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Les polyoxométallates

Des inhibiteurs inorganiques

de la protéine kinase CK2

Renaud Prudent, Bernold Hasenknopf, Claude Cochet

Lintérét médical des protéine-kinases
La dérégulation de voies de signalisation
cellulaires est a Iorigine de Iinitiation
et de la progression des pathologies
cancéreuses. Elle participe également a
la réponse ou a la résistance des tumeurs
aux traitements chimio- et radiothéra-
piques. Ces voies de signalisation sont
riches en protéine kinases qui catalysent
le transfert d’un groupement phosphate
de ’ATP sur des protéines substrats. Ces
enzymes sont ainsi capables d’intégrer,
d’amplifier et de relayer les signaux
extra- et intracellulaires qui contrdlent
I’homéostasie cellulaire. Le lien étroit
entre les protéine kinases et le cancer
avait été mis en évidence pourla pre-
miere fois il y a plus de 30 ans, lors-
que Harold Varmus et Michaél Bishop
avaient démontré que le premier onco-
gene découvert, src, codait pour une
enzyme a activité tyrosine kinase. Depuis
cette époque, certaines de ces protéine
kinases dérégulées dans des pathologies
cancéreuses sont devenues des cibles
privilégiées pour les nouvelles chimio-
thérapies. Plusieurs inhibiteurs de ces
enzymes sont utilisés en clinique avec
une efficacité et une tolérance supé-
rieures a celles des traitements classi-
ques. Ainsi le Glivec® (Imatinib mésylate)
ciblant la kinase BCR-ABL (breakpoint
cluster region-abelson) est actif dans
certaines leucémies myéloides chro-
niques et dans les tumeurs stromales
gastro-intestinales (GIST) ayant une
mutation du récepteur ckit. Tarceva®
et Iressa®, ciblant le récepteur de I"EGF
(epidermal growth factor), sont actifs
dans certains gliomes et cancers du pou-
mon respectivement.
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La protéine kinase CK2

La protéine-kinase CK2 (anciennement
caséine kinase 2) a un rdle critique dans
une multitude de voies de signalisation
controlant la prolifération cellulaire, la
résistance a I"apoptose chimio-induite
et la réparation de dommages a I’ADN
[1-3]. Pexpression de CK2 est déré-
gulée dans un large panel de cancers
et son activité kinase est corrélée a la
progression tumorale. Ainsi, des tra-
vaux de plusieurs laboratoires, dont le
nbtre, ont montré que la surexpression
ou la localisation cellulaire aberrante
de CK2 constitue un marqueur pronosti-
que défavorable dans les cancers de la
prostate [4], du poumon [5] et dans les
leucémies aigués myéloides [6]. De plus,
des travaux récents ont montré que I’in-
hibition de CK2 dans un modele murin de
xénogreffe tumorale induit une régres-
sion des tumeurs implantées [7], ce qui
suggere que cette enzyme exerce, a c6té
de ses fonctions normales, des fonctions
directement associées a I"oncogenése.
Enfin, IYinhibition pharmacologique de
CK2 restaure une sensibilité aux dro-
gues dans des cellules lymphoblastoides
ayant un phénotype de multi-résistance.
Ce faisceau d’arguments souligne I’inté-
rét médical grandissant pour la CK2 en
tant que cible thérapeutique [8, 9].

Inhibiteurs ATP-mimétiques

Actuellement, la majorité des inhibiteurs
de kinases utilisés en clinique sont des
mimétiques de I'un des substrats de
I’enzyme : I’ATP. Ces molécules chimiques
ciblent la kinase dans une conformation
active. Elles agissent alors comme des
leurres, se fixent dans son site cata-

lytique et ’empéchent de progresser
dans sa réaction de phosphorylation. Une
seconde classe d’inhibiteurs cible préfé-
rentiellement la conformation inactive
de la kinase, empéchant son activa-
tion. Ces inhibiteurs, comme le Glivec,
le BIRB796 et le sorafénib (Nexavar®)!,
utilisent le site de fixation de I’ATP ainsi
qu'une poche hydrophobe adjacente
créée par la boucle d’activation dans
une conformation fermée.

Bien que ces différentes approches se
soient révélées fructueuses en termes
de retombées thérapeutiques, certaines
limitations sont apparues : émergence
de résistances (mutation dans le site de
fixation de I’ATP), faible taux de réus-
site en phase préclinique di a un man-
que de spécificité (inhibition indésirable
d’autres kinases que la cible visée). €n
effet, les protéine kinases forment une
large famille d’enzymes dont le site de
fixation de P’ATP est I'un des domaines
les plus conservés. Le risque est donc
grand d’isoler des molécules inhibant la
cible visée mais aussi d’autres kinases ou
enzymes utilisant I’ATP, avec pour corol-
laire une toxicité non souhaitée. Parce
qu’elles entrent en compétition avec les
concentrations élevées de I’ATP intracel-
lulaire, ces molécules doivent présenter
une forte affinité pour la kinase ciblée.

Inhibiteurs qui n’entrent pas

en compétition avec I’ATP cellulaire
Partant de ce constat, de nouvelles stra-
tégies [10] sont développées afin de
perturber le fonctionnement de I’enzyme

!Le BIRB796 est un inhibiteur de p38, et le sorafénib un
inhibiteur de protéine-kinases (Raf kinase, VEGF-R1,-R2 et
-R3, PDGFR-b, FIt3, c-kit et RET).
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sans cibler le site catalytique. €n effet,
il est possible de cibler d’autres régions
critiques de la kinase telles que le site
de fixation du substrat protéique, le site
de fixation d’éventuels partenaires ou
de sous-unités régulatrices. Il est égale-
ment possible de cibler une région dont
la fonction n'est pas encore assignée et
qui, par allostérie, peut bloquer I’en-
zyme dans une conformation inactive. €n
d’autres termes, il est possible d’exploiter
la plasticité conformationnelle des kina-
ses en stabilisant leurs conformations
inactives, et ainsi de bloquer leur acti-
vité. Ce mode d’action émergent présente
plusieurs avantages: contrairement aux
formes actives qui subissent une pression
de sélection pour accomplir la réaction
catalytique, les conformations inacti-
ves sont moins conservées et donc plus
spécifiques d’une cible particuliére. Les
nouveaux inhibiteurs ainsi développés
sont souvent plus spécifiques (ne ciblant
pas le site conservé de fixation de I’ATP)
et n’entrent pas en compétition avec
’ATP cellulaire. Ces composés devraient
donc étre plus efficaces, mieux tolérés et
offrir une opportunité pour les patients en
échec thérapeutique lors de I'apparition
de résistances. Parmi la cinquantaine
d’inhibiteurs aujourd’hui testés dans des
essais cliniques, certains n’entrent pas
en compétition avec 'ATP cellulaire: le
BIRB798 ciblant la p38MAPK, utilisé contre
la polyarthrite rhumatoide, est actuelle-
ment en phase Il d’essai clinique, ou bien
le BAY43-9006 ciblant le récepteur du

VEGF (vascular endothelial growth fac-
tor), est & visée anti-angiogénique.

Inhibiteurs de la CK2
Différents
compétition avec I’ATP ont été dévelop-
pés contre la CK2 dont le TBB et le DMAT
sont les plus représentatifs (Figure 14).

inhibiteurs entrant en

Ces molécules organiques représentent
des outils utiles en recherche, mais sont,
jusqu’a présent, incompatibles avec leur
utilisation en clinique [8]. Dans le but
d’identifier des structures innovantes,
nous avons cherché a isoler de nouvelles
classes de molécules capables d’inhiber
la CK2 en se fixant sur d’autres domaines
de la kinase, et qui ne seront donc pas
des compétiteurs de I’ATP [11-14].

Les polyoxométallates, une nouvelle
famille d’inhibiteurs de la CK2

Un criblage a haut débit d’une collec-
tion de molécules chimiques, réalisé
sur la plate-forme robotisée du Centre
de criblage pour molécules bio-actives
(CEA, Grenoble), nous a permis d’iden-
tifier diverses classes d’inhibiteurs de
CK2. La plupart des molécules acti-
ves sont des compétiteurs de I’ATP (&
I’instar des inhibiteurs existants). Plus
innovant, certaines molécules n’ont pas
cette propriété. C’est le cas d’une classe
de molécules originales: les polyoxomé-
tallates (POM). Ces molécules « inorga-
niques » sont des agrégats nanométri-
ques anioniques de métaux de transition
(vanadium, molybdéne, tungsténe) et

&

Exosite

M/Sn° 12, vol. 24, décembre 2008

d’oxygeéne; leur composition et leur
structure sont donc fondamentalement
différentes de celles des inhibiteurs
organiques qui, eux, ont un squelette en
carbone. Elles possédent des proprié-
tés intéressantes en catalyse chimique.
De plus, plusieurs POM présentent des
activités antivirales, antibiotiques et
anti-cancéreuses [15, 16]. Cependant,
leur mécanisme d’action et leurs cibles
cellulaires demeurent mal définis. Une
grande série de polyoxométallates a été
synthétisée a I'Institut de chimie molé-
culaire a Paris, et notre étude a permis
d’établir les principales caractéristiques
de I'interaction CK2-POM. Ces molécu-
les originales présentent une affinité
de I'ordre du nanomolaire pour la CK2,
ce qui en fait les inhibiteurs les plus
puissants de CK2 a ce jour. Des études
enzymatiques portant sur un panel de
différentes protéine kinases ont révélé
que les POM sont spécifiques de la CK2.
lls agissent sur ’enzyme selon un mode
d’inhibition totalement inédit en se
fixant sur un site en position distale par
rapport au site catalytique (Figure 1A).

Conclusion

L'apport combiné du criblage automatisé
de molécules chimiques, de la biochimie
et de la biologie structurale a révélé
I’existence d’exosites sur les kinases.
La perturbation de ces domaines (dif-
férents du site de fixation de I’ATP) est
capable d’altérer I'activité catalytique
de I’enzyme.

Figure 1. Deux mécanismes d’inhibition de la
CK2. Différents inhibiteurs entrant en compé-
tition avec ’ATP ont été développés contre la
CK2. A. Le TBB (en rouge) se fixe dans la poche
catalytique au niveau du site de fixation de
I’ATP. B. ’étude approfondie du mode d’action
des POM a révélé que ces composés ne se fixent
pas dans la poche de fixation de ’ATP mais sur
un domaine différent. Cela révele Iexistence
d’un exosite sur CK2, dont la caractérisation

plus précise est en cours.

1013



1014

Les polyoxométallates représentent le
prototype de molécules inhibant la CK2
sans entrer en compétition avec I’ATP.
Elles appartiennent a une famille de
molécules inorganiques composées de
métaux et d’oxygene. Cela démontre la
nécessité d’utiliser tous les éléments du
tableau périodique pour trouver des nou-
veaux composés actifs. La chimie inorga-
nique a donc sa place dans le dévelop-
pement d’agents thérapeutiques. Parce
que les POM nous ont permis de révéler
I’existence d’un exosite sur cette kinase,
ces molécules constituent des sondes
précieuses pour la caractérisation et
I’exploitation de cet exosite. L'objectif
des travaux en cours est, entre autres,
d’élucider le mécanisme d’action de ces
molécules. Ces connaissances seront
alors déterminantes pour leur optimisa-
tion en futur candidats-médicaments. ¢
A new class of inorganic CK2 inhibitors
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Comment les nombres
se répartissent dans I’espace

Une intuition originelle logarithmique

Véronique Izard, Pierre Pica, €Elizabeth Spelke, Stanislas Dehaene

> Des branches entiéres des mathéma-
tiques sont fondées sur des liens posés
entre les nombres et I’espace : mesure
de longueurs, définition de repéres et
de coordonnées, projection des nombres
complexes sur le plan... Si les nombres
complexes, comme I’utilisation de repe-
res, sont apparus relativement récem-
ment (vers le XVII¢ siecle), la mesure des
longueurs est en revanche un procédé
trés ancien, qui remonte au moins au
3¢ ou 4¢ millénaire av. J-C. Loin d’étre
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fortuits, ces liens entre les nombres et
I’espace refleteraient une intuition fon-
damentale, universelle, fagonnée au
cours des millénaires par la sélection
naturelle, et qui aurait servi de guide et
d’inspiration aux mathématiciens au fil
des siécles [1, 2].

Association d’une dimension

spatiale aux nombres

Ainsi, de nombreuses expériences réve-
lent que les adultes associent automa-
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tiqguement une dimension spatiale aux
nombres [3]. Par exemple, les petits
nombres induisent un biais perceptuel
et moteur pour la partie gauche de
I’espace, tandis que les grands nombres
favorisent la partie droite. Ces effets



