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Des agents
thérapeutiques
ciblant

des interactions
protéine-protéine
Mythe ou réalité ?

Béatrice Laudet, Renaud Prudent,
Odile Filhol, Claude Cochet

> Les interactions protéine-protéine jouent un
role fondamental dans les voies de signalisation
qui régulent de nombreuses fonctions cellulai-
res. Les propriétés structurales et fonctionnelles
des interfaces protéine-protéine sont a présent
mieux connues, offrant par la des opportuni-
tés pour des interventions thérapeutiques. Le
développement de petites molécules capables
de moduler ce type d’interactions est difficile.
Néanmoins, des progres significatifs dans cette

direction ont été réalisés sur plusieurs fronts.
Inserm U873, Institut

de Recherches en Technologies

A I'aide de quelques exemples, nous résumons

dans cet article les travaux récents dans ce ‘ ‘
. , et Sciences pour le Vivant,
domaine en émergence. <

Dans un organisme vivant, les cellules sont régulie-
rement exposées a une variété de signaux a partir de
leur micro-environnement. Nombre de ces signaux
sont détectés par des récepteurs présents a la surface
des cellules, puis amplifiés et «transduits » par des
réseaux complexes de signalisation intracellulaire.
Uorganisation spatiale et I'activation de ces réseaux
dépendent de fagon cruciale d’interactions spécifiques
entre les différentes protéines qui les composent. Les
processus d’apoptose, notamment, mettent en jeu des
réseaux complexes d’interaction protéine-protéine qui
dictent la survie ou la mort cellulaire ; les interactions
protéine-protéine sont donc fondamentales pour la
régulation des points de controle de I'homéostasie
cellulaire. €lles constituent un réseau dynamique et
adaptable, '« interactome », capable d’intégrer des
signaux intra- comme extracellulaires et de modifier le
comportement cellulaire.

Propriétés des interactions protéine-protéine
Les interactions protéine-protéine mises en jeu dans les
complexes enzyme-substrat ne seront pas décrites dans

cet article, consacré aux propriétés des interactions
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«non catalytiques » qui conduisent a des homo- ou
hétéro-oligomérisations de protéines.

Différentes approches combinées de biologie structu-
rale permettent de comprendre comment fonctionnent
les interfaces protéine-protéine au sein de ces com-
plexes moléculaires. Bien que les principes structuraux
et fonctionnels qui gouvernent ces interactions soient
d’une grande diversité, les interfaces protéine-protéine
sont, dans de nombreux cas, larges (typiquement 1300
a 3000 Az), et leurs surfaces compactes, hydrophobes
et relativement planes [1, 2]. La combinaison des ana-
lyses cristallographiques et de mutagenese dirigée a
révélé la présence, au niveau de ces interfaces, d’acides
aminés essentiels pour I’interaction (hot spots).

La résolution de la structure tridimensionnelle de diffé-
rents complexes protéiques a permis de mettre en évi-
dence I'existence de régions centralisées et accessibles,
constituées d’acides aminés cruciaux pour I'interaction
des protéines composant ces complexes [3]. Ces hot
spots sont présents sur les deux cotés de I'interface
protéine-protéine. Les structures cristallographiques
montrent que ces régions sont hautement complémentai-
res 'une de I’autre, avec des résidus hydrophobes d’une
surface s’engageant précisément dans des « puits » pré-
sents sur la face opposée. |l est remarquable de constater
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 confere 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 ’analyse des interactions protéine-protéine. YFP
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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 requierent 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 I’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 controle unique sur des
événements cellulaires majeurs, a Porigine 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, I'extréme 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 I'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 Iinhibiteur.

Toutefois, il faut admettre que ces avantages ont été pendant longtemps
tempérés par le fait que, contrairement a la démarche classique qui repose
sur Pinhibition 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 intrinseéques 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 I'interaction 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 Mdm2, 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
Ianalyse 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
I'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 '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 chimiotheéques, 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 trés
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 possedent 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 deuxiéme stratégie s’appuie sur les développements récents de la
bio-informatique. €lle consiste a tester in silico la complémentarité
de forme et I’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 chimiothéques 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 @ construire rationnellement une molécule a partir des seules
données structurales du complexe. Uenjeu, 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 phénomenes primordiaux tels que la flexibilité conformationnelle
des protéines ou I'influence du solvant et des ions dans I'interaction
protéine-ligand.

évaluation des composés

Dans tous les cas, les molécules pré-sélectionnées
apres criblage doivent étre validées en culture cel-
lulaire, et le phénotype attendu résultant de I'ex-
position a 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. lls doivent notamment étre
capables d’accéder aux compartiments cellulaires ol
I'influence des

modifications post-traductionnelles des protéines sur

se trouvent leurs cibles. Par ailleurs,

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 :
cas rompue par compétition avec la partie glycosylée
[23]. L'ubiquitinylation 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 polymeéres d’ubiquitine,

I'interaction protéine-protéine est dans ce

de rompre 'interaction ubiquitine-protéasome.

Bel-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 =1 nM, pdb
1ySl, [31]) 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, Ile4 (pdb 1G3F, [35]). D. Un tripeptide non naturel
optimisé inhibe I'interaction avec une IC;; de 5 nM (pdb
1TFT, [39]1). €, F, G. Interaction p53-Mdm2. €. La liaison du
domaine de transactivation de p53 a la protéine Mdm2 (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 [Csy de 140 nM. G. Des petites molé-
cules chimiques, les nutlins, miment les hot spots de p53 et
inhibent I’interaction avec une IC5y de 100 nM (pdb 1RVI [8]).
Les images graphiques ont été produites grace au logiciel
UCSF Chimera package [41].
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Enfin, 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 I'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 Bcl-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 o qui
interagit avec une poche hydrophobe de Bcl-x [29] et inhibe Pinteraction
Bel-x,-Bax (Figure 2A). 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 Bel-2. Lun de ces composés, ABT-737, bloque
I’hétérodimérisation entre Bax et Bcl-2 (Figure 2B) ; il induit 'apoptose de
cellules transformées et sensibilise les cellules tumorales surexprimant Bcl-2
aux chimiothérapies [30]. Par ailleurs, d’autres composés chimiques ciblant
cette interaction provoquent la régression de tumeurs du poumon dans un
modeéle 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
Papoptose [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 a 'apoptose
induite par le facteur apoptotique TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand) et stimulent activité antitumorale de ce facteur dans un modele
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 bloguer 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 IAP, de promouvoir I'activation des caspases, en synergie avec le TNFou
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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 TNFou-NFicB, ce « mime chimique » de Smac pourrait
conduire au développement d’agents thérapeutiques dans le
cadre des pathologies de I'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, 'activité de p53 est
réprimée par un régulateur négatif, la protéine Mdmz2,
dont I"amplification dans de nombreux cancers favorise
une prolifération incontrolée. L'inhibition de I'interaction
p53-Mdm?2 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-Mdm2 est apparu possible lorsqu’il a été
montré que de petits peptides correspondant a 'extrémité
aminoterminale de p53, en se fixant sur "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 & 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 Mdm?2 (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 IC5y de ordre de 100 nM a 300 nM [8].
Comme attendu, les Nutlins provoquent "activation de p53
et I'apoptose de cellules cancéreuses. Plus spectaculaire
encore, "administration orale de Nutlin pendant 3 semai-
nes a des souris nude porteuses de xénogreffes de cellules
d’ostéosarcome conduit @ un arrét de la croissance des
tumeurs [8].

Conclusions et perspectives

€n conclusion, I'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 interac-
tion tubuline o-tubuline 3 [38], démontrent que les inte-
ractions protéiques intracellulaires constituent une nouvelle
source de cibles thérapeutiques importantes. Les molécules
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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.
€nfin, 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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