther R R) et bénéficie de l'effet de multivalence

(Kitov, 2003, Dam, 2000), qui exacerbe son activité (contrairement a L1 ou V57), méme s’il

ne présente pas de groupement naphtaléne mais un tetraphényl

~S<
V55 différe de V12 par sa liaison thio-éther R R entre les deux monoméres et contient

des groupements nitriles —N_ pe méme, V56 dimérise par un simple lien CH,

S

R R et contient 2 groupements alcynes ———— . Ces groupements peuvent combler

'espace occupé par les groupements situés en position méta identifiés précédemment, ce

qui expliquerait que V55 et V56 soient Iégérement plus actifs que V12.

Enfin, si V12 et ses analogues les plus proches (V55 et V56) sont inactifs in vivo, on peut
supposer qu’ils sont piégés dans la membrane cellulaire en raison de leur extréme
hydrophobicité. Ce probléme de pharmacocinétique peut étre résolu en envisageant la
synthése d’analogues structuraux enrichis en azote ou contenant un sucre par exemple, qui

contribuent a améliorer la solubilité en milieu aqueux et le transport membranaire.

Les différents points mis en relief sont récapitulés dans la figure ci-dessous.
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N-hydroxy
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pour ne pas étre plégé dans la
membrane cellulaire.

Figure 67 : Résultat de la SAR des analogues de V12.

c- Effet des composés actifs sur la viabilité cellulaire

Les composés les plus efficaces en BiFc sont évalués sur la viabilité cellulaire a différentes
concentrations et sur différentes durées (figures 68 et 69). La viabilité des cellules HelLa est
mesurée a l'aide du kit Cell-Titer-Glo de Promega, basé sur une mesure de luminescence.
Comme c’est le cas dans le test BiFc, V12 est inactif alors que JE16 induit des changements
phénotypiques importants qui conduisent a une mort des cellules détectable dés 24h pour
une concentration de 10 uM.

Notons que la concentration mentionnée ici tranche avec I'lCs, de JE16 in vitro (70 uM).
Cependant, il n'est pas rare d’observer des phénoménes d’accumulation de molécules
chimiques dans la cellule, par transport actif ou non, et la concentration intracellulaire est

alors largement supérieure a la concentration du milieu (Vongpaseuth, 2007).
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Figure 68 : Observation en microscopie optique (x100) de cellules HelLa traitées avec différents composés.
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Figure 69 : Viabilité des cellules HelLa traitées avec différents composés. Les résultats sont donnés de
maniére relative par rapport au DMSO et représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes.
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Le composé le plus actif JE16 a ensuite été testé sur la viabilité de différentes lignées
cellulaires tumorales (figures 70 et 71). Le DMSO et un composé inactif de structure proche

de JE16 (JE12) sont utilisés a titre de témoins.
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Figure 70 : Viabilité cellulaire de différentes lignées traitées avec JE16 (compose actif) ou JE12 (composé
inactif) 8 10 pM pendant 48h. Les résultats sont donnés de maniére relative par rapport au DMSO et

représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes.

[Lignée Type Origine
Hela adenocarcinome col uterus
U373 glioblastome cerveau
A549 carcinome poumon
H1299 carcinome poumon
LnCap carcinome prostate
MCF7 adenocarcinome sein
MDA231 adenocarcinome sein
MCF10A normal(fibrose) sein
MCF10A(96) |normal/CK2beta- sein
HMEC W1 |transformé hTERT sein
HMEC W2 [transformé hTERT + SV40-LargeT ag+ t sein
HMEC W3 |transformé hTERT + SV40-LargeT ag+ t + ras |[sein

Figure 71 : Type et origine des différentes lignées cellulaires utilisées dans le test précédent.

On observe que JE16 est particulierement actif sur de nombreuses lignées tumorales.
Toutefois, ces expériences préliminaires ne permettent pas d’affirmer que l'inhibition de la
viabilité des cellules par ce composé est spécifiquement corrélée a l'inhibition de la CK2.

Des études supplémentaires sont en cours.
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lll- Autres composés testés

Ayant identifié les caractéristiques requises pour inhiber Tlinteraction CK2o-CK2j3
(hydrophobicité, rigidité, molécules étendues, planes polycycliques...) et validé le concept
grace a lidentification de V12, un certain nombre de composés nous ont été fournis par les
chimistes du bassin chimiste grenoblois et ont été testés in vitro. Quelques uns se sont

révélés efficaces et sont décrits ci-dessous. Des composés hydrophobes et polycycliques de

R
OH
- < 0
HO (0]
M C oy
N

type oximes  OH dérivés de flavonoides  or et chalcones ° , Ou
§
encore staurosporine A , gracieusement fournis par des chimistes grenoblois (A.

Boumendjel, Jean-Luc Decout, DPM, Meylan, O.Renaudet, DCM, Grenoble) ont également

été testés sans résultat sur l'inhibition de I'interaction CK20-CK2p3.

1- Molécules de type éthers (O. Renaudet, DCM)

R. R
O

84 composés (notés de OR1 a OR90) de type éthers ont été fournis par Olivier
Renaudet (DCM, Grenoble) (Renaudet, 2004) et testés in vitro. lls présentent 2 cycles
aromatiques a leurs extrémités, espacés I'un de l'autre par une dizaine de liaisons, ce qui
pourrait correspondre aux caractéristiques du pharmacophore déterminées a l'aide du

peptide cyclique Pc.
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Figure 72 : Structure des 84 composés de type éthers.

Efficacité de ces composés in vitro :

Les composés listés précédemment ont été testés in vitro pour leur capacité a inhiber
l'interaction CK2a-CK2p (figure 73).
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Figure 73 : Résultats du test des 84 composés de type éthers in vitro, a 400 pM.
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Quatre composés actifs émergent (figure 74): OR4 : 39,7% d’inhibition de [linteraction
CK20-CK2B ; OR82: 68,2% d’inhibition; OR84: 38,9% d’inhibition; OR89: 39,2%
d’inhibition. Leur 1Csq in vitro a été déterminée. OR82 présente une IC5y de 350 uM. Les 3

autres composés ont une 1Csy supérieure a 400 uM.

Figure 74 : Structure des 4 composés sélectionnés in vitro.

e Relations structure-activité

Parmi les composés sélectionnés, ces 4 composés sont les seuls a présenter un groupe
CHO

Chrm

nitro apparait critique, en comparant les composés 82 et 83, dont seule cette position varie.

nitrobenzaldéhyde en position ortho. La disposition ortho entre I'aldéhyde et le

De méme, les composés 38, 83, 85, 87, 88, 90 en position meta sont inactifs.

D’autre part, les composés inactifs présentent soit une fonction aldélyde R H seule

OH
(composés 2, 6, 24, 27, 50...), soit une fonction alcool benzylique @ . La fonction
aldéhyde n’est donc pas suffisante, et le mode d’action du composé doit étre plus complexe
qgu’'un simple pontage de lysine.
Cependant, le motif orthonitrobenzaldéhyde semble étre nécessaire mais pas suffisant, car

les composés 30 et 49 qui possédent ce motif sont inactifs.
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En comparant les composés 4 et 82 (OR82 étant le plus actif), le groupement méthyl du 2°
cycle apparait plus favorable qu'un groupement ethoxy. En comparant les composés 4, 82
et 84, on peut également formuler I'hypothése que le groupement nitro du 3° cycle situé

en position ortho soit plus favorable qu’en position méta.

De méme, le groupement méthyl, absent dans le composé 89 pourtant actif, peut voir son
espace occupé par le méthyl situé a proximité de I'éther et compenser son encombrement.
Le composé OR89 a un centre chiral et est un mélange racémique : on peut donc envisager

qu’apres séparation, 'une des deux formes soit davantage efficace.

Par ailleurs, sur la partie latérale gauche, on peut dire que les 3° et 4° cycles sont
nécessaires : des molécules plus courtes sont inefficaces (composés 5, 7, 12, 13, 15, 22, 31,

32, etc.). Il faut donc une certaine longueur de maille.

Autre point remarquable, ces molécules sont a la fois relativement flexibles et actives, alors
que l'on a vu qu’une certaine rigidité était indispensable. Ceci laisse supposer qu'elle
agissent selon un mode d’action (ou site d’interaction) différent de celui des composés de

type Bipaquerette.

o Efficacité de ces composés au niveau cellulaire

Les 4 composés « lead » ont été testés dans le modéle BiFc décrit précédemment (figure
75).
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Figure 75 : Résultats des 4 composés de type éthers en BiFc a 100 puM. Entre 400 et 600 cellules sur une

douzaine d’acquisitions ont été comptées. Les résultats sont présentés en % de complémentation relatif au

témoin DMSO.
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Les 4 composés se révelent étre actifs dans ce test. De fagon intéressante, le composé

OR82, téte de liste in vitro, apparait €également le plus efficace in vivo.

2- Composés « hybrides» de type ellipticine/azatoxine/etoposide/

podophyllotoxine (Y. Wong, DPM, Grenoble)

36 composés dérivés « hybrides » de type ellipticine/azatoxine/etoposide (cible connue :
'’ADN-topoisomérase |l) et podophylltoxine (cible connue : tubuline), de la famille des
lignanes, nous ont été fournis par Yung-Sing Wong, DPM, Grenoble, (figures 76 et 77), et

ont été testés a 100 uM in vitro.

OH
CH, o) :
( o)
\N o : s «
N o : ¢}
H
CH
3
P MeO OMe
ellipticine
OMe

(cible: ADN-topoisomerase Il)
podophyllotoxine
(cible: tubuline)

N N\X<
H o MeO OMe OH

N <]©©A<

MeO OMe molécules "hybrides"
OH
azatoxine MeO OMe
(cible: 'ADN-topoisomerase II) OH
etoposide

(cible: ADN-topoisomerase Il)
Figure 76 : L’ellipticine, issue de la plante australienne Ochrasia elliptica, est un agent intercalant de 'ADN
(forme un complexe stable ADN-Topoisomerase Il), antinéoplasique et immunosuppresseur utilisé dans le
traitement des cancers du sein métastasés (Garbett, 2004). L’étoposide est un inhibiteur de la topoisomerase II,
utilisé dans le traitement d’un large spectre de cancers (poumon, testicule, lymphome, leucémie, myéloblastome).
(Montecucco, 2007). L’azatoxine a été synthétisée par « rational design » a partir de I'ellipticine et de I'étoposide
et a une activité « hybride » partageant I'activité ellipticine et etoposide sur 'ADN-topoisomérase (Cline, 1997). La
podophillotoxine est un produit naturel (extraite des rhizomes de American Mayapple Podophyllum peltatum)
connu pour inhiber la polymérisation de la tubuline (Gordaliza, 2004) Elle sert de précurseur pour la synthese de

I'étoposide.

Ces molécules « hybrides » possédent certaines caractéristiques pertinentes vis-a-vis des

données pharmacophoriques relatives a linteraction CK2o0-CK2pB : elles sont rigides,
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étendues, polycycliques avec un motif bi-arylique

g . Ce motif revét une grande importance : il est reconnu comme étant une sous-

de type cyclolighane

structure privilégiée ayant des propriétés de reconnaissance forte avec les protéines. Ainsi, il
apparait dans 4,3% des médicaments d’aujourd’hui. Malgré ce large spectre d’affinité, un
bon niveau de spécificité peut étre atteint grace aux variations des substituants (Hajduk,
2000).

Enfin, ces composés présentent un grand nombre de centres asymétriques
(reconnaissance plus spécifique avec la protéine cible qui posséde elle-méme un caractere
fortement asymétrique). Au cours de nos tests, ces molécules sont solubilisées dans
I'éthanol ou le DMSO.

e Structure des composés
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Figure 77 : Structure de 32 des 36 composés « hybrides ». Les molécules racémiques sont précédées de la

OMe

mention rac.

e Résultats et analyse des données des tests in vitro :

Ces composés ont été évalués dans le test d'interaction radioactif CK2a-CK2p3 a 100 uM

(figure 78). Trois composés ressortent de cette analyse (figure 79) : W16, W17 et W20.
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Figure 78 : Résultats du criblage in vitro des 36 composés « hybrides » a 100 uM.
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Meo\©/OMe Meo\©/OMe MeO O OMe
z O O

W16 rac-W17 W20

Figure 79 : Composés de la série « hybride » actifs pour inhiber I'interaction CK2a-CK2p. W16 = ys936;j2 ;
W17 = ysw1-120b ; W20 = ws898f1.

o]

o]
Un composé possédant une fonction anhydride ° s’est révélé efficace a 75% a 100 uM

(W16, IC5 = 40uM, MW = 610, figure x). Parmi les 36 composés, c’est en effet le seul a

0]

NH
contenir ce motif, contrairement aux autres de type succinimide © , amido-alcool
o] o o
-0 pet® -0
OH o

, arylamide ou N-phényl succinimide o et dérivés,

o

NH

manifestement défavorables. Tous s’apparentent a des N-phthalimido O non

(0]

NH
saturés, c'est-a-dire des cyclohexane-1,2-dicarboximide °©. La présence dun
substituant trop encombrant comme un groupement phényl ou une fonction protique
(donneur de proton) tel que le NH du succinimide pourraient en étre la cause. A noter que
les produits actifs connus (azatoxine, etoposide, podophyllotoxine etc...) possédent un cycle

a cing chainons présentant eux aussi un atome d’oxygéne en cette position (voir figure 76).

2

o N e . . . :
La partie indole H  apparait également nécessaire mais pas suffisante. Elle semble

néanmoins bien remplir son réle de deuxiéme groupement aryl, important pour compléter le
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OMe
MeO OMe

motif bi-arylique. De méme pour le groupement triméthoxy , il semblerait que
son caractéere hydrophobe soit important pour I'activité de la molécule. On retrouve ce méme
motif sur la podophillotoxine. On peut donc émettre 'hypothése que ces motifs ont un « effet
conjoint » pouvant expliquer [lefficacité des composés. Le produit rac-W17 présente
d’ailleurs d’autres analogies structurales avec la podophillotoxine (présence d’une fonction

alcool par exemple).

Par ailleurs, deux molécules sur les trois identifiées par le criblage sont énantiomériquement
pures (W16 et W20), suggérant que pour les produits testés en racémique (rac), un des deux
énantiomeres pourrait étre plus actif. Il est intéressant de souligner I'importance du caractére
asymétrique des composés pour la reconnaissance de la protéine, particulierement dans le
cas d'une interaction protéine-protéine asymétrique comme linteraction CK2o-CK2pB. La
chiralité du cycle a 6 semble étre importante. Par exemple, pour W20, son diastéréoisomére
ws898f2, bien que possédant les méme fonctions mais orientées de fagon différente dans
I'espace tri-dimensionnel, ne présente pas d’activité notable. On peut ainsi citer 'exemple de

la thalidomide (figure 80) dont un énantiomeére est actif et 'autre est toxique.

N

0

Enantiomére (S) : tératogéne Enantiomére (R) : Non-toxique

Figure 80 : Structure de la thalidomide (N-phtalimido-glutarimide). Vendu comme hypnotique et antiémétique
pour la femme enceinte dans les années 1950-60, ce composé est actuellement utilisé en France uniquement
pour ses effets anti-angiogéniques dans certaines formes de myélomes, en inhibant TNF-o. et en modulant de
nombreuses cytokines (b-FGF, VEGF, cox-2...) (Leleu, 2005).

Enfin, de maniére plus globale, on peut supposer que le composé agit majoritairement par
interaction hydrophobe, notamment via les groupements bi-aryls, ce qui est une
caractéristique majeure de l'interaction CK20-CK2p3, et des interactions protéine-protéine en

général.

Ces composés sont actuellement en cours de test BiFc pour évaluer leur efficacité et

spécificité cellulaire.
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| DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Au cours de ce travail de thése, l'utilisation de techniques d’'imagerie de fluorescence m’a
permis de confirmer que CK2 est un complexe dynamique dans les cellules, et m’a conduit a
mettre en place différentes stratégies pour développer des molécules inhibitrices de

l'interaction CK2a-CK23, réputée de haute affinité.

En premier lieu, la mise au point d’un test d’interaction a permis de montrer que I'équilibre
dynamique entre les sous-unités de CK2 est observable in vitro. Malgré la forte affinité du
complexe, il est possible d’'observer un renouvellement des sous-unités engagées dans le

complexe in vitro. Cet échange de 85% est atteint aprés 1h d’incubation.

Notre premiére stratégie a consisté a réaliser un criblage a haut-débit d’une chimiothéque de
petites molécules (NCI) et d’'une chimiothéque plus ciblée de peptidomimétiques. Cette
approche s’est soldée par un échec. Cependant, il serait intéressant d’explorer davantage
implication du CisPt vis-a-vis de CK2 et ses conséquences. En effet, I'interaction du CisPt
avec CK2B a déja été rapportee (Kupper, 1994 ; Guerra, 1998). Le CisPt est en effet
actuellement utilisé pour traiter certains cancers des testicules, de I'ovaire, de la sphére
ORL, de l'oesophage, du col de l'utérus, de la vessie et de la peau, en inhibant la synthése
de I'ADN et donc la multiplication cellulaire.

De méme, les 5 ou 6 combinaisons potentielles de peptidomimétiques tirées de la sous-
chimiothéque « Positional scanning-Delete synthesis » pourraient étre synthétisées et
testées. Il est probable qu’une tolérance au niveau de certains groupements soit responsable
de I'’hétérogénéité des résultats de déconvolution. Le facteur limitant a été notre dépendance
vis-a-vis des synthéses chimiques qui ne nous a pas permis de pousser plus loin
l'investigation.

Cela ne remet pas en cause lintérét de ce type de criblage pour inhiber une interaction
protéine-protéine, car de plus en plus de nouvelles molécules sont identifiées par cette
méthode. Cela souligne plutét une particularité supplémentaire de la protéine kinase CK2 et

particulierement la stringence de l'interaction entre ses sous-unités.

Nous nous sommes alors tournés vers une approche basée sur la structure
cristallographique du tétramére. Une observation précise de la zone d’interaction CK2o-
CK2p a relevé la présence d’une boucle C-terminale de CK2[ venant s’insérer dans un sillon
hydrophobe de CK2q. Afin de déterminer les propriétés de cette interface, il nous a paru

essentiel de déterminer la contribution spécifique de chaque résidu. Effectivement, les
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succes en matiére d’inhibiteurs d’interaction protéine-protéine sont souvent précédés d'une
caractérisation poussée de la zone d’interaction qui met en exergue seulement 2, 3 ou 4
résidus critiques — les « hot spots ». Bien que la surface d’interaction soit généralement plus
etendue que celle d’un site catalytique, il est remarquable de constater que ces quelques
résidus contribuent en fait pour 70 a 80% de I'énergie libre d’interaction et sont souvent
décisifs pour 'assemblage, a la maniére d’'une baionnette. Nous aurions pu alors envisager
une mutagenéese systématique de la zone 185-192 de CK2B mais étant donnée la lourdeur
des expérimentations, nous avons préféré accumuler d’autres arguments nous permettant
de cibler préférentiellement 3 positions : M166, Y188, F190. Les protéines CK2 mutantes
sur Y188 et F190 se sont révélées incapables d’interagir avec CK2o par différentes
approches biochimiques et cellulaires. Ces résultats nous ont permis de valider ces deux
résidus comme les « hot spots » de l'interaction CK2a-CK2p. Ils nous ont surtout convaincu
gu’inhiber cette interaction protéine-protéine devait étre possible. Cette étude pourrait étre
complétée par la mesure du Kp des protéines mutantes (en BIAcore par exemple) et par le
calcul des énergies libres d’interaction AAG (en microcalorimétrie). Il serait également
complémentaire de déployer la méme approche pour identifier les hot spots sur la face

CK20, dont la Leucine 41 semble elle aussi jouer un rdle critique.

Point important, ces données biochimiques ont été déterminantes pour la conception
rationnelle du premier inhibiteur de linteraction CK20-CK2pB : un peptide cyclique de 11
acides aminés nommé Pc. Ce peptide peut aussi bien inhiber la formation du complexe (ICsg
= 3uM) que dissocier le complexe préformé (ICso = 6,5uM). Mesurer I'affinité du peptide Pc
(en BlAcore) pourrait donner un élément de comparaison supplémentaire. Plusieurs peptides
dérivés de Pc sont également actifs et ont permis de mettre I'accent sur I'importance de la
contrainte et de la rigidité du peptide pour son activité. Ces résultats soulignent I'importance
du sillon hydrophobe de CK2o comme un nouveau site potentiellement sensible a une
inhibition pharmacologique. La flexibilit¢ du bras qui peut obturer ce sillon, observée par
comparaison de la structure monomérique et tétramérique de CK2, induite par la fixation de
CK2B, corrobore la nécessité d'une molécule suffisamment rigide pour étre capable de
mimer cette action. Cette propriété a été confirmée par la suite par lidentification de
molécules inhibitrices particuliérement rigides.

Les peptides inhibiteurs possédent les conséquences fonctionnelles attendues pour la
phosphorylation de substrats CK2B-dépendants in vitro : leur réle d’antagoniste pour ces
phosphorylations est atteint.

Afin d’évaluer son activité in vivo, le peptide Pc a été mis en présence de cellules en culture

mais aucun phénotype concernant leur viabilité n’a été observé. Cependant, les inhibiteurs
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peptidiques sont frequemment connus pour ne pas entrer dans la cellule. Des tentatives de
microinjection cellulaire du peptide Pc ont été réalisées sans succes. Il faut noter qu'un
peptide cyclisé via des cystéines peut se linéariser en fonction des conditions de la cellule et
étre facilement dégradé, les protéases s’ancrant aux extrémités Gly du peptide Pc, qui dés
lors ne trouve plus sa cible. Des essais de microinjection devraient étre poursuivis avec le
peptide PcL3, cyclisé de type head-to-tail, et donc théoriquement plus résistant tant aux
protéases qu’aux variations de conditions redox. L’optimisation du peptide peut aussi se faire
par l'utilisation d’acides aminés non-naturels (qui préserve la fonctionnalité des chaines
latérales) ou de D-acides aminés.

D’autres stratégies pourront étre appliquées, notamment la fusion du peptide a la GFP suivi
d’une transfection ou de fusion du peptide a une séquence « chariot» (Tat, penetratin,
Protein Transducting Domains...) lui permettant de franchir la barriere membranaire (avec
éventuellement une sonde fluorescente permettant un suivi en microscopie confocale).

Une recherche d’optimisation des peptides inhibiteurs est également en cours. D’une part,
des essais de co-cristallisation CK20(1-335)-peptide Pc ont déja été réalisés en collaboration
avec Jean-Baptiste Reiser (Laboratoire de Cristallogenése et cristallographie des protéines,
IBS, PSB partnership for structural biology CIBB Carl Institute Building). Les premiers
cristaux obtenus par soaking (trempage) ont diffracté avec plusieurs mailles, car le cristal
était peut-étre morcelé, et ont donné plusieurs figures de diffraction inexploitables pour
linstant. D’autre part, une méthode de synthése combinatoire de type split-and-mix a permis
de réaliser une librairie d’environ 15 625 peptides cycliques (squelette de 14 acides aminés
head-to-tail, basé sur celui de PcL3) immobilisés sur billes Tentagel (V.Dulery, O.Renaudet,
DCM, Grenoble). Six positions du peptide ont été aléatoirement variées. Les peptides seront
incubés avec de la CK2o fusionnée a GFP pendant 1h, lavés, et les billes fluorescentes
seront isolées. Ce type de combinaison permet ensuite une déconvolution mathématique
aprés séquencgage et analyse en spectrométrie de masse (Ying, 2005, Wittmann, 2004),

figure 81.
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Figure 81 : Principe de la synthése d’une librairie de peptides combinatoires de type split-and-mix (A). Six
positions des peptides 14-mer immobilisés sur billes sont variées aléatoirement (B) puis incubés avec de la GFP-

CK2a (C). Les billes fluorescentes sont celles portant un peptide interagissant avec CK2o.

Les propriétés particuliéres du sillon hydrophobe de CK2a et du peptide Pc nous ont conduit
a rechercher des inhibiteurs chimiques qui peuvent s’avérer plus intéressantes que des
peptides. Nous nous sommes pour cela appuyés sur les résultats concernant le peptide

cyclique et ses points pharmacophoriques.

Dans un premier temps, un criblage virtuel a permis didentifier une molécule chimique
hydrophobe de type N-hydroxyphthalimide, V12, capable d’inhiber I'interaction CK20-CK2[3
avec une ICsq in vitro de 35uM. En collaboration avec des chimistes du bassin grenoblois
(J.Jacq, J.Einhorn, DCM, Grenoble), une série d’analogues de V12 a également été testée.
Pour évaluer leurs effets cellulaires, le modéle de complémentation bimoléculaire de
fluorescence (BiFc) développé pour valider les protéines mutantes de CK2p3 a été adapté
pour mettre au point un test cellulaire d’interaction. Les molécules chimiques ont été
évaluées dans ce test et guident aujourd’hui les nouvelles synthéses en vue d’améliorer leur
efficacité (collaboration J.Jacq, thésard au DCM). L'identification des groupements
importants pour l'activité de la molécule est un point important. Cette connaissance
permettra de greffer une biotine servant a immobiliser le composé sur une colonne ; un lysat
cellulaire passé sur cette colonne renseignerait sur la spécificité du composé (retrouve-t-on
bien CK2 ? existe-t-il d’autres cibles « off-targets » ?). Le greffage d’'une sonde fluorescente
ou radioactive permettrait de suivre la molécule dans la cellule. Le composé JE16 (un dérivé
de V12) est a présent le composé phare qui montre un effet spectaculaire sur la viabilité des

cellules en culture. Il demeure toutefois indispensable de réaliser des études
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complémentaires afin de pouvoir établir un lien direct entre I'inhibition de l'interaction CK2o-
CK2p par JE16 et l'inhibition de la viabilité cellulaire et de s’assurer que JE16 n’est pas un

composé cytotoxique.

Le test BiFc utilisé dans notre étude nous renseigne a la fois sur la pénétrabilité des
composés dans la cellule mais répond aussi a la question de savoir si la cible ('interaction
CK20-CK2p) est bien atteinte. Une diminution de fluorescence (aprés avoir vérifié que le
niveau d’expression des protéines n’est pas affecté) permet d’affirmer que l'interaction entre
les sous-unités de CK2 est compromise. Ce test ne permet toutefois pas de conclure quant a
la spécificitt des molécules, qui peuvent trés bien interagir avec d’autres protéines
cellulaires. La principale faiblesse de ce test réside dans le caractere irréversible de la
reconstitution de la protéine YFP, ce qui nécessite donc d’ajouter les composés a tester a un
moment judicieux afin de visualiser un empéchement d’association. De plus, ce test ne
permet pas de visualiser une dissociation du complexe CK2a-CK2B. Néanmoins, il
représente le premier test cellulaire capable de visualiser l'interaction des sous-unités de
CK2 dans des cellules vivantes et a ce titre, il est actuellement prévu de 'automatiser afin de
réaliser des criblages robotisés permettant d’identifier d’autres composés inhibiteurs
(collaboration L. Lafanechére, CMBA, CEA, Grenoble). Par ailleurs, il serait intéressant de
développer d’autres tests cellulaires mettant en jeu une complémentation réversible :

ubiquitine, B-galactosidase, B-lactamase, firefly luciferase... (Kerppolla, 2006).

Malgré I'échec du criblage par docking, une autre tentative est en cours en collaboration
avec le laboratoire de Ruben Abagyan et Adrian Sanjay Saldanha de la Scripps Clinic (San

Diego, Etats-Unis). Leurs logiciels (ICM-Virtual Ligand Screening, Molsoft, www.molsoft.com)

développés trés récemment ont permis de cribler 1,2 million de composés « drug-like »
commerciaux et retenu 123 composés en tant qu’inhibiteurs potentiels de l'interaction CK2o-
CK2p. lls se sont focalisés sur ce méme sillon hydrophobe de CK2ca. Le criblage des 123

composés sélectionnés est en cours dans notre laboratoire.

Une caractérisation plus poussée des molécules de type éther (O. Renaudet, DCM,

Grenoble) et des dérivés de I'ellipticine (Y. Wong, DPM, Grenoble) est également en cours.

Comme nous I'avons mentionné dans l'introduction, plusieurs protéines kinases interagissent
avec et son régulées par CK2B (A-Raf, c-Mos, Chk1, Lyn, PKC{, p90™*, Chk2...). Il serait
donc intéressant d’examiner l'effet de nos inhibiteurs sur linteraction entre ces protéines

kinases et CK2[3. Ces protéines kinases interagissant également avec I'extrémité C-terminale
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de CK2B, si nos composés miment la boucle de CK2f interagissant avec CK2a, seront-ils
capables de rompre l'interaction entre CK2[3 et ces protéines kinases ? se fixent-ils aussi sur
ces protéines kinases ? Un alignement de séquences primaires n’a pour l'instant pas mis en
évidence de similitudes frappantes, mais une superposition des structures tridimensionnelles
est prévue en collaboration avec des industriels (Fabrice Moriaud, société MEDIT, Molecular
Extended Distribution in Information Technology, Palaiseau). Ceci permettrait de faire
ressortir des domaines similaires entre ces protéines (hot spots ?) et apporterait des
informations complémentaires pour I'orientation de la synthése des inhibiteurs. En cas d’effet
inhibiteur, il serait intéressant d’étudier les voies de signalisation dans lesquelles ces

protéines sont impliquées.

Les inhibiteurs de [linteraction CK2a-CK2B représentent donc d’abord des outils
complémentaires pour étudier CK2 et comprendre son fonctionnement. Les différents
substrats de CK2 n’ont pas été tous caractérisés du point de vue de leur CK23-dépendance.
Etant donné l'incroyable pléiotropie de CK2 et son réle indéniable dans les pathologies
cancéreuses, il est probable que linteraction CK20-CK2p soit une cible critique permettant
d’envisager des effets bénéfiques. Les conséquences fonctionnelles de cette inhibition
devront étre évaluées au niveau cellulaire (prolifération, survie, différenciation), notamment

en comparant des cellules normales et cancéreuses.

Pour cela, la caractérisation des phénotypes observés en présence de ces inhibiteurs est en
cours d’étude (activation de la voie des caspases,...). Les travaux menés en ce moment au
laboratoire (Alexandre Deshiéres, Odile Filhol) sur un knock-down du géne de CK2B par
shRNA pourraient aussi permettre d’aborder plus en détail les aspects fonctionnels d’une
rupture de l'interaction CK2o-CK2pB. Effectivement, des cellules épithéliales mammaires
infectées par des shRNA dirigés contre CK2[3 montrent un phénotype de perte de contact
cellule-cellule en culture bidimensionnelle et une impossibilité a se différencier en acini
mammaires. Ce phénotype peut étre restauré par l'infection de CK2p insensible au shRNA
(CK2B de poulet ayant la méme séquence protéique que la CK2B humaine mais quelques
différences au niveau de la séquence nucléotidique). Une infection avec de la CK2[3 mutante
Y188A-F190A incapable d’interagir avec CK2a, est en cours afin de voir si le phénotype
sauvage est restauré ou non et par la, de comprendre si l'interaction CK2a-CK2[3 y contribue

Oou non.
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MATERIELS ET METHODES

I- BIOLOGIE MOLECULAIRE

Matériels et produits chimigues

Différents types de bactéries chimiquement compétentes ont été utilises. Pour la production
d’ADN, les souches utilisées sont des E.coli DH5a. (laboratoire TS), Top10 (Invitrogen), XL1-
Blue (Stratagene). Les milieux utilisés pour la culture bactérienne sont un milieu standard LB

et un milieu SOC (Invitrogen), avec antibiotiques (Carbenicilline ou Kanamycine).

Transformation de bactéries compétentes par choc thermique

Les bactéries chimiquement compétentes (50uL) stockées a -80T sont incubées 15min
dans la glace, puis transférées dans un tube (Falcon, 14mL) en présence de 10 a 50ng
d’ADN et incubées 30min dans la glace. La transformation est réalisée par choc thermique
45sec a 42T, suivie de 2min dans la glace. Les bac téries sont ensuite incubées 1h a 37C
avec 500uL de milieu SOC (Invitrogen) sous agitation et étalées sur boite LB-agar en

présence de I'antibiotique de sélection.

Mini, midi, et maxi-preps de plasmides

Pour purifier rapidement 'ADN plasmidique de bactéries, les kits de mini-prep (Macherey-
Nagel), midi-prep (Macherey-Nagel) ou maxi-prep (Qiagen) sont utilisés a partir de 5, 50 ou
250mL de culture sur la nuit selon le protocole du fabricant. Les culots d’ADN sont repris
dans de I'eau stérile. La concentration en ADN plasmidique est déterminée par lecture de la
densité optique a 260nm a l'aide du spectrophotomeétre ND-1000 Nano-Drop. Les ADN sont

conservés a -20TC.

Mutagenése dirigée

Pour construire différents mutants de MBP-CK2[3, une mutagenése dirigée en Alanine a été
réalisée a partir du vecteur pMALc2-CK2[ (poulet), pECFP-CK23, pEGFP-CK2B3, pEYFP-
CK2p (souris), d’'amorces spécifiques (figure 84, Eurogentec) et du kit Quick Change Site-
Directed Mutagenesis (Stratagene) selon le protocole du fabricant. Le principe repose sur

une amplification par PCR de lintégralité du plasmide a laide de la PfuTurbo DNA
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polymerase et une paire d’amorces a cheval sur la mutation souhaitée. L’ADN parent est
ensuite dégradé par I'enzyme Dpnl qui ne reconnait que '’ADN dam méthylé.

La disparition ou I'apparition d’'un site de restriction a proximité de la mutation a été choisie
afin de cribler rapidement les clones ayant intégré la mutation. L’ADN plasmidique des

clones sélectionnés est séquencé (Genome Express) pour vérification.

Mutation Séquence des amorces Site de restriction
modifié
M166A Sens 5’ G TTC CCC CAT GEG CTC TTC ATG GTG 3’ La mutation en Ala
F P H B L S M V supprime le site Ndel
CATATG
M169A Sens 5’ G TTC CCC CAT ATG CTC TTC GGG GTG 3’ Pas de modification.

F P H M L S A v

Y188A Sens 5’ GTG CCC AGG CTG GCT GGG TTC AAG ATC CAC CCE ATG G 3’ Le site Ncol
\% P R L A G F K I H P M (CCATGG) ou Styl
(CCWWGG) est
supprimé.
F190A Sens 5’ GTG CCC AGG CTG TAT GGG GCC AAG ATC CAC CCE ATG G 3’ |dem.

\% P R L Y G = K I H P M

Y188A- Sens 5’ GTG CCC AGG CTG GCT GGG GCC AAG ATC CAC CCE ATG G 3’ |dem.
F190A \ P R L A G A K I H P M

Figure 84 : Séquence des amorces utilisées pour la mutagenése dirigée.

Les triples mutants ont été réalisés par mutagenéses successives sur les plasmides mutés
ponctuellement.

L’ADN est visualisé apres migration a 100V dans un gel d’agarose 0,8% dans du tampon
TAE 0,5X en présence de Bromure d’Ethidium 1/20 000 sous UV.

Sous-Clonage

Plusieurs sous-clonages ont été réalisés. A titre d’'exemple concernant la méthodologie, deux

d’entre eux seront développés ici.

e Sous-clonage avec PCR de linsert de pMALc2-MBP-CK23166-188-190
vers le vecteur pMSCVNeoHA-CK2p3

Le fragment CK2B de pMALc2-MBP-CK2 mutants est amplifié¢ par PCR avec les amorces
LZ1 et LZ2 (94T, 5min - 20 cycles de - 94C, 30” - 55T, 30” — 74T, 1min30” — 74T, 8min

— 4%C). L’'amorce LZ1 correspond au site de restriction de EcoRI, suivi du tag HA et de 7
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codons de CK2B (5° TT GAA TTC GCG GCC ACC ATG TAT CCT TAT GAT GTT CCT GAT
TAT GCT ATG AGC AGC TCC GAG GAG GTG 3’). L'amorce LZ2 comprend les 5 derniers
codons de CK2[, un codon stop et le site de restriction de Bglll (5 GA AGA TCT TCA GCG
GAT GGT CTT CAC G 3). L’ADN amplifié est purifié sur un grand gel d’agarose 1%, extrait
(kit GeneClean lll, Q-Biogene), et digéré EcoRI-Bglll (Invitrogen) 16h a 37C. De méme, le
vecteur pMSCVNeoHA-CK2p est digéré 1h a 37T avec EcoRI-Bglll, déposé sur un grand
gel d’agarose et extrait. La ligation (2h, 22TC, Fe rmentas) est réalisée entre l'insert et le
vecteur. Un uL du produit de ligation est utilisé pour transformer des bactéries compétentes
Top 10 (Invitrogen) ou DH5c. A titre de témoin, on utilise le vecteur linéarisé seul en
transformation. Aprés étalement sur boites LB-agar-Carbenicilline, 1 nuit a 37C, quelques
clones sont amplifiés dans 5mL de LB-Carbe, 1 nuit a 37C sous agitation. L'’ADN des
colonies est extrait par mini-prep (kit Macherey-Nagel), digéré EcoRI-Bglll, et déposé sur gel
d’agarose pour vérifier la présence de l'insert. Les plasmides sont séquencés pour contréle

avec les amorces LZ1 et LZ2 (Genome Express).

e Sous-clonage de l'insert de pMALc2-MBP-CK23188-190 vers le vecteur
SG5-HA

Aprés une double digestion Xhol-Pflml (New England Biolabs), 1h a 37T, les inserts des
deux plasmides sont séparés des vecteurs linéarisés par gel d’agarose suivi d'une
purification avec Geneclean kit Ill. La ligation s’effectue avec la T4ADNA Ligase (Invitrogen),
suivie d’'une transformation en bactéries Top10, étalées en boite LB-agar-Kanamycine sur la
nuit a 37C. Quelques colonies sont amplifiées et | eur ADN, extrait par mini-prep, est digéré

avec les mémes enzymes pour contréler la présence et la taille de l'insert.

Extraction d’ARN de cellules de mammiféres, transcription réverse et détection par
PCR de CK2j avaiaire

Aprés un ringage avec du PBS, I'ARN est extrait des cellules de mammiféres a 'aide du kit
Absolutely RNA Miniprep Kit (#400800, Stratagene). L’ARN est repris dans le tampon

d’élution fourni, dosé a 260 et 280nm (NanoDrop) et conservé a -80C.

L’ADNc est produit par transcription réverse et la présence de la CK2[3 exogéne (aviaire) est
testée par PCR semi-quantitative avec une amorce comportant la séquence HA et les
premiers codons de CK2B de poulet (5° CCT TAT GAT GTT CCT GAT TAT GCT 3’) et une

autre comportant une zone de CK2p de poulet différente sur 3 paires de bases de celle de
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l'isoforme humaine (zone nucléotidique 171-187, 5 CCTCCAACTCCTCGTCAG 3’). D’apres

le logiciel Amplify 3.1 for MacOSX (www.engels.genetics.wisc.edu/amplify/ ), ces amorces

ont une faible probabilité d’amplifier la CK2b humaine (primability = 80, stability = 60 vs 100
et 100 pour la CK2B chicken). Ceci nous permet de n’amplifier que la HA-CK2 chicken

ajoutée rétroviralement et non la CK23 humaine endogéne.

Séquences shRNA-CK23

Des shRNA dirigés contre CK23 humaine ont été synthétisés (Sigma, figure 85). Ce sont des
particules lentivirales permettant d’éteindre un géne dans des cellules de mammiféres. Apres
infection, des lignées cellulaires stables exprimant le shRNA peuvent étre établies en

sélectionnant avec la puromycine.

Nom Nom Séquence
CEA

TRCNOOO 94 CCGGCTTTGGTTACTGTCCTCGTGTCTCGAGACACGAGGACAGTAACCAAAGTTTTT
0003794

TRCNOOO 96 CCGGIGGTTTCCCTCACATGCTCTTCTCGAGAAGAGCATGTGAGGGAAACCATTTTT
0003796

TRCNOOO 97 CCGGTGAAGACTACATCCAGGACAACTCGAGTITGTCCTGGATGTAGTCTTCATTTTT
0003797

Figure 85 : Séquence des shRNA dirigés contre CK2p.

Ici, 3 shRNA anti-CK2 humaine sont disponibles. lls difféerent de la séquence de CK2j3
aviaire par 2 nucléotides (en rouge), dont celui situé en position 10, critique pour
l'appariement. Une transfection de cellules shRNA CK2[B humain avec la forme aviaire de

CK2B ne devrait donc pas étre affectée et devrait pouvoir restaurer le phénotype WT.
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ll- BIOCHIMIE

Matériel et produits chimiques

e Peptides

Les peptides ont été synthétisés par la société Eurogentec ou par V.Dulery et O.Renaudet
(DCM, Grenoble).

Pour le peptide cyclisé via des cystines, une détection des thiols —SH par test d’Ellman est
réalisée afin de contrdler que 100% de peptide est bien cyclisé. Deux solutions A et B
contenant respectivement 2mM de DTNB, 50mM d’acétate de sodium et 1M Tris, pH8 sont
préparées. 50uL de A sont mélangés avec 100uL de B et 840uL d’eau, puis 10uL de peptide
a 1mM sont ajoutés. Aprés une incubation de 5min a 22T, l'absorbance a 412nm est
mesurée. A titre de control, le DTT 1mM est utilisé. Les valeurs obtenues sont: pour le
peptide Pc 0,001 ; pour le DTT, 0,243. On peut donc considérer que >99,5% des ponts

disulfure du peptide Pc n'ont pas été réduits dans les conditions de stockage (eau, -20TC).

e Bactéries
Les souches utilisées sont des bactéries chimiquement compétentes. Pour I'expression de
protéines, les souches utilisées sont des E.coli BL21 (labratoire TS) ou Star (Novagen). Les

milieux utilisés pour la culture bactérienne sont un milieu standard LB et un milieu SOC

(Invitrogen), avec antibiotiques (Carbenicilline ou Kanamycine).

e Anticorps

Anticorps Primaires :

Anti- Monol/polyclonal Dilution

GST Mono 1/1000 en WB
CK2a (o-coc) Poly 1/5000 en WB
CK2p C-ter Poly 1/1000 en WB
Lamine C Poly (guinea pig) 1/1000 en IF

actine Phalloidine Alexa Fluo 488 1/100 avec Hoechst
HA 12CA5 mono 1/1000 en WB
o-tubuline mono 1/10 000 en WB
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E-cadhérine mono 1/300 en IF
Caspase 3 activée Poly 1/1000 en IF
B-caténine Mono 1/250 en IF
GFP Abcam mono 1/200 en IF
GFP Abcam Poly 1/200 en IF
GFP Euromedex Mono 1/5000 en WB

Anticorps secondaires :

Goat anti-mouse-HRP 1/5000 en WB 1/1000 en IF
Goat anti-rabbit-HRP 1/10 000 en WB

Anti-guinea pig — Alexa 633 1/1000 en IF
Goat anti-mouse-Cy3 1/1000 en IF
Goat anti-rabbit-Alexa 488 1/1000 en IF

La Phalloidine-Alexa 488 est utilisée au 1/200 en immunofluorescence lors du traitement

avec I'anticorps secondaire.

e Chimiothéques

Les 2 chimiothéques criblées in vitro nous ont été fournies gracieusement dans le cadre de

collaborations académiques.

o Chimiothéque du NCI

La chimiotheque du NCI « Mechanistic Diversity set » (879 composés) est un échantillon de
la chimiothéque globale du NCI (plus de 250 000 composés), qui ont été sélectionnés pour
leur capacité a inhiber la croissance de 60 lignées tumorales mais dont le mécanisme

d’action demeure inconnu. Leur structure est disponible sur http://dip.nci.nih.gov. Les

composés sont répartis individuellement en plaques 96 puits (80 composés par plaque,
colonnes 1 et 12 libres pour les témoins), dilués dans du DMSO a la concentration moyenne

de 10mM et conservés a -20C en plaque thermo scellée et e n présence de dessicant.

o Chimiothéque de Peptidomimétigues

La chimiothéque de peptidomimétiques (40 000 composés) provient du laboratoire de Dale
Boger, du Departement of Chemistry and The Skaggs Institute for Chemical Biology, The

Scripps Research Institute, La Jolla, CA, Etats-Unis. Ces composés ont été congus pour
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moduler (inhiber, favoriser ou mimer) des interactions protéine-protéine (Boger, 2003,
Ambroise, 2002) : leur taille est généralement plus importante que les composés classiques
(500 a 2000Da), les zones d’interaction étant assez importantes; ce sont souvent des

diméres, afin d’augmenter leur efficacité par effet de multivalence (Biessen, 1995).

La chimiotheque est formatée de la maniére suivante :

- une sous-chimiothéque de petite taille (1000 composés) se présente sous la forme
de composés individuels (S : singletons), a la concentration moyenne de 5mM dans
du DMSO. Sont fournis 10pL.

- Une sous-chimiothéque de taille moyenne (1000 a 10 000 composés) est constituée
de mélanges restreints (M : 10 composés/puit), a 5mM dans du DMSO (le mélange
des 10 molécules constitue une solution a 5mM).

- Une autre sous-chimiothéque en cours de développement (25 000 a 1 000 000 de
composés) de composés assemblés en combinatoire en phase liquide
(chimiothéques « Positional scanning » ou « Deletion synthesis ») comprenant 100 a

28 000 composés/puits.

o Chimiothéques virtuelles

Pour les chimiothéques utillisées pour le criblage virtuel, voir dans la partie «lV-

Bioinformatique ».

Production de protéines recombinantes fusionnées a MBP, GST, GFP ou His

e GFP-CK2q
o Production
La GFP-CK2q est produite en cellules Sf9 en suspension et a I'obscurité, infectées 72h par
baculovirus contenant la séquence de Hise-GFP-CK20. (cellule : virus de 1:1 a 1:10).
L’expression est contrélée par observation d’'une goutte au microscope a fluorescence (filtre
FITC) et par une préculture de 10mL, lysée dans TDG, 0,5M NaCl, 0,5% Triton, 45min a 4C
puis 10min a 22T suivi d’'une centrifugation 54 a 5 000g, analyse en Western blot anti-CK2a.
Les cellules sont collectées par centrifugation 15min a 2000rpm, lavées 2 fois au PBS suivi

de centrifugation 5min a 2000rpm. Le culot est congelé a -80T.
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o Lyse
Les cellules sont lysées dans 50mM Tris-HCI pH 8,5, 1% NP40, 10mM B-Mercaptethanol,
0,5ug/mL leupeptine et aprotinine, 1ug/mL AEBSF, pendant 5min a 4T sur roue, puis
centrifugées 10min a 10000rpm.
o Purification

La purification s’effectue a I'obscurité. Le surnageant est incubé 1h a 4T sur roue avec 1mL
de colonne NiNTA (Invitrogen) préalablement rincée 5 fois avec le tampon de lavage 20mM
TrissHCL pH8, 0,5M KCI, 20mM Immidazole, 10% Glycérol, 10mM B-mercaptoéthanol. La
suspension est montée dans une colonne et le filtrat rejeté. La colonne est lavée par 10
volumes de tampon de lavage, 2 volumes de tampon de lavage avec 1M KCI, puis 2
volumes de tampon de lavage. L’élution est réalisée avec 5 a 10 volumes de 20mM Tris-HCI
pH 8,5, 100mM KCI, 100mM Imidazole, 10% glycérol, 10mM [B-mercaptoéthanol, par
fractions de 0,5mL.

Les fractions contenant de la protéine sont ensuite incubées 1h a 4T sur roue sur une
deuxiéme résine d’Héparine-sépharose préalablement lavée dans le tampon de colonne
20mM Tris-HCI pH 8,5, 2% glycérol, 1mM DTT, afin d’éliminer I'imidazole des tampons
précédents et les contaminants. La colonne montée est lavée par 10 volumes de tampon de
colonne additionné de 0,3M NaCl. L’élution est réalisée avec 10 volumes de tampon de
colonne additionné de 1M NaCl. Les fractions sont analysées par gel SDS-PAGE et celles
contenant la protéine sont concentrées sur Centricon (cutoff 30kDa). La protéine est

aliquotée et conservée a -80C.

e GST-CK20-HA et GST

o Production

Cing mL de culture bactérienne (bactéries BL21) sont dilués dans 50 puis dans 250mL de
LB+Carbenicilline et incubés sous agitation, 37TC, jusqu’a DOgy nm = 0,6. L'expression est
induite par I'ajout de 0,5mM final d'IPTG, 2h a 37°C, sous agitation. Les bactéries sont
centrifugées 30min, 2000rpm, a 4T et les culots pe sés et congelés a -80C. L'induction est
contrélée en gel SDS-PAGE 12%.

o Lyse
Les culots sont décongelés dans la glace, repris dans 50mL de PBS, cocktail d'inhibiteurs
(Sigma) puis lysés par sonication avec suivi Bradford. Aprés ajout de 1% Triton, la
suspension est incubée 30min dans la glace puis centrifugée 30min, 10000rpm, 4.

o Purification
Le surnageant est incubé sur la nuit & 4C, sur roue, avec 1mL de glutathion-sépharose

(Amersham Biosciences) préalablement rincée dans le tampon de lyse. La colonne est
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montée sur une seringue avec rondelle de Téflon, rincée avec 4 volumes de PBS, puis lavée
avec 4 volumes de PBS, 0,3M NaCl, avec suivi Bradford. L’élution est réalisée avec 6
volumes de 50mM Tris-HCI, pH 8, 10mM glutathione réduite. Les fractions (500uL) sont
analysées en Bradford et en gel SDS-PAGE, puis concentrées au Centricon 30 (Amicon). La
glutathione réduite est éliminée par passage sur colonne Biospin P6 (Biorad). La protéine est

dosée au BCA, aliquotée et stockée a -20C.

e GST-CK2¢-1-335

o Production

Une transformation extemporanée de pGEX-CK201-335 (1ug) dans des bactéries Star
(Novagen) est réalisée. Une colonie est repiquée dans 5mL de LB+Carbenicilline, puis dilués
dans 50 puis 250mL puis 8 X 250mL de milieu et incubés sous agitation, 37C, jusqu’a
DOsoo nm = 0,6. L’'expression est induite par I'ajout de 0,5mM d’IPTG, pendant 5h a 22T,
sous agitation. Les bactéries sont centrifugées 30min, 4000rpm, a 4T et les culots pesés et
congelés a -80T. L’induction est controlée en gel SDS-PAGE 12%.

o Lyse
Les culots sont décongelés dans la glace, repris dans 50mL de tampon de lyse (Tris 40mM,
pH 7,5, Triton x100 0,3%, NaCl 750mM, EDTA 2mM, EGTA 2mM, DTT 2mM, lyzozyme
1mg/mL, inhibiteurs de protéases cocktail 1 (Sigma) 250uL/g de culot). Le mélange est
ensuite passé a travers une seringue (Gauge Neegle 22um) pour casser I'ADN, puis
ultracentrifugé a 9000rpm, 30min, a 4T et repassé une seconde fois dans la seringue. Un
aliquot est prélevé a chaque étape pour contréler I'état de la protéine en gel SDS-PAGE
12%.

o Purification
Le surnageant est incubé sur la nuit a 4C, sous agitation, avec 6mL de glutathion-
sépharose (Pharmacia) préalablement rincée 3 fois dans 50mL de Tris 50mM pH 7,5, NaCl
0,15M. Les billes sont rincées avec 6 x 50mL de Tris 40mM, pH 7,5, NaCl 750mM, Triton
0,3% avec suivi Bradford. On réalise un échange de tampon avec 3 lavages de 50mL de Tris
50mM, pH 7,4, NaCl 0,15M, MgCI2 20mM.

e MBP-CK2p et mutants

o Production

Cing mL de culture bactérienne (bactéries BL21) sont dilués dans 50 puis dans 500mL de
LB+Carbenicilline et incubés sous agitation, 37TC, jusqu’a DOgy nm = 0,6. L'expression est
induite par l'ajout de 0,2mM d'IPTG, 2h a 37T, sous agitation. Les bactéries sont

centrifugées 30min, 2000rpm, a 4T, les culots sont lavés dans du PBS puis congelés a -
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80<C. L’induction est contrdlée en gel SDS-PAGE 12% a l'aide d’aliquots de culture prélevés
avant, pendant et aprés l'induction.

o Lyse
Les culots bactériens sont décongelés dans la glace et repris dans 0,05 volume de tampon
de lyse (10mM Na,HPO,, 30mM NaCl, 0,25% Tween 20, 10mM B-Mercaptoéthanol, 10mM
EDTA, 10mM EGTA, 10ug/mL leupeptine, 25ug/mL aprotinine, 100ug/mL AEBSF, pH 7,0).
Les bactéries sont ensuite lysées par sonication suivie par dosage des protéines a l'aide de
la méthode de Bradford. La solution est ensuite ajustée a 0,5M NaCl pour faciliter la
solubilisation de CK2p3, puis centrifugée 5min a 4000rpm pour enlever les débris cellulaires.
Le surnageant est dilué au demi avec le tampon de colonne (10mM Na,HPO,, 0,5M NacCl,
10mM B-Mercaptéthanol, 1TmM EGTA, 10ug/mL leupeptine (Sigma), 25ug/mL aprotinine
(Sigma), 100ug/mL AEBSF (Sigma), pH 7,0).

o Purification sur colonne d’amylose

L’extrait bactérien est incubé sur la nuit a 4C sous agitation avec de la résine d’amylose
(New England Biolabs) préalablement rincée 3 fois dans le tampon de colonne. Une colonne
est ensuite montée et le filtrat rejeté. La résine est lavée par 3 volumes de tampon de
colonne contenant 0,25% Tween 20, puis 6 volumes de tampon de colonne, avec suivi
Bradford. L’élution est réalisée avec 3 volumes de tampon de colonne sans leupeptine mais
contenant 10mM de maltose. Les fractions collectées sont analysées en dosage Bradford et
en gel SDS-PAGE.

Les fractions contenant la protéine purifiée sont concentrées sur colonne Vivaspin
concentrator (VivaScience, cutoff 10 kDa). Le maltose est éliminé a l'aide de colonnes
Biospin P6 (Biorad) prééquilibrées dans 50mM Tris-HCI pH 7,4, 0,5M NaCl, étant donné que
CK2B peut former des multiméres en solution lorsque la concentration en sels est basse
(faible force ionique). La concentration de la protéine est déterminée par dosage Bradford ou
BCA. MBP-CK2p est stockée a -80T (Leroy, 1999)

o Clivage de la MBP
La MBP peut étre clivée de la CK2B3 a l'aide du Facteur X, (Roche). Cependant, la MBP

favorise la solubilisation de la CK2p qui a tendance a s’agréger et a précipiter. 25 mg de
CK2p sont dilués a 5,5mg/mL dans Tris-HCI 25mM pH 7,4, glycérol 2%, DTT 0,05mM, CaCl,
0,5mM final pour un volume de 5mL. 250ug de Facteur X, repris dans 250uL d’eau sont
ajoutés et incubés a 22T avec suivi toutes les heures en gel SDS-PAGE 12% coloré au
Coomassie. Aprés 7h, la réaction est arrétée par I'ajout de leupeptine 10ug/mL, ce qui
trouble la solution. Aprés centrifugation, le surnageant est incubé sur la nuit a 4C avec 2mL
d’héparine-sépharose lavée et équilibrée dans Tris-NaCl 0,15M. Une colonne est montée en
chambre froide et lavée par 18mL de TDG, NaCl 0,15M. L’élution se fait par TDG, NaCl 1M,
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en 4 fractions de 1mL avec suivi Bradford et gel SDS-PAGE. Les fractions ne contenant que

CK2p sont mélangées et concentrées au Centricon 30 (Amicon).
Tampon TDG = Tris-HCI 10mM, pH 7,4, DTT 1mM, Glycérol 2%.

Production de CK2a. *°S en lysat de réticulocyte

Cing ug de plasmide pSG5-CK2a sont ajoutés a 200uL de TNT T7 Quick Master Mix
(Promega) de lysat de réticulocyte, ainsi que 25uL d’eau et 220uCi de Met**S (Amersham),
incubés 2h a 30T, puis passés sur colonne de gel filtration BioSpin P6 (Biorad)
prééquilibrée dans un tampon Tris-HCI 50mM, pH 7,4, NaCl 150mM selon le protocole du
fabricant. La CK2o radiomarquée est aliquotée et conservée a -20C. Le marquage est
évalué par dosage de 1, 2 et 4uL de CK2a par compteur a scintillation (Tri-Carb 2100 TR,

Packard), 1min pour le *S.

Dosage de protéines

Les dosages de protéines sont réalisés par dosage Bradford (150uL de réactif de Bradford +
5uL d’échantillon) ou BCA (Pierce) selon le protocole du fabricant.

Pour les mutants MBP-CK2p3, les concentrations ont été également vérifiées en gel SDS-
PAGE 12% et coloration Coomassie, avec une gamme de MBP-CK2b WT.

Biotinylation de MBP-CK2[3

MBP-CK2p est stockée dans un tampon Tris dont les amines primaires peuvent réagir avec
la biotine. Le tampon est échangé par du PBS, 0,5M NaCl, pH7,2, avec une colonne
Sephadex G25 (volumes de 0,5 a 2,5mL) ou une colonne Biospin P6 (Biorad) (volumes de
25 a 125uL). La biotine choisie (Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Pierce) posséde un long bras
espaceur (30,5 A) afin de maximiser I'interaction avec la streptavidine sans géne stérique. La
réaction de biotinylation s’effectue 2h dans la glace, suivie par un échange de tampon avec

'une des deux colonnes pré-citées prééquilibrées dans 50mM Tris-HCI pH 7,4, 0,4M NaCl.

Gel SDS-PAGE, Western blot, déshybridation

Les gels SDS-PAGE 12% sont réalisés selon la méthode Laemli puis électrotransférés sur

membrane PVDF préalablement trempée dans de I'éthanol, 1h, 100V. La membrane est
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saturée avec un tampon PBS-Tween (PBST) 0,05%- BSA 1% ou lait écrémé 3%, puis
incubée avec I'anticorps primaire sur la nuit a 4C. Aprés 3 lavages de 5min au PBST, la
membrane est incubée avec I'anticorps secondaire 1h a 22T, suivie de 3 lavages au PBST,

et révélée avec de 'ECL+ (GE Healthcare).
La membrane peut étre déshybridée, aprés 3 lavages PBST, en l'incubant 30min a 50C
dans du B-mercaptoéthanol 100mM, Tris-HCI 62,5mM, pH 6,8, SDS 2%, en agitant toutes les

10min. Aprés 3 ringages PBST, la membrane peut a nouveau étre bloquée.

Coloration au Bleu de Coomassie et au Nitrate d’argent

Les gels SDS-PAGE sont colorés dans une solution contenant 2,5% de Bleu de Coomassie
G250, 45,5% d’éthanol et 9% d’acide acétique, 5min au micro-ondes. lls sont ensuite
décolorés dans 30% d’éthanol, 10% acide acétique, plusieurs fois 5min au micro-ondes.

Les gels peuvent également étre colorés au Nitrate d’argent selon le protocole du fabricant
(Silver Stain Plus, Biorad).

Dosage d’activité kinase 3P

L’activité kinase spécifique de la CK2 est déterminée dans un volume réactionnel de 18uL
contenant 3uL de CK2a (36ng) et un mélange contenant 150uM de peptide substrat
(RRREDEESDDEE, Neosystem Laboratory, Strasbourg, France), 20mM de MgCI2, 25uM
d’ATP, 20mM Tris HCL (pH 7,4), 0,15mM NaCl et 1uCi [g*’P]-ATP (Amersham). Le test est
réalisé en présence ou non de CK2[ en quantité équimolaire par rapport a CK2a. Le dosage
est réalisé en conditions linéaires (5 a 10min d’incubation), la réaction est stoppée par 60uL
d’acide trichloroacétique 4%, puis 200ug de caséine sont ajoutés. Aprées incubation 10min a
4C, les échantillons sont centrifugés 8min a 14000 rpm. 60uL du surnageant sont ensuite
déposés sur des carrés (4cm?) de papier P81 de phosphocellulose (Whatman). Les carrés
sont ensuite rincés 3 fois par une solution aqueuse d’acide phosphorique 0,5% a 4T puis
placés dans 5mL de liquide de scintillation. Le comptage est réalisé par un compteur a
scintillation (Filhol, 1991).

Variations du test kinase : avec protéine substrat ou, avec [*?P]-GTP

Le test est réalisé dans les mémes conditions que le test précité avec la protéine substrat

(GST-olig2, CDC25B, Engrailed, CapZ...) en remplacement du peptide substrat. En fin de
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réaction, le mélange est déposé sur gel SDS-PAGE 12%. Le gel est fixé a I'acide acétique,
coloré au Bleu de Coomassie, neutralisé dans du Tris-HCI 1M, pH 7,2, emballé dans un film
plastique et autoradiographié. Aprés différents temps d’exposition (1 a 72h), la cassette est
révélée au Phosphorlmager (Molecular Device).

CK2 ayant la propriété originale et peu répandue d’utiliser indifferemment I'ATP ou le GTP
comme donneur de phosphate, cette faculté est mise a profit pour explorer I'effet inhibiteur
de certains composés sur la phosphorylation de substrats GTP-dépendants (et donc CK2-
dépendants) dans des lysats cellulaires. Pour cela, on utilise 6 ug de lysat de cellules HeLa
traitées 24h avec 100uM d’inhibiteur, dans un volume réactionnel de 18uL contenant Tris
50mM, pH 7,4, NaCl 0,15M, MgCl, 20mM, inhibiteurs de phosphatates cocktail 2 (Sigma),
0,3uL de [**P]-GTP. La réaction a lieu 5min a RT et est stoppée par 3uL de tampon Laemli
6X. Le tout est déposé en gel SDS-PAGE 12% et révélé par autoradiographie au

Phosphorimager.

Test d’interaction CK20-CK23

e Principe

Le test d’interaction CK2a-CK2b mis au point met en jeu une compétition entre la MBP-CK2j3
immobilisée en plaque et les composés a tester (peptides, protéines MBP-CK2b mutantes ou
molécules chimiques) vis-a-vis de l'interaction avec de la CK2a radiomarquée au [°S] ou

fusionnée a de la GFP (figure 86).
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Figure 86 : Test d’interaction CK2a-CK2B. 1: La MBP-CK2p biotinylée est déposée en plaques 96 puits
couvertes de streptavidine. 2 : Trois lavages sont réalisés afin d’enlever les protéines non immobilisées. 3 : Une
saturation est réalisée avec un tampon contenant de la BSA. 4 : Trois lavages sont effectués. 5 : Les composés a
tester sont déposés. 6 : La CK2a marquée est ensuite déposée. 7 : Aprés 1h d’incubation, 3 lavages éliminent la

CK2o marquée qui n’a pu interagir avec CK2p. 8- La fluorescence (ou radioactivité) restante est comptée.

e Mise au point

La premiére étape a consisté a déterminer les quantités de protéines (MBP-CK2B, [*°S]-
CK2a ou GFP-CK2a) nécessaires par des expériences de gammes croissantes (de 30 a
4000ng/point), afin d’obtenir une fixation et un signal maximaux. Une fois la saturation
déterminée, la quantité choisie a été de 70% du plateau, afin de permettre au test de
détecter une éventuelle augmentation de la fixation de CK2o.. Des cinétiques ont également
été réalisées afin de déterminer les temps d’incubation nécessaires aux différentes étapes.
Le test a été effectué a différentes températures (4, 23, 33, 37C) et afin de limiter les
variations, le choix d’'une température fixe de 23T en piéce contrdlée s’est imposé.

Les témoins positifs utilisés ont été de la CK20 marquée difféeremment (CK2o-His ou GST-

CK20-HA) mis en compétition dans le test avec des quantités croissantes.

Dans un second temps, le test a été miniaturisé afin d’optimiser les quantités de protéine et

de réactifs nécessaires aux criblages. Le volume minimal de réaction a été défini a 50uL.
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Des ajustements ont ensuite permis de contréler que la différence de signal était
suffisamment significative et reproductible pour tester des composés. Le Z’ factor (lversen,
2006, Zhang, 1999) a été calculé sur plusieurs séries de 8 témoins positifs et négatifs
minimum afin d’obtenir une valeur supérieure a 0,5: 0,669 en test manuel, 0,840 en test
robotisé (en damier sur 48 témoins positifs et 48 négatifs, figure 87). Plusieurs tests ont été
réalisés afin de contrbler la reproductibilité. Des aliquots de protéines ont été congelés
pour limiter le nombre de cycles de décongélation-recongélation. Le CV doit également étre

inférieur a 5 ou 10% pour assurer une bonne reproductibilité du test (ici, CV = 2,3).

Z factor: Facteur utilisé dans les tests de criblage jugeant la qualité du test:
reproductibilité, force, significativité, robustesse, etc. Il faut au moins 8 témoins Bioactifs et 8
témoins Bioinactifs.

Z’ = 1- (3*écart-type témoins Bioactifs + 3*écart-type témoins Bioinactifs)

Abs (moyenne témoins Bioactifs — moyenne témoins Bioinactifs)
Si 0<Z’<0,5, le test est relativement fiable.
Si Z2’>0,5, le test peut étre soumis a un criblage.
(Zhang, 1999)

CV = écartype x 100
Moyenne

Le CV doit étre < 5 ou 10% pour garantir une bonne reproductibilité du test.
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Figure 87 : Valeur des controdles bioactifs et bioinactifs dans le test d’interaction en fluorescence robotisé.
L’écart entre les deux populations de témoin est suffisamment significatif pour démarrer le criblage, comme le

confirme le calcul du Z’ factor.

130




e Robotisation

Un planning minuté de traitement des plaques a été ajusté permettant de tester 4
plaques/jour pour un utilisateur manuel et 10 plaques/jour pour le robot dont 2 plaques
témoins.

Le criblage effectué sur la plateforme du CMBA (Laurence Lafanechére, Centre de Criblage
pour des Molécules BioActives, CEA, Grenoble) a été réalisé par Caroline Barette, sur un
robot TECAN (Mannedorf, Suisse, 2002, figure 88) avec le logiciel FACTS 7.4.1.

Laveur .

Bras robotisé
déplaceur de
plaques

-

Distributeur
multipipettes

Carrousel de

plaques 96 puits
Pilote et analyse

des résultats

Incubateur

Lecteur de
fluofluminescence

Centre de Criblage pour des Molécules Bioactives (L. Lafanechére) @

Figure 88 : Organisation du robot et de la plateforme de criblage du CMBA, CEA, Grenoble.

La durée de distribution des protéines MBP-CK2[3 et GFP-CK2q. par le robot est de 1 et 2h
respectivement, de sorte que le robot puisse gérer les différentes opérations. Le tampon de
distribution des protéines a été élaboré pour stabiliser les protéines dans ce laps de temps et
avoir un niveau de fixation et d’interaction reproductibles. En effet, dans les tampons utilisés
manuellement, les protéines se retrouvent dégradées aprés 1h a 4T et on observe une
diminution de signal. Des essais ont été réalisés avec 2% glycérol, 5% glycérol, 100ug/mL
BSA, 1Tmg/mL BSA, 0,1%, 0,3%, 0,9% Triton, 1mM DTT, 0,025% azide de sodium, seuls ou
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en combinaison, en contrélant le Z' factor obtenu. Finalement, les conditions suivantes ont
été adoptées :
- MBP-CK2p biotinylée est stabilisée 1h dans la glace dans du tampon 50mM Tris-
HCL, pH 7,4, 0,4M NaCl, 1mg/mL de BSA et 0,1% Triton, 0,025% azide de sodium.
Elle est diluée a 25ng/ulL afin de distribuer 10uL (250ng) par puits.
- GFP-CK2q est stabilisée 2h a 4C dans 50mM Tris, 0,15M NaCl, 1mg/mL BSA. Elle
est diluée a 25ng/uL et 10uL/puits sont distribués.
- GST-CK20-HA est diluée a 250ng/uL dans 50mM Tris, 0,15M NaCl et 10uL/point
(excés molaire 10x) sont distribués par le robot pour les témoins positifs.
Le robot dépose au préalable 25uL de 50mM Tris, 0,4M NaCl par puits pour un volume de
réaction final de 50uL. Le temps de blocage est de 1h45 a 2h pour les 1° et 8°plaques de la
journée. Le Z' factor demeure supérieur a 0,5 (0,640 a 0,770) dans ces conditions.
Le criblage des 40 000 composés de la chimiotheque de peptidomimétiques est réalisé en 5
jours, a raison d’une série de 8 plaques par jour en 5h45. La MBP-CK2p reste en solution au
plus 1h05 avant d’étre distribuée et la solution de GFP-CK2a au plus 2h40.

Les molécules sont fournies a 5mM dans 10uL de DMSO. Elles sont diluées 2 fois afin que

le robot distribue un volume de 5uL pour une concentration finale dans le test de 100uM.

Enfin, le calcul des quantités de réactifs nécessaires au criblage complet a permis la
préparation de plusieurs litres de tampons de sorte que I'intégralité du criblage soit fait dans
les mémes conditions. Ainsi, pour le criblage des 40 000 molécules, ont été prévus, en
tenant compte du volume mort des réservoirs de distribution du robot :
- 30 litres de tampon de lavage (50mM Tris, pH 7,2, 150mM NaCl, 0,05% Tween 20),
stockés a 4C
- 20 litres de tampon 50mM Tris, pH 7,2, 150mM NaCl, stockés a 4C
- 300mL de tampon 50mM Tris, pH 7,2, 150mM NaCl, 3% BSA, filirés, aliquotés et
stockés a -20C
- 500mL de tampon 50mM Tris, pH 7,2, 0,4M NaCl, stocké a 4T
- 2,5mg de MBP-CK2p3 biotinylée, aliquotée
- 2mg de GFP-CK2q, aliquotée
- 5mg de GST-CK2q.
Ont également été inclus dans le criblage, a titre de témoins positifs et négatifs, le peptide

cyclique, les mutants YF et Rl du peptide cyclique, et la GST-CK2B-Cter.
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e Réalisation

Le test est réalisé en plagques 96 puits recouvertes par de la streptavidine Reacti-Bind
« High-binding capacity » (Pierce) dans un volume final de 50 uL. Aprés 3 lavages avec
50mM Tris-HCI, pH 7,2, 0,15M NaCl, 0,05% Tween 20, 250 ng/puits de MBP-CK2p3
biotinylée sont immobilisés dans 50mM Tris-HCI, pH 7,2, 0,4M NaCl, 1h a température
ambiante. Aprés 3 lavages, les puits sont bloqués avec 50mM Tris-HCI, pH 7,2, 0,15M NacCl,
3% BSA, 1h a température ambiante. Apres 3 lavages, les composés a tester sont ajoutés
dans 50mM de Tris-HCI, pH 7,2, 0,4M NaCl, la plaque est agitée, puis la CK2a
radiomarquée (10° cpm/puits) ou fusionnée & une protéine fluorescente (250ng) est ajoutée
et incubée 1h a température ambiante. Aprés 3 lavages, la radioactivité ou la fluorescence
restante de chaque puits est déterminée a I'aide d’'un compteur a scintillation (chaque puits
est rincé avec 1% SDS et compté, compteur a scintillation Tri-Carb 2100 TR, Packard, 1min
pour le *S) ou une lecteur de fluorescence (FLUOstar Optima, BMG Laboratories)
respectivement.

Le témoin positif (100% d’inhibition de linteraction) est défini avec de la CK2o non
marquée en excés molaire 10x, d’aprés les résultats obtenus précédemment.

Le témoin négatif (0% d’inhibition de linteraction) est réalisé avec du tampon seul (Tris-

NaCl, H,0 ou DMSO selon les composés testés).

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule :

% inhibition = (100 / ((moy min — moy max)) . (X — max)

Min = valeur moyenne (en cpm) des témoins positifs.
Max = valeur moyenne (en cpm) des témoins négatifs.

X = valeur brute du composé testé en cpm.

L’ICso est définie comme la concentration en composé nécessaire pour inhiber 50% de la
formation du complexe CK20-CK2p. La dissociation du complexe préformé est réalisée en
déposant d’abord la CK20. marquée, suivie d’'une agitation, de 15min d’incubation, puis de
I'ajout des composés, suivi d’1h d’incubation.

Pour les tests manuels, des témoins positif et négatif sont répartis tous les 10 points.
Chaque point est réalisé en double. Pour les tests robotisés (fluorescence), les témoins sont
répartis sur les colonnes 1 et 12, en alternant négatif et positif. Chaque composé n’est testé

gu’'une fois.
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BlAcore

Le principe du fonctionnement de la résonance plasmonique de surface (BlIAcore) est décrit
dans la figure ci-dessous.
Optical

detection
unit

~ Prism '., i

Sensor chip with ‘
Id f

gold film

Flow channel

Figure 89 : Principe de fonctionnement du BlAcore. Une lumiére polarisée est réfléchie contre une surface
couverte d’un film doré sur une face. Les protéines interactantes sont immobilisées sur la face opposée (via des
anticorps par exemple). S’il y a interaction avec les protéines circulant dans le fluide, I'angle du rayon réfléchi est
modifié. Cette variation est enregistrée sur un détecteur, convertie en Unités de Réponse (RU), ce qui permet de

quantifier le degré d’interaction entre les deux protéines.

Les mesures de résonance plasmonique de surface ont été réalisées sur un BlAcore 1000
(monocanal, injection automatique), un BlAcore 3000 (multicanaux, injection automatique) et

un BlAcore X (injection manuelle) (BlAcore AB).

Le tampon utilisé est du HBS (10mM Hepes pH 7.3, 0.15M NaCl, 3mM EDTA, 0.005%
polysorbate 20), dégazé et filiré (Nalgene), avec un flux constant de 5uL/min. Pour
immobiliser I'anticorps, la « sensor chip » CM5 (surface de dextran carboxyméthylée) est
d’abord activée en injectant 30uL de solution EDC-NHS 1/1-v/v (N-ethyl-N-
(dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride et N-hydroxysuccinimide, BlAcore AB), en
mode QUICKINJECT. L’anticorps anti-GST est ensuite dilué a 30ug/mL dans du tampon
d'immobilisation (10mM acetate, pH 5,0), et 35uL sont injectés. La surface de la sensor

chip est alors désactivée par I'injection de 30uL de 1M ethanolamine, pH 8,5 (Figure 90).
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Figure 90 : Sensorgramme d’immobilisation d’anti-GST sur des sensor chip CM5 en Biacore.

La GST-CK2a (50ug/mL dans HBS) est immobilisée sur la surface par injection de 30uL sur
la sensor chip. Les différents mutants MBP-CK2 sont ensuite dilués a 50ug/mL dans HBS
et 30uL sont injectés. La régénération de la surface s’effectue par linjection de 10uL de
10mM glycine-HCI, pH 2,2. Une seconde injection identique peut étre nécessaire pour

revenir a la ligne de base.

Des sensor chips couvertes de streptavidine peuvent étre réalisées a partir de sensor chips
CM5. La surface est activée avec un mélange v/v d’EDC/NHS. Un mélange contenant 20uL
de streptavidine a 1Tmg/mL et 80uL de tampon acétate, pH ajusté a 4-5 a I'acide acétique, est
ensuite injecté. Environ 4000RU sont immobilisés. La désactivation se fait par injection de
50uL d’éthanolamine (figure 91). Le peptide cyclique biotinylé (0,1mM) peut a son tour étre
injecté, suivi de l'injection de CK2a-His. La régénération se fait avec glycine-HCI, pH2 ou 1M
NaCl.

135



RU Desactivation
30000 1 ethanolamine

Streptavidine |
Activation '
g 1 EDC-NHS

| S s I

m;- - | vy s SEN—— - | ' ! L
o ' 500 1000 1500 2000 2500
Time

Fc Time AbsResp Slope Baseline RelResp Id

1 1315 102501 000 Yes 0 50 ulEDC-NHS

1 ©9686,5 105541 -006 No 304.0 streptavidine 0,2 mg/mi
1 1720,5 142683 019 No 4018,2 ethanolamine

1 24625 141579 -002 No (380785 fin

p oL L

Figure 91 : Sensorgramme d’immobilisation de streptavidine sur des sensor chip CM5 en Biacore.

Les données sont traitées a I'aide du logiciel BlAevaluation, permettant de superposer les

sensorgrammes (fonctions Fit).

Immunoprécipitation

Les cellules sont lysées et les protéines totales dosées au BCA. 50uL de billes (protéine A
pour un anticorps monoclonal ou protéine G pour un polyclonal) sont lavées 3 fois dans
500uL de tampon de lyse et incubées 30min dans la glace avec le lysat en agitant de temps
en temps : c’est I'étape de « pré-clearing ». Les billes sont ensuite jetées. L’anticorps (anti-
Flag, anti-GFP, B-c, a-coc...) est ensuite ajouté au lysat (1uL d’AC pour 500uL de lysat), 1h,
sur la glace. 50uL de billes (protéine A ou G sepharose, Sigma) lavées 3 fois dans du
tampon de lyse sont ajoutées au mélange et incubées sous agitation, la nuit a 4C. Apres 4
lavages avec 1mL de tampon de lyse contenant des inhibiteurs de protéases, les billes sont
déposées en gel SDS-PAGE pour coloration Coomassie, Nitrate d’argent ou Western blot,

ou en fiole de scintillation si la protéine est radioactive.

Pull-down

Vingt uL de billes streptavidine (Sigma) sont rincées 2 fois dans 1mL de Tris 20mM, NaCl
0,2M avec centrifugation 2min, 4000g. 100uL de peptide ou de MBP-CK2J3 biotinylés de 6,25
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a 100uM sont incubés avec la streptavidine 30min a 4T sur roue. Aprés 3 lavages de 1mL
avec le méme tampon, 20uL de CK2a (1,5 a 12ng/uL) sont ajoutés et incubés 1h a 4T sans
agitation. Aprés centrifugation 2min a 14000g, 2 échantillons de 3uL de surnageant sont

prélevés et testés en dosage d’activité kinase CK2a..
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lll- BIOLOGIE CELLULAIRE

Lignées cellulaires

= Cellules HeLa (ATCC # CCL-2)

Ces cellules sont issues d’'un adénocarcinome humain de col de l'utérus. Ce sont des
cellules adhérentes de type épithélial (figure 92).

Elles sont cultivees en milieu DMEM (Milieu Eagle Modifié de Dulbecco, Gibco) contenant
2mM de L-Glutamine et 10 mM de tampon Hepes + rouge phénol, supplémenté par du
sérum de veau foetal (SVF) 10% (décomplémenté 35 min a 55C), Penicilline-Streptomycine
(10ug/mL soit 1%). Elles sont maintenues a 37T en atmo sphére humide contenant 5% de
CO:.. Elles sont passées au 1/10°(soit 1 million de ce llules pour une plaque p100) tous les 3
jours. Elles peuvent étre congelées dans l'azote liquide dans DMEM, P/S, SVF 20% final,
DMSO 10% final.

Figure 92 : Cellules HelLa (a gauche, grossissement 100x, microscopie optique ; a droite, 400x).

Cellules Hela : Ces cellules proviennent d’'une biopsie de Henrietta Lacks, américaine noire
de 31 ans, atteinte d’'un adénocarcinome du col de l'utérus, et décédée en 1951. Aprés la
biopsie, ces cellules ont été dispersées dans les laboratoires de recherche sans son
autorisation. D’abord hommées « Helen Lane » ou « Helen Larson » pour préserver son
anonymat, la presse a révélé 'origine de ces cellules quelques années plus tard. La famille
Lacks a porté plainte mais le jugement a estimé que les cellules rejetées par une personne
ne sont pas sa propriété et peuvent étre commercialisées. Ces cellules contiennent le
papillomavirus HPV18. Elles comptent 82 chromosomes en moyenne (70 a 164), dont 4

copies du chromosome 12 et 3 copies des chromosomes 6, 8 et 17.
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= Cellules MCF10A (ATCC# CRL-10317)

Ce sont des cellules épithéliales mammaires (Mammary Cells from Fibrocystic disease),
humaines (caucasienne de 36 ans), adhérentes, non-tumorigénes, immortalisées mais non-

transformeées (figure 93).

Leur culture s’effectue dans un milieu de croissance complexe : Milieu MCF (DMEM/F12 :
1/1 + GlutaMax (Invitrogen) supplémenté par 5% Sérum de cheval (Eurobio) — Penicilline-
Streptomycine 10ug/mL — EGF (Peprotech Inc Tebu) 2,5ng/mL — insuline (Sigma) 10ug/mL —
HydroCortisone (Sigma) 50ng/mL — Toxine du choléra (Sigma) 10ng/mL. Aprés trypsination
20min a 37T, les cellules sont centrifugées a 1200 rpm dans un milieu de resuspension,
5min et reprises dans 3mL de DMEM : F12 (1 :1), 20% sérum de cheval, 1% P-S. Elles sont

passées au 1/6 tous les 3 jours.

Pour les MCF10 shRNA CK2p, une pression de sélection est maintenue avec 750ng/mL de

puromycine.

Figure 93 : MCF10A WT (a gauche), grossissement 100x ; MCF10A shRNAG6CK2(3-96 (au centre et a droite),

grossissement 100x et 200x.

Pour la culture en Matrigel (BD, figure 94) en 3D et la différenciation en acinis, les cellules
MCF10A sont diluées a 40 000 cellules/mL de milieu de différenciation (milieu MCF sans
sérum contenant 2% de Matrigel et 10ng/mL d’EGF) dans un volume de 500uL/puits de
milieu MCF-Matrigel™ 2% - EGF 10ng/mL et ensemencées dans des chambres Labtek 8-
puits fond verre préalablement « coatées» par 60 uL de Matrigel™ (liquide a 0T, gel a -
20T, 22T et 37TC). La culture dure 5 a 25 jours a vec un renouvellement du milieu tous les
3-4 jours (Debnath, 2003).
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Figure 94 : Organisation en Matrigel des cellules MCF10A a 9 jours de culture.

* Cellules MCF7 (ATCC# HTB-22)

Ces cellules épithéliales mammaires proviennent d’'un adenocarcinome (caucasienne de 69

ans) dans un milieu identique aux HeLa, complémenté en insuline (10ug/uL).

= Cellules Sf9 (ATCC# CRL-1711)

Ce sont des cellules d’ovaire de la pupe du papillon Spodoptera frugiperda.
Elles se cultivent a 28T, air 100%, dans un milieu synthétique (SF-900 Il avec de la L-
Glutamine) sans sérum et sans antibiotique. Elles sont peu adhérentes, et sont passées 2

fois par semaine sans trypsination.

= Cellules NIH-3T3-MEF (ATCC# CRL-1658)

Ces fibroblastes d’embryon de souris s’entretiennent de la méme maniére que les cellules
HeLa (figure 95).

Figure 95 : Observation au microscope optique des cellules NIH 3T3, x100.
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Test de mycoplasmes

La présence de mycoplasmes est testée a I'aide du kit MycoAlert (# LT07-218, Cambrex)

selon le protocole du fabricant.

Lyse des cellules

Les cellules rincées au PBS sont maintenues sur la glace et grattées dans un tampon de
lyse. Elles sont ensuite incubées 30min dans la glace en vortexant de temps en temps,
centrifugées 15min a 14000rpm a 4TC. Le surnageant est conservé a -20TC. La
concentration en protéine est estimée par dosage BCA (Pierce) avec une gamme de BSA

selon le protocole du fabricant.

Tampons de lyse :

- RIPA (NaCl 150mM, Tris-HCI 10mM, pH 7,4, SDS 0,1%, Na deoxycholate 0,5%, EDTA
1mM, Triton X100 1%), inhibiteurs de protéases (cocktail 2, Sigma).

- TDG, NaCl 0,5M, Triton X100 0,5%, Leupeptine, Aprotinine, AEBSF.

- Tris-HCI 50mM, pH 7,5, NaCl 0,5M, EDTA 5mM, Triton X100 1%, AEBSF 100ug/mL,

Aprotinine 25ug/mL,Leupeptine 10ug/mL.

- Tris-HCI 50mM, pH 7,4, NaCl 0,15M, EDTA 2mM, Triton X100 1%, NaF 50mM (inhibiteur
de kinases), inhibiteurs de phosphatases (cocktail 2, Sigma), AEBSF 100ug/mL, leupeptine
10ug/mL, aprotinine 25ug/mL.

On peut noter que pour solubiliser la CK2pB, une concentration de 0,4 a 0,5M NaCl est

nécessaire.

Transfections transitoires

e Fugene 6
Les cellules sont étalées sur lamelle de verre la veille de la transfection. Le Fugene 6

(Roche) est réchauffé 5min a 22T. Un mélange de 1: 80 v/v de Fugene:DMEM (sans sérum
ni antibiotique) est incubé 5min a 22T dans un epp endorf. Les cellules sont rincées par du
PBS et le milieu est remplacé par du DMEM + 10% SVF + P/S. L’ADN (0,1 a 0,5ug) est
ajouté au mélange Fugene-DMEM (50uL par point de p24), incubé 15min a 22T puis

déposé goutte a goutte sur les cellules. Le rendement de transfection est d’environ 20%.

e Lipofectamine 2000
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Les cellules a 60-80% de confluence sont rincées au PBS et incubées dans de 'OptiMEM
(Invitrogen) + SVF 10% sans antibiotique, 1h a 37T . La Lipofectamine 2000 (Invitrogen) est
réchauffée 5min a 22T. Une solution A contenant 4 ug d’ADN dans 250uL d’OptiMEM est
préparée, ainsi qu’une solution B contenant 20uL de Lipofectamine dans le méme volume
d’OptiMEM. La solution B est incubée 5min a 22T. A et B sont mélangées et incubées
20min a 22C. Le mélange est déposé goutte a goutte . Aprés 3-4h, le milieu est a nouveau
changé en OptiMEM, SVF 10%. Le rendement de transfection est de I'ordre de 40%.

o Electroporation (systeme AMAXA)

Aprés passage, 1 million de cellules en suspension rincées par du PBS sont centrifugées

3min a 1500rpm. Au dernier moment, le culot est repris avec 100uL de solution T (Amaxa) et
2ug d’ADN sont ajoutés, pendant que 3mL de milieu complet sont réservés a 37C.
L’électroporation se fait dans la cuve fournie (programme 20, Amaxa), puis 500uL de milieu
a 37T sont ajoutés et homogénéisés a l'aide d’une pipette-poire. Les 600uL sont transférés
dans une p6 contenant 2mL de milieu a 37<C. Cette m éthode est utilisée en particulier pour

les MC10A, pour qui la lipofectamine est toxique et le fugene est trés peu efficace.

FRET

Les cellules NIH 3T3 adhérées sur lamelles (25000 cellules/puits) sont transfectées
transitoirement (Fugene 6) par pECFP-CK20 + pEYFP-CK2B (ou pEYFP-CK2B mutants
d’interaction) ou pDsRed-CK2o + pEGFP-CK2B (0,1ug + 0,1ug). Aprés 12h, un composé
(V12, L1) peut étre ajouté (25, 50 ou 100uM). Apres 24 ou 48h, les cellules sont fixées 10min
avec du PFA 4% et montées avec du Vectashield (Vector) sur lame, a I'obscurité.
Les cellules sont ensuite observées au microscope Confocal (LEICA). Le spectre d’émission
du donneur (CFP ou GFP) doit couvrir le spectre d’absorption de l'accepteur (YFP ou
DsRed). L’accepteur est blanchi dans une zone carrée déterminée (ROI : region of interest).
S’il y a interaction entre les sous-unités et FRET, lintensité du donneur dans la zone
blanchie est augmentée.
Les acquisitions se font au format 1024x1024, en mode xyz, objectif 40x, laser a 20%
d’intensité, le diaphragme (« pinhole ») fixé a 2,00 airy, le laser Ar/ArKr a -1/4.
L’enregistrement des acquisitions se fait en mode séquentiel (CFP puis YFP), sur 3 images a
moyenner par acquisition en mode « between frame ». La séquence est la suivante :

- Lapse 1 : acquisition CFP et YFP.

- Lapse 2: bleach YFP au laser a 100% d’intensité (Line Average 4, Average 6) sur la

zone carrée sélectionnée.
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- Lapse 3 : acquisition CFP et YFP.
Les images peuvent étre soustraites avec la fonction Process-Arithmetic-lmage&image
(figure 96).
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FRET : Fluorescence Resonance Transfer Energy
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FCS : Fluorescence Correlation Sprectroscopy
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Figure 96: Principe du FRET et des principales méthodes d’imagerie de fluorescence (d’apres
http://institut.cochin.inserm.fr/rubric _recherche/Plates-Formes/ et Lippincott-Schwartz, 2001, Trugnan, 2004).

Microinjection de peptide cyclique

Un million de cellules MCF10A, MCF7 ou HelLa sont déposées dans une p100 contenant 16
lamelles de verre de 12mm de diamétre. Lorsque les cellules ont adhéré, chaque lamelle est
transférée dans une p60 avec 3mL de milieu. Huit uL de peptide a 1mM et 2uL de Dextran
Texas Red (a I'obscurité) sont ultracentrifugés 15min a 45000rpm, a 4C (Ultracentrifugeuse
TL Beckman, rotor TLA 45). Deux pL de surnageant sont prélevés avec un cdne ultrafin et
transférés dans une aiguille a microinjection (Eppendorf). Au grossissement 32x, la pression
d’injection est réglée a entre 85 et 100hPa, avec une pression constante entre 64 et 70hPa.
Le temps d’injection est de 0,1sec. L’aiguille est centrée sur I'objectif et la microinjection se
fait sous filtre FITC pour contrdler le flux. Entre une vingtaine et une cinquantaine de cellules
par lamelle sont microinjectées, dont quelques unes en mode « blow » (une grande quantité
est injectée) pour faciliter le repérage des cellules injectées par la suite. Les cellules sont

fixées 1h a 72h aprés, au PFA 4% apres ringage PBS.

Immunofluorescence indirecte

Aprés lavage PBS, les cellules sont fixées au PFA 4%, 10min a 22T. Aprés 3 lavages au
PBS, 3min, les cellules sont perméabilisées avec du Triton X100 0,5% dans du PBS, 10min
a 22T, puis lavées 3 fois au PBS, 3min. La saturation s’effectue avec du SVF ou sérum de
chévre 5% dans du PBS, 30min a 22T. L’anticorps primaire est dilué a la concentration
requise dans du PBS-sérum 5% (40uL pour des lamelles ou des labtecks) et incubé 1h a
37T, 2h a 22T ou la nuit a 4C. Aprés 3 lavages P BS, 3min, I'anticorps secondaire est
dilué dans du PBS-sérum 5% et les cellules sont incubées 45min a 22T. Aprés lavage au
PBS, les cellules sont incubées 10min dans une solution de Hoechst (2ug/mL). Aprés un
dernier lavage au PBS, les lamelles sont montées sur lames avec du Vectashield (Vector) ou

avec du Dako (DakoCytomation) et luttées au vernis (Resist & Shine, L’Oréal).

Microscopie
Les cellules sont observées a l'aide d’un microscope Zeiss (Axiovert 200M), équipé du

logiciel Axiovision 4.4, ou d’'un microscope Leica DMIRBE couplé a un appareil confocal

Leica a balayage laser TCS SP2.
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Test de viabilité cellulaire

En plaque 96 puits, 15000 (MCF7), 5000 (MCF10A) ou 10000 (HelLa) cellules/point sont
déposées. Le lendemain, le milieu est remplacé par du milieu habituel contenant les
composés a tester (10 a 200uM final). A 24h ou a 48h, les cellules sont observées puis
rincées 3 fois avec du PBS. Cent uL de milieu sont ajoutés, suivis de 100uL de CellTiter-Glo
(Luminescent Cell Viability assay, Promega). Ce réactif quantifie '’ATP des cellules vivantes.

Aprés 2min d’agitation et 10min d’incubation, une lecture de luminescence est réalisée.

Ce test permet de déterminer le nombre de cellules viables en culture en quantifiant TATP
présent, ce qui signe la présence de cellules métaboliquement actives. Le signal luminescent
émis est proportionnel a la quantité d’ATP, elle-méme proportionnelle au nombre de cellules
vivantes.

La mono-oxygénation de la luciférine est catalysée par la luciférase en présence de Mg?,
d’ATP et d’0, (figure 97).
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Figure 97 : Réaction luciférase.

FACS

Afin d’enrichir les cellules NIH 3T3 stables GFP-CK2b en cellules fortement fluorescentes,
celles-ci sont triées au FACS. Pour cela, 10 a 12 millions de cellules sont trypsinées,
reprises dans du milieu complet, centrifugées 5min a 1000rpm, et reprises dans 1mL de
PBS-EDTA 5mM. A titre de controle, des NIH 3T3 sont utilisées. Elles sont filtrées sur tube a
hémolyse pour éliminer des agrégats qui pourraient boucher la buse du FACS puis passées
au FACS. Les 8% les plus fluorescentes sont gardées, soit 370 000 cellules, et réétalées en
p60 dans du milieu complet.

La procédure peut étre réitérée quelques jours plus tard : les cellules les plus fluorescentes

sont gardées (40%).
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BiFc
La mise en ceuvre du BiFc est décrite dans la publication « Structure-based design of small
peptide inhibitors of protein-kinase CK2 subunit interaction », Biochem. J.

La mise au point du test est décrite dans la section Résultats, 3partie.

Pour l'immunofluorescence, I'anticorps anti-GFP monoclonal (Abcam) est utilisé au 1/200 et
I'anticorps secondaire goat-anti-mouse-Cy3 au 1/1000. Entre 400 et 600 cellules (soit une
douzaine de champs au grossissement 40X) sont comptées sous filtre Hoechst et Cy3. Dans
les conditions témoins (DMSO), on compte en moyenne 31,8% de complémentation de

fluorescence (pourcentage de cellules fluorescentes par rapport au nombre de cellules total).
Test de blessure

200 000 cellules MCF10A sont étalées dans des plaques de 24 puits. Aprés attachement et
a confluence, une blessure est pratiquée a l'aide d’'un céne de P200 et les cellules sont

rincées avec du PBS. La fermeture de la blessure est suivie au microscope optique apres
2h, 6h, 9h, 24h, 48h, 72h.

148



IV- BIOINFORMATIQUE

Structures cristallographiques utilisées

Les structures utilisées proviennent de la Protein Data Bank (www.pdb.org). Pour CK2q, la
structure 1PJK a été utilisée humaine 1-335 (Niefind, 1998). Pour le tétramere CK2a:2p32, la

structure 1JWH humaine a été utilisée (Niefind, 2001).

Visualisation moléculaire

e Chimera

UCSF Chimera est un logiciel de visualisation et d’analyse moléculaire développé par
Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics (University of California, San
Francisco) financé par le NIH National Center for Research Resources. Chimera peut lire
des structures moléculaires dans différents formats, présenter des structures dans des
représentations variées et générer des images au format jpg et des animations vidéo.
Chimera peut étre téléchargé gratuitement pour les laboratoires académiques et les
particuliers, et fonctionne sous Linux, Windows et MacOS X (Pettersen, 2004 et

http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).
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Figure 98 : Interface graphique de Chimera.
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e SwissPdbViewer

SwissPdbViewer est également un logiciel de visualisation moléculaire, pouvant visualiser
plusieurs molécules simultanément. SwissPdbViewver peut étre téléchargé gratuitement
pour les laboratoires académiques et les particuliers, et fonctionne sous Linux, Windows et
MacOS X (Guex, 1997 et http://www.expasy.ch/spdbv/ ).
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Figure 99 : Interface graphique de SwissPdbViewer.

e Marvin (msketch)

MarvinSketch et MarvinView sont deux logiciels Java développés par la société Chemaxon

(http://www.chemaxon.com/). MarvinSketch est un éditeur de molécules chimiques utilisé

pour dessiner des structures, des requétes et des réactions. MarvinView est un logiciel de

visualisation de molécules chimiques au format mol, sdf, smiles, smart, pdb,.... en 2D ou 3D.
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Figure 100 : Interface graphique de MarvinSketch (a gauche) et MarvinView (a droite).

e MDL Isis/Draw 2.5

Le logiciel MDL Isis/Draw en libre accés permet de dessiner des structures chimiques de

molécules.
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Figure 101 : Interface graphique de MDL Isis/Draw.

Prédiction des hot spots : logiciel ROBETTA

Robetta est un logiciel de prédiction de structures protéiques et d'Ala-scanning des
interactions protéine-protéine (Kortemme, 2002, Kortemme, 2004). Cette fonctionnalité
estime la contribution de I'énergie libre de liaison de chaque résidu d’une interface protéine-
protéine. Un modéle physique simple fournit un score a une série d’interfaces protéine-

protéine dans lesquels les résidus au contact sont individuellement remplacés par de
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lalanine. Aprés chaque mutation virtuelle, I'énergie de liaison résultante est calculée a
nouveau.

Il suffit d’entrer une structure tridimensionnelle d’'un complexe protéine-protéine. Le logiciel
sort une liste de « hot spots » ou chaines latérales d’acides aminés prédits comme pouvant
déstabiliser significativement l'interface s’ils sont mutés en alanine, de maniére analogue aux
résultats d’'une mutagenése dirigée alanine expérimentale. Sur 233 mutations de 19
complexes protéine-protéine, 79% des hot spots et 68% des résidus neutres ont été prédits
correctement. Une interface peut étre analysée en quelques dizaines de minutes. L’analyse
se fait en ligne et les résultats sont disponibles pour n’importe quel utilisateur. Une valeur
négative signifie que la mutation en Ala stabilise le complexe ; une valeur positive signifie
que la mutation en Ala déstabilise le complexe. Plus la valeur s’écarte de 0, plus le complexe

est déstabilisé.

Par exemple, pour linteraction p53-Mdm2, les hot spots majeurs prédits a partir de la
structure 1YCR.pdb sont les résidus 19 (AAG = 3,78), 23 (AAG = 4,38) et 26 (AAG = 2,02),
correspondant aux hot spots décrits et validés dans la littérature.

Pour le complexe CK2, la structure utilisée est 1JWH de Niefind, 2001.

Calcul de distances entre atomes : logiciel MOLMOL

MOLMOL est un programme de graphique moléculaire pour la visualisation, 'analyse et la
manipulation de structures 3D de macromolecules biologiques. Ce programme fonctionne
sous UNIX et Windows et est accessible gratuitement (Koradi, 1996 et

http://hugin.ethz.ch/wuthrich/software/molmol/).

Ce logiciel a été utilisé pour 'une de ses fonctionnalités : le calcul des distances entre

atomes, ici entre CK2a. et les deux CK2f3 avec lesquelles la sous-unité catalytique interagit.

Le script réalisé est le suivant :

#Calcul distances CK2 atomes < 4 Angstroms

InitAll yes
ReadPdb 1JWH.pdb

CalcDist 4 4 4 1 1 0 O
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La commande CalcDist calcule les distances entre atomes en identifiant les paires d’atomes

ayant une distance inférieure a la distance déterminée (4 A) et qui ne sont pas connectés

par une ou deux liaisons.

Visualisation des résidus < 4 A

e avec Molmol

La macro utilisée pour visualiser les résidus de CK20, et CK2j3 se trouvant a moins de 4 A de

distance de la sous-unité opposée est la suivante.

#Affichage.mac

InitAll yes
ReadPdb 1JWH.pdb
StyleBond invisible

Autoscale

#Sélection des aa de alpha2/beta3 avec distance < 4A°

SelectRes ‘mol.num = 2 & num = 36,103’

SelectBond ‘res.selected’

StyleBond neon

RadiusBond 0.5

ColorBond 0 0 1

SelectAtom ' (name = “CA”) & (mol.num = 2) & (res.num = 36,103)"’

LabelAtom “R N”

#Sélection des aa de alpha2/beta4 avec distance < 4A°

SelectRes '‘mol.num = 2 & num =
37,41,40,44,50,52,54,42,43,49,69,72,104,106,108"

SelectBond ‘res.selected’

StyleBond neon

RadiusBond 0.5

ColorBond 0 0 1

SelectAtom ' (name = “CA”) & (mol.num = 2) & (res.num =
37,41,40,44,50,52,54,42,43,49,69,72,104,106,108) '

LabelAtom “R N”

#Sélection des aa de beta3/alpha2 avec distance < 4A°

SelectRes ‘mol.num = 3 & num = 188,189,190,191,193"
SelectBond ‘res.selected’

StyleBond neon

RadiusBond 0.5
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ColorBond 0 1 0

SelectAtom ' (name = “CA”) & (mol.num = 3) & (res.num =
188,189,190,191,193)"

LabelAtom “R N”

#Sélection des aa de beta4/alpha2 avec distance < 4A°

SelectRes ‘mol.num = 3 & num = 166,34,170,169,37,86,126"
SelectBond ‘res.selected’

StyleBond neon

RadiusBond 0.5

ColorBond 1 0 O

SelectAtom ' (name = “CA”) & (mol.num = 4) & (res.num =
166,34,170,169,37,86,126) '

LabelAtom “R N”

SelectAtom ' (name = “CA”) & (mol.num = 3) & (res.num = 188)’
Center

AutoScale

ZoomRel 1

BackColor 0.0 0.0 0.0

ColorInit 1.0 1.0 1.0

e avec SwissPdbViewer

La macro suivante a été écrite pour visualiser les acides aminés de l'interaction CK20-CK2[3
situés a moins de 4 A de la sous-unité opposée en réalisant un dégradé de couleurs : plus le

résidu est clair, plus il est proche de la sous-unité opposée.

AR R I Mapping zone int eract ion

Please do

#Ouvre le fichier CK2

$path = “C:\home\SwissPDBviewer\spdb\structure\”
sfilename = “1JWH2.pdb”;

Open Spath+$filename ;

#Sélectionne les chaines

Salphal = select in “1JWH2” chain “A”";
Salpha2 = select in “1JWH2” chain “B”;
Sbeta3 = select in “1JWH2” chain “C”;
Sbeta4 = select in “1JWH2” chain “D”;
#Distance a la chaine en Angstroms

SR = (float)0.0 ;

$S = (float)0.5 ;
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#Définit SResiduel comme ne contenant rien
SResiduel = S$alpha2-salpha2 ;
SResA = Salpha2-$alpha2 ;

$I =0 ;
Do

{

#Sélectionne tous les éléments compris dans R et S A° autour de la chaine sélectionnée
SEnvAlS = select within $S of S$alphal ;
SEnvB3S = select within $S of $beta3 ;
SEnvB4S = select within $S of $beta4d ;

SEnvAlR = select within $S of S$alphal ;
SEnvB3R = select within $S of $beta3 ;

SEnvB4R = select within $S of $beta4d ;

#Sélectionne tous les éléments compris entre R et S A° et les placent dans EnvXXS

$EnvAlS = $EnvAlS - SEnvAIR ;

$EnvB3S = $EnvB3S - SEnvB3R ;
$EnvB4S = $EnvB4S - SEnvB4R ;

#Dégradé de couleurs

$R = SR+0.5 ;

$S = $S+0.5 ;

$Degrade = 1.2 -$R / 6.3 ;

#Definition des couleurs
Sgreen = <0.0,SDegrade,0.0> ;
Sred = <SDegrade,0.0,0.0> ;

Sblue = <0.0,0.0,SDegrade> ;

#Zone d’interaction alphal

#Rés de alphal (en bleu) a R A° de beta3 et de beta4
SEnvAlR = S$EnvB3S + SEnvB4S - S$beta4 - $beta3 - $Salpha2 ;

Color res of S$EnvAlR by sblue ;

#Rés de beta3 (en rouge) a R A° de alphal
SEnvB3R = S$EnvAlS - sSalphal - $beta4 - $alpha2 ;
Color res of S$EnvB3R by Sred ;

#Rés de beta4 (en vert) a R A° de alphal
SEnvB4R = $EnvAlS - sSalphal - $beta3 - $alpha2 ;

Color res of S$EnvB4R by Sgreen ;

SResiduel = SResiduel + SEnvB3R + SEnvB4R ;
SResA = SResA + SEnvAlR ;
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} while (++$I < 11) ;

Select S$Residuel ;

Show res,side,label of S$Residuel ;

Select ResA ;

Show res,side,label,vdw,ribbon, surface of S$SResA ;
Center on S$Residuel ;

Zoom 350.0 ;

Thank you

Docking

La recherche de molécules inhibitrices par docking a été réalisée en collaboration avec
Antoine Fortuné (DPM, Meylan). Les logiciels utilisés sont Surflex (criblage par similarité et
docking haut débit), Autodock (docking), XScore (fonction de score d’affinité ligand
récepteur), GRID (pour les champs d’interactions moléculaires, docking et QSAR 3D).

La chimiothéque utilisée est la Zinc (UCSF) comportant 3 millions de structures
correspondant a des composés commerciaux et du NCI. Une présélection par criblage basé
sur la similarit¢ morphologique avec le peptide natif est réalisée. Aprés la présélection,
800 000 structures sont testées en docking en 12 a 15 jours de calcul, sur une grappe de 28

ordinateurs PC.

Criblage virtuel : Chemaxon

Afin d’identifier des inhibiteurs de linteraction CK20-CK2B de nature chimique et non
peptidique, un criblage virtuel a été réalisé en se basant sur les données pharmacophoriques
rassemblées lors de la caractérisation du peptide cyclique Pc. Ce criblage a été réalisé en

collaboration avec les bioinformaticiens du CEA (Samia Aci, BIM, CEA Grenoble).

¢ Chimiothéques

Les chimiothéques utilisées sont la chimiotheque Open NCI Database Release 2 (August

2000, http://cactus.nci.nih.gov/ncidb2/download.html) et la chimiotheque PubChem

(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov). La premiére contient 250251 structures 2D

(correspondant a 238 000 composés) au format sdf et smiles, la seconde en contient
660 000.

156




e Logiciel Chemaxon

Le logiciel utilisé est Chemaxon (http://www.chemaxon.com/) et son module JChem Base.
ChemAxon est une société hongroise fournissant des plateformes de développement de
logiciels chimiques pour les industries pharmaceutiques et de biotechnologies. Leurs
produits sont en libre acces pour 'enseignement et la recherche académiques. JChem Base
est un outil pour le développement d’applications permettant a la fois la recherche de
données structurales et non-structurales. JChem Base intégre une variété de systéemes de
données et des interfaces internet, et propose un outil de recherche rapide de sous-
structures, de similarités, d’identité et de superstructure, a l'aide de I'empreinte 2D en

pointillés.

e Recherche de sous-structures et de similarités

Deux types de recherche ont été ici réalisés : recherche de sous-structures et recherche de
similarités. La recherche de sous-structures consiste a identifier des structures possédant les
groupements demandés, avec le méme espacement, et une variabilité non définie entre eux.
Cette recherche s’appuie sur les structures en 2 dimensions. La recherche de similarités

s’attache a identifier des structures qui ressemblent davantage a la structure demandée.

Dans un premier temps, une structure de requéte a été définie, basée sur les résidus 188,
189 et 190 du peptide cyclique Pc, délimitant le pharmacophore actif du composé. La
structure de requéte ainsi définie est rapportée sur la figure 102. Elle consiste en 2 cycles
aromatiques, un phenyl et un oxo-phényl séparés par 10 liaisons covalentes, qui peuvent

étre aussi bien simples, que doubles ou aromatiques (les pointillés signifient “n’importe quel
type de liaison”) impliquant n'importe quel type d’atome (signification du symbole A). La
recherche de composés a été réalisée avec cette requéte au format SMART en utilisant la
commande jcsearch de l'outil JChemBase. Le fichier de la base de données cible spécifié
était le fichier SDF du dossier Open NCI Database Release 2 et I'option de recherche de

sous-structure a été choisie pour cette requéte.

= Xy

Query structure H

Figure 102 : lllustration de la définition de la structure de requéte a partir du peptide cyclique : a gauche

est reportée la conformation des 3 résidus 188, 189 et 190 du peptide cyclique Pc. On peut noter que les deux
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cycles phényls sont dans le méme plan. A droite est reportée la structure de requéte exacte réalisée a partir du

peptide Pc et utilisée pour la recherche de sous-structures.

e Filtres secondaires

Recherche de sous-structures :
191 composés possédant cette sous-structure ont été extraits. Ces 191 composés ont été

ensuite soumis a plusieurs filtres pour réduire le nombre de composés a tester in vitro.

Recherche de similarités :
Le tripeptide F188-G189-Tyr190 ou une molécule exactement similaire n’existe pas dans ces
bases de données. 34 molécules ont été identifiées par le logiciel comme possédant 90% de

similarité, 200 autres avec 80% de similarité.

Ont ainsi été écartés les composés possédant :

- un poids moléculaire inférieur a 200 Da et supérieur a 2000,

- un logP < 5 (régle de Lipinski) afin de garder les composés hydrophobes, vu que
l'interaction CK20-CK2 est principalement hydrophobe.

- les aldéhydes car ils se pontent sur les lysines et s’oxydent en acide carboxylique si
'espace est libre car on n’est pas en milieu anoxique.

- Les hydrazones, car elles dérivent d’'un aldéhyde et sont attaquées prioritairement
par les enzymes du métabolisme cellulaire (réductases).

- Les hydrazines pour les mémes raisons : la molécule se coupe en deux.

- Les molécules réactives.

- Les sucres car ils n’entrent pas dans la cellule, ils sont trop hydrophiles.

- Les composés comportant des ponts disulfures : ils peuvent étre réduits.

- Les composés trop chargés (O+, SH+, N+), car notre interaction est hydrophobe.

- Les aziridines, car elles peuvent s’ouvrir dans un contexte biologique.

- Les furanes sont hépatotoxiques : ils sont ouverts par le cytochrome P450, s’oxydent
et vont ponter 'ADN.

- Les esters, hydrolysés en milieu cellulaire.

- Les métaux, chargés et rares dans les interactions cellulaires.

- Les composés possédant plus de 2 charges a pH 7,4.
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e Obtention des composés

Les composés identifiés par leur numéro NSC peuvent étre commandés au NCI a raison de
40 composés maximum par mois, gratuitement (2mg poudre sont fournis, stockés ensuite a
10mM dans du DMSO a -20C). Cependant, un dernier f acteur limitant a été la disponibilité
des composés : I'état des stocks n’est pas accessible lors de la commande et certains
composés sont épuisés. En définitive, 25 composés ont été testés in vitro dans le test
d’interaction CK20-CK2p radioactif.
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Stratégies pour inhiber une interaction protéine-protéine de haute affinité : I'exemple de

la protéine kinase CK2.

Les nombreux arguments qui plaident en faveur du potentiel oncogénique de la protéine kinase
CK2 en font une cible thérapeutique prometteuse en cancérologie. Cette protéine kinase se
présente sous la forme d'un complexe de deux sous-unités catalytiques CK2a constitutivement
actives et d'un dimére de sous-unités régulatrices CK2R. Notre laboratoire a montré que
l'interaction dynamique entre ces sous-unités dans la cellule est une composante essentielle
dans la régulation de cette enzyme. Pour mieux comprendre cette régulation dans les processus
cellulaires normaux et pathologiques, il apparait nécessaire de développer des molécules
capables de perturber cette interaction protéine-protéine. Pour cela, trois stratégies
complémentaires ont été utilisées : 1) caractérisation des « hot spots » de l'interaction CK2a-
CK2R a partir de la structure cristallographique du tétramére ; 2) conception rationnelle du
premier ligand antagoniste de cette interaction sous la forme d'un peptide cyclique mimétique
(ICso = 3 pM) ; 3) définition a partir de ce peptide d'un pharmacophore utilisable pour identifier
des molécules chimiques analogues par une approche de criblage virtuel. Un cluster de
molécules inhibitrices actives in vitro et in vivo a ainsi été identifié. Elles représentent les

premiers inhibiteurs chimiques de cette interaction.

Strategies for inhibiting high affinity protein-protein interaction: example of CK2.

Many arguments in favour of oncogenic potential of CK2 protein kinase make it a promising
therapeutic target in oncology. This protein kinase is composed of a tetrameric complex of two
catalytic subunits CK2ao. constitutively active and a dimmer of two regulatory subunits CK2[. Our
laboratory showed that dynamic interaction between these two subunits in cell is an essential
component for this enzyme regulation. For better understanding this regulation in normal and
pathologic processes, it seems necessary to develop compounds able to perturb this protein-
protein interaction. In this respect, three complementary strategies were used: 1) hot spots
characterization for CK20-CK2p interaction based on tetramer crystal structure. 2) rational
conception of the first antagonist of this interaction as a mimetic cyclic peptide (ICso = 3 uM). 3)
pharmacophore definition based on this peptide allowing to identify chemical molecules analogs
by virtual screening. A cluster of chemical compounds active as well in vitro as in vivo has been

identified. They represent the first inhibitors for this interaction.



