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Résumé :

Le Complexe CDK1-CyclineB ou MPF est un complexe protéique permettant le passage
G2/M du cycle cellulaire. Il active ou inhibe des protéines cibles par phosphorylation et
contrdle ainsi leur expression. Il a été observé que le MPF est surexprimer dans divers types
de cancer, ce qui lui considérer comme une cible thérapeutique potentielle. Un des
médicaments qui agissent en inhibant est le Dinaciclib. Il s’agit un inhibiteur de CDK1 se
liant au poche ATP via le fragment pyrazolopyrimidine.

Le docking moléculaire par les logiciels Pyrx et UCSF Chemira été consacré, cette méthode a
permis de réaliser un criblage virtuel de seuls 8 composés présentés une affinité supérieure
envers le MPF.

A la fin du docking, les composés 71048607 et 95869569 sont les meilleus inhibiteurs
théoriquement plus sélectifs pour utiliser comme des candidats en médecine et
pharmacologie.

Mot clés :MPF, CDK1, Cancer, Dinaciclib, Docking Moléculaire.




Abstact :

The CDK1-CyclineB Complex or MPF is a protein complex allowing the G2/M passage of
the cell cycle. It activates or inhibits target proteins by phosphorylation and thus controls their
expression. It has been observed that MPF is overexpressed in various types of cancer, which
consider it as a potential therapeutic target. One of the drugs that act by inhibiting is
Dinaciclib. It is a CDK1 inhibitor binding to the ATP pocket via the pyrazolopyrimidine
moiety.

Molecular docking by Pyrx and UCSF Chemira software was dedicated, this method made it
possible to carry out a virtual screening of only 8 compounds presenting a higher affinity
towards MPF.

At the end of docking, the compounds 71048607 and 95869569 are the theoretically better
and more selective inhibitors to use as candidates in medicine and pharmacology.

Keywords: MPF, CDK1, Cancer, Dinaciclib, Molecular Docking.
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Le cancer est une maladie caractérisée par la prolifération incontrdlée des cellules ; celles-ci
ayant échappé aux mécanismes de régulation qui assurent le développement sain de
I’organisme. Cette division incontrélée rend les cellules cancéreuses plus difficiles a
éradiquer. Elles échappent ainsi aux mécanismes de la mort programmée de la cellule
(apoptose), et sont donc considérées comme « immortelles ». Ramener cette prolifération
cellulaire sous controle, en tentant de réguler le cycle de la division cellulaire, semble étre un
moyen efficace pour lutter contre le cancer. Le cycle cellulaire est contrdlé par la présence de
protéines régulatrices a chaque étape de la vie cellulaire. Parmi les principaux mécanismes de
la régulation, on compte la phosphorylation par les protéines kinases.

La kinase clé dans la division cellulaire est le CDK1(également appelée Cdc2) ; c’est le
facteur responsable de 1’entrée en mitose , d’ou son nom MPF (facteur de promotion de la
mitose). L'activation du MPF nécessite une association stoechiométrique de la Cycline B avec
cdc2, et une série de phosphorylations et de déphosphorylations médiées par Cdc25. Ainsi
que cette inactivation nécessite la dissociation de Cdk1 de la Cycline B suivie de la
dégradation protéolytique de cette derniere. Or, cet enzyme est dérégulé de fagon surexprimé
dans les tumeurs, ce lui qui cause la prolifération permanante des cellules cancéreuses.

Ces défauts observés dans la régulation de la division cellulaire ont suscité la recherche de
composés capables d’inhiber la prolifération des cellules tumorales. Les kinases dépendantes
des Cyclines sont donc des cibles de choix pour la découverte de nouveaux composés a visée
thérapeutique.

Le développement d’inhibiteurs de kinases en général et de MPF en particulier a permis
I’avenement de nouveaux traitement a partir de 2001, validant ce dernier comme une cible
thérapeutique. Le dinaciclib est une petite molécule inhibitrice sélective et puissante de CDK1
a une concentration nanomolaire. Il a été rapporté que ce dernier est actif contre un large
éventail de lignées cellulaires cancéreuses humaines et inhibe la croissance tumorale dans des
modeles précliniques. Le dinacilcib a un profil de sécurité et de pharmacocinétique favorable.
Cependant, aucun médicament n’a encore été commercialisé a ce jour.

Nous avons tenté dans cette étude par une approche in silico, en utilisant les logiciels de
docking moléculaire, de prédire I’utilisation potentielle d’analogues du Dinaciclib comme

inhibiteurs du MPF dans la lutte contre le cancer.
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A.Le cycle cellulaire :

Le cycle cellulaire est une succession d'étapes qui déterminent et limitent la durée de vie des
cellules. La cellule nait, vit, se divise et meurt. Le cycle cellulaire est le point central de tous
les organismes et se compose de deux processus séquentiels : I’interphase (phase G1, S et
G2), au cours de laquelle la cellule double sa masse et duplique son matériel génétique, et la
phase mitotique (phase M), au cours de laquelle deux cellules filles sont formées, chacune
avec un ensemble complet de chromosomes. Lorsque la cellule ne se divise pas, elle est dans
un état de quiescence, appelé aussi phase G0,

A un certain point de la phase G1, les cellules progressent dans le cycle sans avoir besoin de
signaux mitogeénes et deviennent capables d'auto-prolifération. Ce point est appelé point de
restriction®. Ainsi plusieurs anomalies peuvent avoir lieu lors de la formation des nouvelles
cellules. Afin d’éviter cela, deux "points de controle" vérifient a la fin de la phase G1 ou G2,

si le processus a été correctement réalisé avant de progresser dans la phase suivante?.

Phase S:

Réplication de
I'ADN

Phase G2:
Croissance,
préparation de
la mitose

[ -—
\ Point de contrédle

e M:

/
4 P
Vi Division
/ cellulaire
/ GO
Phase GO:
Hors du cycle
cellulaire

Point de contrdle
\ 2.
-

Point de restriction

Phase G1:
Croissance,
préparation de
la réplication

Signaux mitogeénes ’

Figure 1: Représentation du cycle cellulaire avec ses deux points de contréle et son point de

restriction®.
B.La régulation du cycle cellulaire :

Pour assurer, d’une part, I’ordre immuable de la succession des quatre phases du cycle
(régulation du cycle), et d’autre part, 1’obtention de deux cellules filles rigoureusement
identiques (surveillance de I’ADN), la cellule dispose de systemes de régulation hautement
perfectionné. Dans le premier cas, ce sont essentiellement des kinases Cyclines-dépendantes,

les CDK, qui interviennent. Dans le second cas, d'autres molécules participent a divers
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mécanismes de surveillance du cycle pour inhiber les CDK régulant le cycle et stopper le

cycle, si I’étape précédente n’est pas terminée, ou si une « réparation » est nécessaire®.

1.Les kinases dépendantes des Cyclines ; CDKs :
01.Définition du CDK :

Les protéines kinases sont impliquées dans la régulation des activités cellulaires par le biais
de la phosphorylation. Ce rdle régulateur de phosphorylation a été découvert dans les années
1950 par Edwin G. Krebs et Edmond H. Fischer, récompensés en 1992 par le Prix Nobel de

médecine?.

D’un point de vue mécanistique, les protéines kinases accélerent le transfert d’un groupement
v-phosphate de I’ATP vers une fonction hydroxyle d’un résidu sérine, thréonine ou tyrosine
présent dans une protéine cible. Ce mécanisme de régulation cellulaire s'exerce sur les
protéines pour modifier leur activité et induire par la suite toute une cascade d'activation. Ces
protéines kinases sont donc impliquées dans la majorité des voies de transduction du signal
chez les cellules eucaryotes’.

L’existence et I’identification de kinases dépendantes des Cyclines a été une découverte clé
qui a valu en 2001 le prix Nobel de physiologie et médecine a L. Hartwell, P. Nurse et T.
Hunt®,

Les CDK sont de petites protéines de 30 a 60 kDa appartenant au groupe des sérine-thréonine
kinases. Composées de sous-unités catalytiques, ces CDK ne sont activées que lorsqu'elles
forment des complexes hétérodimériques avec la sous-unité régulatrice, la Cycline. Nous
verrons que certaines CDKs nécessitent, en plus de leur liaison avec la Cycline, une

phosphorylation du complexe afin d’étre totalement actives (Hanks et al., 1988)°.

Protéines kinases

ATP ADP

Protéine \ ’ > P-Protéine

(Ser, Thr, Tyr) (Ser-P, Thr-P, Tyr-P)

Figure 02: La réaction de phosphorylation®®.
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02.Structure du CDK :

L’¢étude cristallographique aux Rayons X de la protéine humaine CDK2, a permis de

déterminer la structure globale des CDKs!?,

Les CDKs sont tres homologues, on retrouve 40 a 75 % de similitudes entre les CDK1 a
CDK7*2. Elles présentent toutes une structure tridimensionnelle similaire, caractérisée par

I'existence de deux domaines.

e Un domaine N-terminal, constitué d’un feuillet de 5 brins-f antiparalléles et d’une
seule grande hélice a présentant la séquence PSTAIRE (correspond au code a une
lettre des acides aminés (PSTAIRE = proline, sérine, thréonine, alanine, isoleucine,
arginine et glutamate).

¢ Un domaine C-terminal, de plus grande taille, composé essentiellement d’hélices a et
d’une région flexible, appelée segment d’activation ou boucle T, qui est impliquée
dans la régulation de 1’accés au substrat.

Les deux signatures caractéristiques des CDKs, jouant un role primordial dans leur régulation,

sont I’hélice o PSTAIRE ainsi que le segment d’activation.

_ cdk2
N-teminal
boucle-P (» hélice-a
ATP - PSTAIRE)
thr160 N
. glu
segment hélice
d'activation
C-teminal
-
S
& ¢
]

Figure 3: Structure de la CDK humaine complexée avec I’ATP®,
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03.Activation des CDK :

Pour étre actives, les CDKs présentent une conformation de deux sites de fixation qui doivent

étre accessibles; en plus de I’accrochement avec les Cyclines :

Le site de liaison de PATP :se trouve dans une fente a I’intersection entre les deux

domaines (N- et C-terminal)'4. Le positionnement de I’ATP est déterminé par une
boucle fixant le phosphate (boucle P) ; Cette boucle est constituée d’une séquence
riche en glycine. La base adénine de I’ATP est positionnée dans une poche
hydrophobe entre les feuillets B du petit domaine N-terminal. Les groupements
phosphates de I’ATP sont positionnés en fonction des interactions avec certains
résidus ainsi que la partie amide du squelette de la boucle fixant le phosphate (boucle
P) riche en glycine®®.

Site de liaison de protéine cible : Deux sites de phosphorylation ont des propriétés

inhibitrices (Tyr/Thr). Ces deux résidus sont situés au milieu de la boucle P. On
retrouve ¢galement un site de phosphorylation, situé sur le segment d’activation, qui
posséde une propriété activatrice (Thr).

Site de liaison de la Cycline : Le principal régulateur de I’activité des CDKS est la

liaison avec son partenaire, la Cycline. Une méme CDK peut s’associer a des Cyclines

différentes. Et une méme Cycline peut activer différentes CDKS.

Lors de son association, la Cycline interagit avec les deux domaines N- et C- terminaux de la

CDK. Ces contacts entrainent des changements significatifs de conformation®® qui sont listés

ci-dessous :

21

o - Ouverture de la structure bipolaire

o - Déplacement du segment d’activation avec une exposition vers la surface du
résidu thréonine.

o [ Glissement et rotation de 90° de I’hélice PSTAIRE du lobe N-terminal. Ce
mouvement va déplacer un acide glutamique (Glu) du domaine vers 1’intérieur du
site catalytique permettant la fixation et 1’orientation de I’ATP lors du transfert

du groupement phosphate.




PSTAIRE Helix 3
Helix “ Helix 5

Figure 4: La base structurale du CDK et son activation par Cycline'.
04.Les différents complexes CDK-Cycline au cours du cycle cellulaire

L'enchainement des phases au cours du cycle cellulaire dépend de 1’association séquentielle
de différentes CDKSs avec différentes Cyclines. Ceci est souvent spécifique & un CDK
particulier 7. En début de phase G1, la cellule est dépourvue de Cycline. Si les conditions
nutritives et environnementales sont favorables a sa prolifération, des signaux extracellulaires
initient la synthése de Cycline D qui s'associe 8 CDK4 et/ou CDK®6, les complexes CDK4-
Cycline D et CDKG6-Cycline D présentant des activités redondantes. Ces néo-complexes
CDK4/6-Cycline D lancent la transcription des génes requis pour la phase-S, en particulier
celle de la Cycline E puis de la Cycline A8, Les complexes CDK2-Cycline E orchestrent
I’entrée en phase-S. Les complexes CDK2-Cycline A assurent la réplication de I’ADN et
déclenchent simultanément la transcription de la Cycline B. En phase-G2, la Cycline A puis la
Cycline B s’associent a CDK1, les complexes CDK1-Cycline B étant maintenus inactifs.
Quand les mécanismes de surveillance ont achevé de contrdler la qualité de I'ADN répliqué,
les complexes CDK1-Cycline B sont activés et déclenchent 1’entrée puis la progression dans
la phase-M. En fin de métaphase, les complexes CDK1 sont progressivement inactivés pour

permettre la sortie de la phase-M et le retour en interphase.
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Figure 5: Interventions des CDKs au cours du cycle cellulaire®.
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A.CDK1, kinase pivot de la phase-M :

La régulation de la division cellulaire fait intervenir deux mécanismes majeurs qui sont
indépendants de la transcription car ils sont effacés a ce stade : le turn-over de régulateurs
protéiques, qui repose sur leur synthése et leur dégradations, et des modifications post-
traductionnelles réversibles, en particulier les phosphorylations; Depuis la découverte du
CDKI1 dans les années 1980, cette kinase a longtemps été considérée comme la clé de voute

de la division cellulaire, qu’elle soit mitotique et méiotique™®
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Figure 06: Représentation tridimensionnel du CDK1 associé & Cks1%°.

B.Le MPF, un facteur universel conduisant a I’entrée en mitose :

1.1dentification du facteur MPF :

Dans les années 1960 et 1970, un facteur universel a ét¢ découvert qui permettent aux cellules
d'entrer en mitose. Ce sont les travaux de Masui et collaborateurs réalisés a partir d’ovocytes
d’amphibiens Rana pipiens qui furent les plus marquants?’. En effet, leurs expériences ont
permis, pour la premicre fois, 1’identification d’un facteur cytoplasmique responsable de la
rupture de I’enveloppe nucléaire et I’émission du premier globule polaire (maturation

méiotique) d’un ovocyte arrété en prophase de premiere division de méiose (assimilé a la
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phase G2)?!.Ce facteur issu des ovocytes bloqués en métaphase de deuxiéme division était
appelé facteur favorisant la maturation (ou MPF). Par la suite, d’autres travaux ont mis en
¢vidence que ce facteur était aussi bien requis pour ’entrée en meiose qu’en mitose, il fut
donc renommée << M-phase /Mitosis Promoting Factor>>??. A la méme époque, le MPF fut
isolé et caractérisé dans les cellules humaines?3, des ovocytes de Xénope?* et de Drosophile?®

démontrant ainsi son universalité pour le contrdle de la transition G2/M.
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Figure 07: La découverte de I’activité MPF a partir d’ovocytes de Rana pipiens?®.
2.Structure du MPF :

Au début des années 1990, le MPF purifié d'ovocytes d'amphibiens a été caractérisé comme
un hétérodimére constitué de deux protéines de 34 kDa et 45 kDa?"?8, Alors que la protéine
de 34 kDa fut corrélé aux protéines p34Cdc2 et Cdc28 de Schizosaccharomyces pombe et
Saccharomyces cerevisiae, respectivement?’8, Je deuxieme composant de 40 a 60 kDa,
suivant les organismes, fut identifié comme une protéine Cycline : la Cycline B?4282°,

La Cycline B étant déterminée comme la sous-unité régulatrice de la protéine kinase, Cdc2, la

sous unité catalytique, fut alors renommée CDK1 pour « Cycline-dependent kinase 1 »%.
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Figure 08: Représentation tridimensionnelle du facteur MPF composé de la sous unité

régulatrice Cycline B et de la sous unité activatrice CDK1%,
3.Régulation du MPF :

Suite a la caractérisation du complexe Cycline B-CDK1, les premiers modeéles de régulation
ont été rapidement développés®#2. L'activité catalytique des complexes portés par les sous-

unités CDK1 est étroitement régulée aux niveaux transcriptionnels et post-traductionnel®3,

01.Régulation de la quantité de Cycline B :

¢ Régulation transcriptionnelle :

La formation des complexes Cycline B-CDK1 est essentiellement contrdlée par la régulation
de I'abondance de la Cycline B, puisque la concentration de la protéine CDK1 est a la fois
excessive et constante au cours du cycle cellulaire. Les travaux de Tim Hunt et ses collegues
ont montrés que les Cyclines mitotiques (Cycline B et A) subissent des cycles périodiques de
destruction de resynthése, en phase avec I’état mitotique3*. En effet, le niveau protéique de
Cycline B faible en phase G1, augmente a partir de la fin de la phase S atteint son maximum a
la transition G2/M, puis diminue pour quasiment disparaitre lors du retour en phase G13-%'.
L’accumulation progressive de Cycline B1/2 au cours de la phase G2 est associée a une
régulation transcriptionnelle du géne correspondant CCNB1/2%¢%7. En effet, la transcription

du géne CCNB1/2 suit également des cycles périodique, et ceci lié a la présence au sein de
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son promoteur d’¢léments de régulation interne notamment de deux régions CAAT et une

région CDE/CHR3®4,

Cyclin Bl human CTGCAGCTGC CCGAGAGCGC GCAGAG GCAGCCTG GCCAGGCCTT -295
‘G

Cyclin Bl mouse CAGCAATGCG ACTTGIGCGC AGGCATAGAG CCIG 1 CGAGGGGTGG GCGGTIGLCTCC -282
Cyclin Bl human CCGGCCTAGC CTCACTGTGG CCCCGCCCCT CTCG 0C Povencnnes sose TCGCGC ~-248
Cyclin Bl mouse CAGCGGCAGC CTCGCTCTGG CCCCGCCCCC GGGATCGCGG -222

Cyclin Bl human GATCGCCCTG GAAACGCATT CTCTGCGACC
Cyclin Bl mouse GATCGCCCAG GAAACGCATT CTACGGGAAC

Cyclin B2 human TTCAGO GAGAGTGCGA GAGTGCATCT
Cyclin B2 mouse GCCAQC | CAACGTGCAG AAAGGCCTTC

CAAT box

Cyclin Bl human CCACGAACAG c@mm
Cyclin Bl mouse CCACGAACTG QCCAARGAGG

AG. GGAGTGAGTG -189
. AGAGCGAGTG =163
GCGACCCGTG =189
> GCGGCCCCTG -145

GGG
Mo celdle
GG TN
IGGTH

CTAGGCTGGC =-130
> C..GGCAGAC =~105
CAAGGCTACA =-129
CG.GGCGGTG =~ 86

Cyclin B2 human CGCAGGGCCG (CCAARGGGG CGC
Cyclin B2 mouse CGTGCGTCTA CAATAGTG

CAAT box

Figure 09 : Comparaison de la séquence des promoteurs de Cycline B1 et Cycline B2

humaines et de souris®®.

En phase G1, la fixation du facteur CDF-1 au niveau des éléments CDE/CHR, ainsi que d’un
facteur de transcription répressif de la famille E2F, E2F4, en partenariat avec les protéines
pl107 et p130 (également appelée Retinoblastoma-like 1 et 2 respectivement) au niveau des
séquences E2F du promoteur, bloque la transcription du géne®. En phase G2, la transcription
de ’ARN messager de Cycline B1 (et B2) est activée par différents facteurs de transcription,
dont NF-Y, B-Myb, E2F et FoxM1*44, Ces facteurs de transcription sont activé par
’augmentation progressive en phase G2 de I’activité du complexe Cycline A2-CDK*#. Le
facteur de transcription NF-Y est l'activateur principal de I’expression du géne CCNB. En
collaboration avec les membres de la famille des protéines p300 / CBP qui présentent une
activité histone acétyltransférase, il se fixe au niveau des boites CAAT du promoteur84’,
Enfin, fait intéressant, le promoteur de la Cycline B1 est dans une configuration ouverte en
mitose, ce qui lui permet d'étre occupé par des facteurs de transcription tels que NF-Y,
laissant I'ARN messager de la Cycline B1 méme pendant la mitose avancée qui s'est avérée

permettre I'expression?®,
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Figure 10 : Régulation de la transcription de I’ARN messager de Cycline B1 au cours des

phases du cycle cellulaire*.
¢ Dégradation protéique :

L'analyse en temps réel montre que les niveaux de Cycline B diminuent rapidement lorsque le
dernier chromosome s'aligne avec la plaque métaphasique®. Cycline B posséde au niveau de

son domaine NH2-terminal une courte séquence conservée appelée motif de destruction,

(RxxLxxxN) reconnu par ’ubiquitine ligase APC/C L, Cette séquence est indispensable pour
sa reconnaissance par 1’ubiquitine ligase. En effet, il a ét¢ montré qu’une délétion ou des
mutations de ce motif réduit ou abolit de 1’ubiquitinylation de la Cycline B et sa
dégradation®. Afin de reconnaitre ses substrats, I’ubiquitine ligase APC/C doit s associer
avec un co-activateur, soit Cdc20, soit Cdh1?® L’ APC/C s’associe d’abord avec Cdc20 dés la
prométaphase puis avec Cdhl en anaphase et pendant la phase G1. Cette association
coordonnée dans le temps est dépendante d’une activité CDK >3-°6.Chez la levure, une
mutation des sites consensus du CDK1 dans les sous-unités Cdc27, Cdc16 et Cdc23 de
I’APC/C abolit largement sa liaison avec Cdc20, suggérant que 1’activation du complexe
APC/C est amorcé par CDK1>* .A I’inverse, la phosphorylation de Cdhl par le complexe
Cycline B1-CDK1 empéche son association avec 1I’APC/C>*%®. En anaphase ,alors que

cdh1
Cycline B1 est dégradée ,le complexe APC/C  s’active pour permet de maintenir les faibles

taux des Cyclines mitotiques tout au long de la phase G1°758,
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Figure 11: Régulation de 1’activité de I’APC/C et de la dégradation des Cycline mitotique au

cours du cycle cellulaire®?.
02.Régulation de I’activité du CDK1 par phosphorylation déphosphorylation :

De nombreux travaux chez les levures, les mammiferes et la grenouille ont permis de mettre
en évidence que dés lors que le complexe Cycline B-CDKI1 est formé, CDK1 est
phosphorylée au niveau de trois résidus (deux chez les levures): L'un active la
phosphorylation au niveau du résidu Thrl161 et deux inhibe la phosphorylation au niveau des
résidus Thr14 et Tyr15 %9,

¢ Phosphorylation Thr161 activatrice :

La formation du complexe Cycline B-CDK1 n'est pas suffisante pour l'activation du CDK1.
L'activation compléte du CDK1 nécessite la phosphorylation du résidu Thr161 au niveau de
sa boucle d'activation®®. Hautement conservée parmi les protéines CDKs, la phosphorylation
de ce résidu est catalysée par la CAK ou « CDK-Activating Kinase »%2. 11 a été montré que
cette phosphorylation conduit a un changement de conformation de la protéine et participe a
la reconnaissance et au positionnement des substrats du CDK1%3®*, Par ailleurs, il a également
¢été proposé que la phosphorylation de ce résidu facilite 1'hydrolyse de 'ATP ainsi
correctement positionné®?,

Chez les mammiferes, la phosphorylation du CDK1 par la CAK nécessite son association
avec une Cycline ce qui aide a stabiliser le complexe Cycline-CDK1%°. Chez les eucaryotes

supérieurs, la CAK est un complexe trimérique composé du CDK7, de la sous- unité
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régulatrice Cycline H, et d’une troisiéme sous-unité MAT1 permettant de stabiliser
I’interaction entre CDK7 et la Cycline H®%. Du fait de 1’abondance des différentes sous-unités
du complexe CAK, son activité enzymatique et sa localisation nucléaire, ne changent pas au
cours du cycle cellulaire, la phosphorylation de la boucle d’activation du CDKI1 ne constitue
pas un élément limitant pour son activation®’. Ainsi, bien que la phosphorylation de la Thr-
161 soit essentielle a I'activation du CDK1, c¢’est la formation du complexe CyclineB-CDK1
qui constitue la premiére étape de régulation. La déphosphorylation du résidu Thr161 est

assurée par les phosphatases de la famille PP2C et/ou PP2A%,
¢ Phosphorylation inhibitrice des résidus Thr14 et la Tyr15 :

L’activité du CDK1 est également régulée par des phosphorylations inhibitrices qui joue un
role important dans le controle de I’entrée des cellules en mitose. Initialement identifi¢ chez la
levure S.pombe, le résidu Tyr15, situé a proximité du site de liaison de I’ATP de Cdc2, joue
un rdle essentiel pour ’inhibition de son activité’®. En effet, la mutation de ce résidu en une
forme non phosphorylable conduit 4 une entrée prématurée des cellules en mitose’®. Plusieurs
données moléculaires, biochimiques et cristallographiques ont permis d’étudier le mécanisme
par lequel la phosphorylation de la Tyr15 régule I’activité de Cdc2'547274, Ainsi, il a été
montré que la phosphorylation de ce site ne modifie pas la conformation du complexe
Cycline-CDK, contrairement a la phosphorylation du résidu Thr161, mais néanmoins,
perturbe la liaison des CDKSs avec leurs substrats®® .Bien que le résidu Tyr15 soit a proximité
du site actif, sa phosphorylation n’empeche pas la fixation de I’ATP® 72, En revanche, il a été
suggéré que le phosphate au niveau de ce résidu puisse altérer la conformation et/ou
I'orientation de I'ATP, contribuant ainsi a la diminution du pouvoir catalytique du CDK1
716472

La principale enzyme impliquée dans la phosphorylation du résidu Tyrl5 est la
sérine/thréonine kinase Weel, dont les homologues ont été identifiés chez tous les eucaryotes.
Le géne correspondant a été identifié pour la premicre fois chez la levure S.pombe, lors d'un
crible génétique qui a permis d’isoler le géne Cdc2”. L'inactivation de ce géne s'est avérée
responsable de I'entrée précoce des cellules en mitose, réduisant la taille de moitié par rapport
au type sauvage’. A I’inverse, la surexpression de Weel conduit & un prolongement de la
durée de la phase G2 avec des cellules jusqu’a quatre fois plus grandes qu’en conditions

normales”. Ces résultats suggérérent un role important de Weel dans le processus
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coordonnant la division cellulaire et la croissance cellulaire. Par la suite, une deuxiéme
kinase, Mik1 (Mitotic inhibitor kinase 1), également capable de phosphoryler CDK1 au
niveau du résidu Tyr15 a été identifiée’®. Bien que les deux kinases Weel et Mik1
phosphoryle le méme résidu, il a été montré que, contrairement a la délétion du gene Weel, la
délétion de mikl n’a aucun effet sur la croissance cellulaire’®. En revanche, la double délétion
mik1/ weel conduit a un phénotype 1étal’®.

Un deuxiéme résidu prés de Tyr15, Thrl4, est également phosphorylé chez tous les
eucaryotes supérieurs®®®L7_ Ta phosphorylation sur ces résidus Tyr15 et Thr14 maintient

Cdc2 dans un état inactif au cours des phases S et G2 du cycle cellulaire’®®

. 1 été montré que
la déphosphorylation de ces deux résidus prenait place a la transition G2 / mitose, de maniere
concomitante avec l'activation de la kinase Cdc2®°. La fonction de la phosphorylation du
résidu Thr14 a été abordée en étudiant le comportement de formes mutantes de Cdc2 dans
lesquelles les résidus Thr14 et/ou Tyrl5 ont été remplacés par des acides aminés non
phosphorylables. L'expression des formes mutantes de Cdc2 dans deux systémes hétérologues
(Cdc2 de poulet exprimée dans des cellules humaines HeLa’® ou Cdc2 de souris traduite dans
des extraits d'ovocytes de Xénopes’’ ) ont produit des résultats similaires : I’expression de
mutants simples n’a pas d’effet significatif alors que le double mutant entraine une activation
prématurée de la kinase Cycline B-Cdc2 et une entrée prématurée des cellules en mitose. Ces
résultats suggerent que la phosphorylation d’un des deux résidus est suffisante pour empécher
I'activation de Cdc2. Ainsi, la déphosphorylation des deux résidus est donc une étape
essentielle pour initier I'entrée cellulaire en mitose®.

En paralléle, différentes études ont montré que I’expression d’ un mutant non phosphorylable
du CDKI1 sur les résidus Thr14 et Tyrl5 dans des cellules de mammiféres compromet le
déroulement normal du cycle cellulaire’™. En effet, I'expression de ce mutant induit une entrée
précoce des cellules en mitose aprés un défaut de réplication du génome®°. Ainsi il a été
proposé que la phosphorylation des résidus Thr14 et Tyr15 permet a la cellule d'atteindre une
concentration suffisante de complexes Cycline B1-CDK1 nécessaire pour le bon déroulement
de la mitose®*8L,

Igarashi et al ont identifié I'homologue humain de la kinase Weel, a la recherche d'une
protéine humaine qui pourrait compenser la perte de fonction du gene Weel chez la levure
S.pombe (huwWee1)®. Bien que les différences structurales existent entre la kinase Weel
humaine et son homologue chez S.pombe®3, la surexpression de la kinase huwWeel conduit

également a un arrét des cellules humaines en phase G284 La kinase humaine a une taille
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beaucoup plus petite que son homologue chez la levure avec 214 acides aminés en moins dans
la région régulatrice amino-terminale®®. Son domaine catalytique posséde seulement 29 %
d’identité avec la kinase Weel de S.pombe®®. Contrairement a son homologue chez la levure
qui est capable de phosphoryler les deux résidus Tyr15 et Thr14, la kinase huWeel
phosphoryle exclusivement le résidu Tyr15, suggérant qu’une deuxi¢me kinase est requise
pour phosphoryler le résidu Thr14 de Cdc2%-%,

La kinase Mytl (Membrane-associated tyrosine and threonine specific Cdc2 inhibitory kinase
1), de séquence trés similaire & la kinase huWeel (46% d’identité)®®, a été initialement
identifiée dans les fractions membranaires d'extraits d'ovocytes de Xénopes 8’ Myt1 est
responsable de la phosphorylation du résidu Thr14, et est également capable de phosphoryler
le résidu Tyr15 sur Cdc28°! [En particulier, une corrélation temporelle entre la
phosphorylation des résidus Thr161 et Thrl4 a été montrée, suggérant que Mytl peut
inactiver rapidement le complexe Cycline B1-CDK1 aprés assemblage®%,

Enfin, il est intéressant de noter que la kinase Weel peut phosphoryler a la fois Cdc2 et
CDK2, contrairement a la kinase Myt1 qui ne phosphoryle que Cdc28394,

¢ Déphosphorylation activatrice des résidus Thr14 et la Tyr15 :

En utilisant la méme approche génétique, Nurse et ses collégues ont identifié la phosphatase
Cdc25. 1l antagonise l'activité des levures S.pombe kinases Weel et Mik1 8%, En effet, il
observa que la délétion de Cdc25 entraine un arrét du cycle cellulaire a la transition
G2/mitose, et qu’a I’inverse sa surexpression induit une entrée prématurée des cellules en
mitose de maniére dose-dépendante®. La délétion de Cdc25 associée a un arrét des cellules en
fin de phase G2, est caractérisée par une accumulation de complexes Cycline B1-Cdc2
inactifs, phosphorylée sur le résidu Tyr157%%, Chez drosophila melanogaster, I’homologue de
la phosphatase Cdc25, fit décrit comme un élément essentiel controlant le timing et la
localisation des divisions cellulaire au cours de I’embryogenése®’. D’autre part, chez Xenopus
laevis 1’addition de protéine Cdc25 purifiée en excés dans des extraits d’ovocytes conduit a la
déphosphorylation prématurée du résidu Tyr15 et a I’activation du complexe Cycline B1-
CDKI1, détectée par la phosphorylation de I’Histone H1%%°_ Dans ce cadre, plusieurs équipes
ont montré que Cdc25 est responsable de la déphosphorylation du CDK1, de maniére directe,

sur son résidu Tyr15%:100-103,
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La phosphatase Cdc25 est une phosphatase atypique appelée Dual-Specificity Phosphatase
(DSPase)'%. En effet, Cdc25 posséde non seulement le motif HCX5R commun a toutes les
tyrosine phosphatases, mais présente également une forte identité avec la phosphatase VH1
du virus de la vaccine au niveau de son domaine carboxy-terminal, avec des résidus sérine et

105

tyrosine*™. Ainsi Cdc25 est responsable de la déphosphorylation a la fois du résidu Tyr15

mais également du résidu Thr14, ce qui conduit a I’activation du CDK1 chez les eucaryotes
supérieur®.

Des homologues de Cdc25 sont présents chez tous les eucaryotes'®’. Chez I'homme, le
génome est constitué de trois genes codant pour les isoformes de Cdc25 (Cdc25A, B et C),
chacun subissant plusieurs épissages alternatifs'®’-1% Cdc25A,B,C sont capables de
déphosphoryler CDK1 et CDK2, alors que seule Cdc25A est capable de déphosphoryler le
complexe Cycline D-CDK4/6 présents en phase G160,

L’analyse du role des Cdc25s chez la souris a permis de mettre en évidence une redondance
fonctionnelle partielle!'*13, En effet, seule I’invalidation du géne Cdc25A est 1étal chez la
souris & un stade précoce de I’embryogenése (5-7°™ jours)**L. Les souris avec les génes
Cdc25B et/ou Cdc25C désactivés ne présentent aucun phénotype spécifique, a I'exception de
I'infertilité féminine associée & I'échec de la maturation des ovocytes!*?'3, Les cellules

- et cde2sc - présentent

fibroblastiques (MEF ; Mouse Embryonic Fibroblasts) Cdc25B
une prolifération et une réponse aux lésions de 'ADN normales*'*!!4, Cependant, il est
intéressant de noter que 1'inactivation conditionnelle de Cdc25A chez l'adulte, a I’inverse de

’embryon, est compensée par Cdc25B et/ou Cdc25C4,
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Figure 12 : Régulation de I’activité du complexe Cycline B1-CDK1 chez les mammiferes',
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4.Cinétique d’activation du MPF :

Les mécanismes de régulation du complexe Cycline B1-CDK1 sont si complexes que la
séquence des étapes moléculaires qui se produisent lors de la progression en G2 et conduisent
a l'activation du complexe Cycline B1-CDK1 ne sont pas encore bien caractérisées. L’une des
questions fondamentales abordée par de nombreuses études a été de déterminer a quel
moment et/ou dans quel compartiment subcellulaire 1’activation initiale du complexe Cycline
B1-CDK1 prend place au cours de la progression G2-mitose.

Pour répondre a cette question, il a été¢ développé un pseudo-substrat spécifiquement
phosphorylé par Cycline B1-CDK1, et non par les complexes Cycline E-CDK2 ou Cycline
A2- CDK2, dont les propriétés de fluorescence varient en fonction de son état phosphorylé
versus non phosphorylé (Biosenseur FRET : Forster Resonance Energy Transfer)!*>!16, Gréce
a cette approche expérimentale, nous avons pu analyser en temps réel la cinétique d'activation
de la Cycline B1-CDKI1 et suivre chaque cellule individuellement par vidéo microscopie. Les
auteurs ont pu déterminer que I’activation initiale du complexe Cycline B1- CDKI1 prenait
place de manic¢re parfaitement reproductible en fin de phase G2, 20 min avant la rupture de

I'enveloppe nucléaire dans les cellules humaines!®

. De maniére remarquable, cette activation
initiale est suffisante pour initier plusieurs événements cellulaires, dont I’import nucléaire du
complexe Cycline B1-CDKI, et ainsi permettre 1’entrée en prophase!!>!18, Cette activation est
ensuite suivie d’une augmentation progressive de l'activité Cycline B1-CDK1 au cours de la
prophase!®. Par ailleurs, il a été mis en évidence que différents niveaux d'activités permettent
de controler différents événements cellulaires comme la rupture de 1’enveloppe nucléaire!®
.Ces résultats suggerent que I'activation progressive de la Cycline B1-CDK1 au cours de la
transition mitotique est un moyen de coordination de la réorganisation cellulaire. L activation
initiale du complexe Cycline B1-CDK1 suggere qu’un changement rapide de 1’équilibre entre
les activités opposées des kinases inhibitrices (Weel &Mytl) et des phosphatases activatrices
(Cdc25A, B, C) prend place en fin de phase G2 par des mécanismes moléculaires qui restent a

¢élucider.
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Figure 13: Suivi en temps réel de la cinétique d’activation du complexe Cycline B1-CDK1 au

cours du cycle cellulaire!®®,

L’activité du complexe Cycline B1-CDKI1 a été analysée en temps réel par vidéo-microscopie
dur cellule vivante via I’utilisation d’un biosenseur FRET représenté en haut a gauche de la

figure115,116

5.Mode d’activation du MPF :

L'entrée en mitose, ou transition G2 / M, est sous le contr6le du complexe Cycline B / CDK1,
et se réalise de maniére brutale. Or, on peut constater que la Cycline B est synthétisée pendant
une longue période du cycle, et que le complexe Cycline B / CDK1 se forme progressivement
au cours des phases S et G2%,
L'ensemble du processus peut étre déecomposé en trois temps :

1. Formation d'un stock de Cycline B / CDK1 inactif (pré-MPF).

2. Activation de ces complexes.

3. Action de ces complexes.
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01.Constitution d'un stock de Cycline B/ CDK 1 inactif (Pré-MPF)

La Cycline B s'accumule progressivement pendant les phases S et G2, ce qui conduit a une
accumulation graduelle du complexe au fur et a mesure que la cellule approche de la mitose.
La CDK1 est alors phosphorylée sur la thréonine 161 par la CAK (Cycline H / CDK7), mais
reste inactive a cause de la phosphorylation de 2 acides aminés voisins (tyrosine 15 et
thréonine 14) par la protéine Wee-1. Ainsi, quand la cellule atteint la fin de la phase G2, elle
contient un abondant stock de Cycline B / CDK1 (stock de pré-MPF inactif) prét a agir mais
dont P’activité est réprimée par la présence de 2 groupes phosphate qui bloquent la kinase.

Pré-MPF = Cycline B/ CDK1 Tr 161p, Tr 14p, Ty 15p %,
02.Activation brutale des Cycline B/ CDK1

L'activation du stock de Cycline B / CDK1 est le résultat d'une série de réactions
interdépendantes® :

Lorsque la réplication est terminée, la phosphatase Cdc25 n'est plus séquestrée dans le
cytoplasme et passe dans le noyau, et en fin de phase G2, la phosphatase Cdc25 est activée,
probablement par phosphorylation par la kinase Polo. Cdc 25 a alors pour action d'enlever les
deux phosphates inhibiteurs de Cycline B / CDK 1. Ceci permet l'activation d'une petite partie
du stock de Cycline B/ CDKL.

CDK 1 peut alors phosphoryler Cdc 25 (sur un site différent de celui de la kinase Polo). Cette
phosphorylation active Cdc 25 : Cycline B / CDK 1 active donc son propre activateur
(Processus d'auto-activation). Dans le méme temps, Cycline B / CDK 1phosphoryle Wee 1,
inhibant cette protéine : Cycline B / CDKL1 inhibe donc son propre inhibiteur.

Ce double mecanisme de rétrocontrole positif permet d'obtenir rapidement et de facon
irréversible une grande quantité de complexes Cycline B / CDK1 actifs (Feed-back positif).
Selon ce mécanisme, une activation partielle de Cdc 25 par la kinase Polo permet I’activation
d’une sous population de complexes Cycline B / CDK 1 qui, par la suite, phosphoryle plus de
Cdc-25 et de Wee-1. Ceci permet plus de déphosphorylation de Cycline B / CDK1 et aboutit a
une tres rapide activation de tous les complexes Cycline B / CDK 1 dans la cellule.
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03.Mode d'action des complexes activés

Les complexes Cycline B / CDK 1, une fois activés, permettent I'entrée en mitose. Pour cela,
ils interviennent en déclenchant un certain nombre de phénomeénes qui prennent place au
début de la mitose, c'est a dire en prophase®.

Les effets sur le cycle de I’activité de chaque complexe (ici Cycline B / CDK1) dépendent
donc des proteéines cibles que chaque complexe phosphoryle.

= Proteéines cibles de Cycline B/ CDK1 :

Au début de la mitose, les complexes Cycline B / CDK1 activés agissent en phosphorylant

diverses protéines cibles. Parmi ces nombreuses protéines, on trouve :
¢ Les condensines, les histones H1 et H3, impliquées dans la condensation des
chromosomes.
¢ Les lamines, qui permettent la désorganisation de I'enveloppe nucléaire.
¢ Des protéines associées aux microtubules (MAPS), qui permettent I'assemblage du
fuseau mitotique.

= Conséquences de l'activité des complexes Cycline B/ CDK1 :

Globalement, I'activité kinase de ce complexe permet de provoquer de tres nombreux
événements de la mitose :
e Lacondensation des chromosomes.
e Ladésorganisation de I'enveloppe nucléaire.
e Le réarrangement du cytosquelette de tubuline et I'assemblage du fuseau mitotique.
e L'attachement des chromosomes répliqués au fuseau.
e Le réarrangement de I'actine.

e La réorganisation du Golgi et du Reticulum Endoplasmique.
6.La chute du MPF :

Une fois les chromosomes alignés et correctement attachés de maniére bipolaire au fuseau
mitotique, I'anaphase commence et les chromatides sceurs se séparent vers les deux pdles du
fuseau mitotique. La sortie de la phase-M dépend alors de la dégradation de plusieurs
protéines : les Cyclines B mitotiques, ce qui inactive CDK1, la Sécurine et les cohésines. La
sécurine inhibe la séparase, une protéine impliquée dans le clivage de la cohésine centromeére,

en se liant, et est donc essentielle pour maintenir la liaison centromeére entre les chromatides
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sceurs jusqu'a la métaphase. En début d’anaphase, la dégradation de la Sécurine libére la
Séparase. Elle clive alors les cohésines centromériques. Les chromatides sceurs, n'étant plus
attachées I'une a l'autre, peuvent étre tractées vers les pdles par la dépolymérisation active des
microtubules kinétochoriens .La dégradation de la Cycline mitotique combineée a la
dégradation de la sécurine permet a l'inactivation du CDK1 de coordonner la séparation des
chromatides sceurs. Cette coordination est conservée de la levure jusqu’a I’homme et dépend

de I’activité de I’E3 ubiquitine ligase APC/C, également appelée Cyclosome!’118,

Contréle de la protéolyse par APC/C

‘ cDC2o
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1 ,‘
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dans le protéasome
Enzyme d'ubiguitinylation F

Figure 14: Contrdle de la protéolyse par APC/C1Y.
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A.Les fonctions du CDK1 :

Aprés la découverte de cdc2 chez la levure, les complexes CDKs/Cycline ont été caractérisés
dans de nombreux organismes et les CDKs se sont rapidement imposées comme les

régulateurs universels de la division cellulaire. Récemment, la découverte de nouvelles CDKSs

sans role évident dans le cycle cellulaire, mais avec des fonctions différentes au sein de la

cellule, a élargi la portée de la famille des CDKs pour réguler la transcription, I'apoptose, la

différenciation ou la fonction neuronale.

Réle positif des CDKs dans I'apoptose
CDK1, CDK2, CDK5
Shi et al., 1994
Meikrantz et Schlegel, 1996
Sandal ef al., 2002
Réle négatif des CDKs dans 'apoptose

CDK1, CDK2
Ongkeko et al., 1995

Revues

Nurse, 1990

Morgan, 1995

Arellano et Moreno, 1997
Malumbres et Barbacid, 2001
Obaya et Sedivy, 2002

CYCLE CELLULAIRE

CDK1, CDK2, CDK3,
CDK4, CDK6, CDK7

APOPTOSE

Matushansky et al., 2001
Guo et al., 1997
CDK2, CDK6 Tintignac et al., 2000

Réle négatif des CDKs dans la différenciation

/ CD KS \ DIFFERENCIATION

TRANSCRIPTION
Réle positif des CDKs dans la différenciation
CDK7, CDK8, CDK9 CDKS9, CDKS

Revues

Oelgeschlager, 2002 FONCTIONS Dlﬁémn%:téfrvc(lzl'os!g\uews hématopoiétiques:
R NEURONALES
: Différenciation neuronale:
Bagella et al., 1999
CDK5 Nicolic et al., 1996

Revues :
Dhavan et Tsai, 2001
Smith et Tsai, 2002

Figure 15 : Fonctions des CDKs.

En particuliere, selon la figure montrée au-dessus on observe 1’implication du CDK1 dans
deux fonctions majeures :

= Cycle cellulaire :

L'entrée en mitose, ou transition G2 / M, est sous le contr6le du CDK1 liée avec son Cycline
B, et il est bien expliquée dans le chapitre précédant!*®,

= [’apoptose :

De nombreuses études ont suggeré que les CDKs sont impliquées dans le processus
apoptotique!?°. Cependant, les conclusions contradictoires auxquelles aboutissent ces études

ne permettent pas encore de définir le rdle précis que jouent les CDKs dans I'apoptose. Alors
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que certains travaux suggerent que les CDKs sont impliquées de maniere "positive" dans le
déclenchement de I’apoptose, d’autres en revanche soutiennent 1’hypothése inverse. La
variété des modeéles cellulaires utilisés et des stimuli apoptotiques utilisés explique
certainement en partie ces écarts. Divers arguments ont été avancés pour prouver I'implication
des CDKs dans I'apoptose.

Le premier argument réside dans I'observation que I'activité du CDKs spécifiques est altérée
au cours de lI'apoptose et que la modulation de cette activité pourrait affecter I'initiation de ce
processus. Ainsi, certaines CDKSs sont activées au cours de I’apoptose et 1’abolition de leur

activité par différents moyens inhibe 1’apoptose!?

. A I'inverse, une autre étude a démontré
que I’abolition de I’activité CDK favorise 1’apoptose, suggérant une implication négative des
CDKSs dans le déclenchement de ce processus?.

Un second argument soutenant I'hypothése d'une implication des CDK dans I'apoptose réside
dans l'observation que les CDKs phosphorylent et altérent les propriétés physiologiques de
régulateurs spécifiques de 'apoptose. Ainsi, Bel-2 est phosphorylée de fagon dépendante du
cycle en phase M par CDK1/Cycline B2, Un autre exemple est apporté par la survivine!?,
La survivine phosphorylée sur la Thr34 en phase M par CDK1/Cycline B séquestre la caspase
9, empéchant 1’apoptose. L’abolition de cette phosphorylation par mutation du résidu
thréonine en alanine conduit a la libération de la caspase 9 et au déclenchement de 1’apoptose.
En d’autres termes, la survivine doit ses propriétés anti- apoptotiques en mitose a la
phosphorylation par CDK1/Cycline B.

Enfin, un troisiéme argument soutenant I'nypothese d'une implication du CDK dans I'apoptose
est apporté par des études utilisant des approches pharmacologiques utilisant des inhibiteurs
chimiques du CDKs.

B.L’influence des CDK1 dans le développement de Cancer :

L'implication des CDKs dans des fonctions cellulaires critiques telles que le cycle cellulaire,
I'apoptose, voire la transcription nécessite que leur activité soit régulée de maniere trés précise
pour maintenir I'intégrité cellulaire et assurer son bon fonctionnement. Une dérégulation des
CDKSs est observée dans certains états pathologiques, mais il n'est pas toujours clairement
établi s'ils sont la cause ou la conséquence de la maladie.

Ainsi, la régulation du cycle cellulaire est également contr6lée par un équilibre perpétuel entre
les activateurs du CDK (Cyclines, CDC25, CAK) et les inhibiteurs (CKI). Cependant, des
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mutations de génes peuvent mener a une altération de cet équilibre. Le déséquilibre ainsi créé
peut faire pencher la balance vers une inhibition totale du cycle, dans ce cas la cellule meurt
(apoptose), ou vers une sur-activation ou la cellule va alors se diviser d’'une maniere
incontrélée donnant naissance a des tumeurs®.

Une régulation aberrante des CDK du cycle cellulaire, en particulier celles conduisant a leur
hyperactivité, permet aux cellules d'échapper a leur régulation et de proliférer de maniere non
régulée, conduisant a l'apparition et au développement d'un cancer!?12, La plupart des
exemples concerne des dérégulations conduisant a I’hyperactivité des CDKS.

Ainsi, une hyperactivit¢ des CDKs du cycle cellulaire est observée dans de nombreux cancers.
En effet, Cette étude a montré que CDK1 est fortement surexprimée dans plusieurs tumeurs
malignes. Nous avons utilisé la base de données TIMER 2.0 et évalué le modéle d'expression
du CDK1 dans toutes les tumeurs TCGA. L'analyse différentielle de I'expression génique avec
des échantillons normaux a démontré que les tumeurs ont tendance a surexprimer CDK1.
Compte tenu de son réle dans la régulation du cycle cellulaire, processus vital pour la
prolifération des cellules tumorales, le ciblage du CDK1 est une stratégie prometteuse®?®,
L'analyse de Gepia2 a également montré une expression élevée du CDK1 dans les tumeurs, a
I'exception de la leucémie myéloide aigué (LAML), dans laquelle une régulation négative du
CDK1 a été observée. Parmi les tumeurs TCGA, le carcinome épidermoide cervical et
I'adénocarcinome endocervical (CESC), le glioblastome multiforme (GBM), le lymphome
lymphoide diffus a grandes cellules B (DLBC), le carcinome urothélial de la vessie (BLCA),
le carcinome corticosurrénalien (ACC), le carcinome invasif du sein ( BRCA) a montré des
niveaux d'’ARNm significativement élevés du CDK1 par rapport aux témoins sains

normauxt?®,

43




Expression of CDK1 across cancers (with tumor and normal samples) B B
Normal Tumor

|
- -
' H o ) of '
1 H | i T

2 2 |
i ' i T | T
1 ' 1 H
i H L B | ] | 1 H
H ' . H H ! H 1
i H H ! ] H
! =5
H -
H 1]
- H 1
1] — ! )
' !
! \ -
-. i i1 P ' ! 1
| | < | - | o
'Ll ' |
! !
!

i
H ]
H ]
H ]
H ]
H ]
T
- H : e o
' - i
i | B H ! i
P i i H | ! I
’ | = i 1 | | i |
94 ! i i = i i
! ! P S i 1 s 1 H
i L

1

Z-value

b -

b -_—

Breast cancer  Colon cancer  Ovarian cancer Clear cell RCC UCEC Lung cancer Pancreatic cancer Head and neck  Glioblastoma  Liver cancer

Figure 16 : Analyse de I'expression des niveaux du CDK1 dans le cancer'?,
C.La cause de ’hyperactivité du CDK1 en cancer :

La cellule cancéreuse est une cellule dont la division n’est plus controlée, ce qui développera
en prolifération anarchique.

Dans la transition G2/M, les déreglements du cycle cellulaire conduisent a ces proliférations
anarchiques si I'ADN est 1ésé, ou si la réplication n'est pas achevée.

Dans ce cas, un processus mis en jeu par lI'activation de plusieurs voies inhibitrices du
complexe CDK 1/ Cycline B permet d'empécher I'entrée en mitose®.

C’est le blocage de transition G2/M : il s’agit pour la cellule de faire en sorte que la mitose ne

soit pas déclenchée tant que la réplication n’est pas totalement achevée ou tant que les 1ésions
détectées dans I’ADN qui s’est répliqué ne sont pas réparées. Pour cela, les molécules qui
interviennent vont bloquer le processus d'activation de la CDK1.
Deux types de réponses existent :
o La phosphorylation de Cdc25C entraine sa séquestration dans le cytoplasme, loin de
son substrat nucléaire CDK1.
e Le maintien de I’arrét en G2 fait intervenir également la p53, facteur de transcription
de la p21 et d’enzymes de réparation de I’ADN. La p21 bloque I’activité¢ de Cycline B
/ CDK1.
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Ainsi, le complexe Cycline B/CDK1 garde ses phosphorylations inhibitrices, ou bien est

bloqueé par la p21, tant que la réplication n’est pas achevée : aucune mitose ne débute avant la
fin de la réplication®.

G2

g
SN ralion
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Roterocsd

/ Chkl Chk2

ADN

Figure 17 : le blocage de la transition G2/M®.

Notamment, dans plus de 50% des cancer le cceur de 1ésion d’ADN est la mutation sur
protéine suppresseur de tumeurs P53. Cette protéine présente généralement une concentration
assez basse dans les cellules mais lorsqu’une anomalie de I’ADN est détectée, la
concentration en p53 augmente. L’ ATM active la Chk2 qui va phosphoryler la protéine p53.
Cette dernicre va alors stimuler la transcription de différents génes comme ceux impliqués

dans I’apoptose ou la p21, qui est un inhibiteur des CDKs (CKI), et induire I’inhibition du
CDK131%,

Apoptose P VAT

N \l
p53 | Chk2 1 4—

Figure 18 : Fonctions de p53 dans la réparation de I’ADN endommagé®.
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Alors, lorsqu’il muté, il perte sa fonction a recruter P21, et par conséquence ne plus bloquer le

complexe CDK1/Cycline B¥:132, Ainsi que, Le p53 muté perte ses autres fonctions

impliquées dans 1’apoptose, la réparation d’ADN, la transcription des génes!33134,
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Figure 19 : Implication de P53 dans la prolifération, PDAC( Adénocarcinome canalaire

pancréatique)®3.
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Figure 20 : Implication de P53 dans différentes fonctions*3.

Aussi, le p53 activer le cdc20 qui la sous-unité activatrice de I’APC/C. Donc le mutant p53
inhibe le cdc20 ce qui bloque la dégradation du Cycline B a la fin de mitose®’.
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Figure 21 : le mutant P53 inhibe I’expression de CDC20*",

Tous ces actions conduit a ’hyperactivité du MPF et les cellules entrer en prolifération

anarchiques avec I’accumulation des altérations d’ADN a chaque division. Enfin, la tumeur

devient plus résistée au systéme immunitaire et plus métastase!31-132.135,
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Figure 22 : Activité tumorigéne proposée du CDK1*®,

D.L’inhibition du MPF :

Les défauts observés dans la régulation de la division cellulaire ont stimulé la recherche de

composés capables d'inhiber la prolifération des cellules tumorales. L’ implication des CDK1

dans un nombre croissant de pathologies a permis de confirmer que cette famille de kinases
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constitue une cible thérapeutique de choix et a encouragé la recherche de stratégies permettant
de moduler leur activité. Compt tenu de la régulation complexe de cette famille de kinases, la
régulation de I'activité du CDK1 peut étre obtenue en interférant directement avec leur

activité catalytique*&144,
1.0rigine de projet :

Jusqu’en 2000, I’é¢tude des kinases dans le développement de nouvelles thérapies
anticancéreuses n’était pas considérée comme pertinente. En effet, il semblait difficile de
concevoir des inhibiteurs sélectifs parmi les 518 protéines kinases du fait de la similarité de
leurs domaines catalytiques par sous-famille.

Cependant, cette idée a été démentie par la découverte du premier inhibiteur de kinases :
I’imatinib, également connu sous le nom de Glivec® 1144, Cet inhibiteur efficace dans le
traitement du cancer, a été développé par Novartis et commercialisé en 2001. 1l est utilisé
pour traiter la leucémie myéloide chronique, une maladie caractérisée par la présence d'une
anomalie chromosomique appelée « chromosome de Philadelphie », mais il est également
utilisé pour traiter d'autres types de cancer, comme les tumeurs du tractus gastro-intestinal#.
Lors de sa mise sur le marché, le Glivec® a été considéré comme une révolution thérapeutique
puisqu’il est capable d’inhiber sélectivement la tyrosine kinase BCR-ABL (kinase appartenant
a la famille TK) dont I’expression est due a la présence du chromosome de Philadelphie*,
Ainsi, le mécanisme d'action du Glivec® par inhibition sélective des kinases exprimées dans
les cellules tumorales a permis de valider les kinases comme cibles thérapeutiques pour le

traitement du cancer.
2.Généralité :

Diverses stratégies inhibitrices sont possibles pour moduler I'activité des CDKSs. La stratégie
la plus fréquemment rapportée dans la littérature est I'inhibition avec des composés en
competition avec I'ATP. Une autre stratégie recemment mentionnée consiste a utiliser des
inhibiteurs de I'ATP non concurrents. Et enfin, la derniere méthode consiste a utiliser des

inhibiteurs allostériques'46-14,
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Figure 23 : potentiel thérapeutique des inhibiteurs du CDKs®.
01.Les inhibiteurs non compétitifs de ’ATP :

Cette famille de composés est une nouvelle génération d'inhibiteurs qui n'entrent pas en
compétition avec I'ATP et ont donc un mécanisme d'action différent des autres types
d'inhibiteurs. 1l s'agit d'une approche relativement nouvelle du CDK. Par conséquent, trés peu

de molécules ont été identifiées a ce jour et aucune n'est entrée au stade clinique®*.
02.Les inhibiteurs allostériques :

Cette famille d'inhibiteurs a la spécificité de se lier a I'enzyme en dehors de son site ATP. La
liaison a ce site supplémentaire, appelé site allostérique, induit un changement
conformationnel de la protéine, modulant ainsi son activité. Ces inhibiteurs ont I'avantage
d'étre plus sélectifs car ils exploitent I'environnement unique de chaque kinase!*.

L'utilisation de tels inhibiteurs semble une stratégie prometteuse pour les CDK, car ils ont
déja réussi avec des protéines kinases telles que ABL, p38 et MEK1, mais aucun inhibiteur de

type CDK n'a été développé a I'neure actuelle®?,
03.Les inhibiteurs competitifs de PATP :

La plupart des inhibiteurs connus de la kinase Cycline-dépendante sont des composés en
competition avec I'ATP qui déplacent I'ATP en se liant au site catalytique (ATP) de I'enzyme
cible. Actuellement la stratégie la plus efficace pour développer de puissants inhibiteurs des
CDK du cycle cellulairel.

De nombreux composés ont été brevetés comme inhibiteurs potentiels du CDKs. Ces
composeés ont été publiés dans plusieurs revues, dont certaines sont actuellement en

développement clinique®®21%3-1%8,
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Les structures de ces molécules sont trés diverses et sont géneralement des dérivés mixtes ou

non de purines, de pyrimidines, d'indoles, de pyrazoles, de thiazoles, ou des dérivés de

composés naturels tels que les familles des staurosporines et des flavones®®.

Nous avons choisi de ne présenter que les molécules qui sont en cours de développement

clinique!®31%8,
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Figure 24 : Composés des inhibiteurs compétitifs de I’ATP en cours de développement

clinique®.

Ces molécules ont généralement une structure plane et possedent presque toutes des noyaux

aromatiques hétérocycliques ou hydrophobes. Ils ne sont pas trés sélectifs car la plupart

affectent également d'autres CDKSs. Cette faible sélectivité conduit a la complexité du dosage

lors des études cliniques. En effet, lorsqu'ils sont utilisés a fortes doses, ces composés

deviennent toxiques. Au contraire, lorsqu'ils sont utilisés a faible dose, ils deviennent trés

inefficaces.
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En résumé, jusqu'a présent, le degré élevé d’homologie entre tous les CDK représente un

inconvénient majeur dans le développement d'inhibiteurs hautement sélectifs. C'est une

stratégie intéressante car elle donne accés a des inhibiteurs sélectifs de la cytotoxicité.

Cependant, savoir quels CDKs ou CDK/Cycline complexes a cibler specifiqguement reste un

défi. Répondre a ce point nécessite de mieux comprendre quelles CDK conduisent a la

progression tumorale dans différents types de cancer. Cependant, cela n'a pas encore été

évalué dans des études cliniques, peut-étre parce que les inhibiteurs du CDKs testés ne sont

pas assez sélectifs.

3.Recherche et optimisation des inhibiteurs du CDK1 :

L'optimisation d'un inhibiteur du CDK1 commence par le criblage d'une bibliothéque de

composés. Parallelement, les molécules candidates sont soumises a des tests qui permettent

d'évaluer séquentiellement deux critéres majeurs : la puissance et la sélectiviteé.

L'évaluation de la puissance du composé contre une cible de choix (CDKZ1) est réalisée par

des tests d'activité kinase in vitro a des concentrations croissantes de molécules candidates.

Dans ce test, I’enzyme purifiée (native ou recombinante) est incubée en présence de son

substrat et d’ATP radio-marqué. L’activité de ’enzyme est évaluée en mesurant la quantité de

phosphate radioactif incorporé dans le substrat. L’addition de concentrations croissantes de la

molécule a tester permet d’obtenir une courbe dose- réponse et de déterminer 1’1C5, de la

molécule, c’est a dire la concentration de molécule qui inhibe 50% de 1’activité maximale de

I’enzyme °°. Cette 1Cso permet d'évaluer le pouvoir inhibiteur d'un composé et facilite la

comparaison de différents inhibiteurs entre eux. Cependant, il convient d'étre prudent lors de

la comparaison des valeurs d'ICsp entre les composés. En effet, cette valeur dépend de la

concentration en ATP utilisée dans le dosage et cette concentration peut varier selon les

études®.
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Figure 25 : A) Principe du dosage de I’activité CDK1/Cycline B ;B) Un exemple d’étude

structure-activité®0,




Si un composé présente une valeur ICsp intéressante a l'issue de ce premier test, il subit une
deuxieme série de tests visant a évaluer sa sélectivité. La sélectivité d’un composé mesure sa
capacité ou non a inhiber d’autres kinases que celles sur lesquelles il a été initialement
identifi€. Le plus souvent elle se mesure en testant 1’efficacité¢ du composé sur un panel de
kinases purifiées. Si un composé inhibe plusieurs kinases, il est dit non sélectif, ne montrant
aucune préférence particuliére par rapport aux autres familles. En revanche, un composé est
dit sélectif s’il est capable d’inhiber plus efficacement une famille de kinases plutot qu’une
autre ou méme au sein d’une famille, un membre plutdt qu’un autre. A la différence de
I’efficacité, la sélectivité ne se mesure pas de maniére stricte et son appréciation est soumise a
de grandes variations selon I’importance des moyens mis en ceuvre pour 1’évaluer (nombre de

kinases testées et ¢loignement de ces kinases de la cible initiale). En d'autres termes, plus un

composé est testé avec des kinases différentes, plus I'évaluation de sa sélectivité sera

précise!®?,

Tableau 1 : les inhibiteurs du CDKSs optimisées en cours d’essais cliniques®.

Composé Société Voie CDK ciblée Stade de
d’administration développement
Flavopiridol | Sanofi-Aventis | intraveineuse CDK1, 2,4,6,9 | Il
Roscovitine Cyclacel oral CDK1,2,7,9 ]
Dinaciclib Merck intraveineuse CDK1,2,5,9 Il
SNS032 Sunesis intraveineuse CDK2,7,9 I
AT7519 Astex intraveineuse CDK1,2,4,5,9 | I/l
PD0332991 Pfizer oral CDK4, 6 I
EM-1181 Erimos intraveineuse CDK1 I/11
RGB-286638 Agennix intraveineuse CDK1,2,3,4,9 I
P276-00 Nicholas intraveineuse CDK1, 4,9 I
Piramal
BAY-1000394 | Bayer oral CDK1,2,34,79 |1
TG02/SG1317 | S*BIO/Tragara | oral CDK1,2,3,5,9 I
PHA-848125 Nerviano oral CDK1,2,4,5 I
LEE-011 Novartis / Astex | oral CDK4, 6 Il
LY2835219 Eli Lilly oral CDK4, 6 |
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4 Identification de I’inhibiteur du CDK1 :

La conception d'inhibiteurs compétitifs de I'ATP reste 1'approche la plus étudiée. Des
composés comme le Dinaciclib sont en essais cliniques de phase III et se sont avérés tres
efficaces. A I’heure actuelle, c’est le composé dont les études sont les plus avancées en vue
d’une utilisation en tant qu’inhibiteurs du CDK1 pour le traitement des cancers .Cependant,
malgré une grande attention portée au développement d'inhibiteurs de ce type, il n'existe

toujours pas de médicaments sur le marché!®?,
01.Définition de Dinaciclib :

Le Dinaciclib (appelé aussi SCH-727965 / 779353-01-4 / MK-7965) a été développé par la
société Merck. Il s’agit d’un pyrazole [1,5-a] pyrimidine, il a une activité antinéoplasique
potentielle. Le terme "pyrazole” a été donné a cette classe de composés par Ludwig Knorr en
1883. En 1959, le premier pyrazole naturel, la 1-pyrazolyle-alanine, a été isolé a partir de
graines de pastéquest®,

Le Dinacilib inhibe selectivement La kinase CDK1 avec une valeur de Cls, 3 nM. Ce dernier
présente une excellente sélectivité vis-a-vis des autres kinases comme CDK2, CDK5 et CDK9
avec des valeurs de Clg, de 1 nM, 1 nM et 4 nM respectivement, ce qui lui confere un

meilleur profil de toxicité!®?,

02.La structure du Dinaciclib :

o 1

@
S
K N N\N
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Figure 26: structure chimique de la Dinaciclib'®4,
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03.Activités biologiques :

Tableau 2 : Des activités biologiques testée par le Dinaciclib sur déverses lignées

cellulaires®®168,
Lignées Type de test Concentration Duree Activity
cellulaires d'incubation Description
Kasumi-1 Test d'apoptose | 100 nM 24 h induit I'arrét du
cycle cellulaire
1205Lu Test d'inhibition | 10/30 nM 72 h inhibe la
de la croissance croissance et la
survie des
cellules
U937 Teste de 2/10 nM 3h bloque
fonction I'induction des
XBP-1 et des
cibles en aval
BE(2)-M17 Test 72 h GI50 = 0.021
antiprolifératif uM
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A.Screening virtuel :

PubChem est une banque de données américains de molécules chimiques gérée par le
National Center for Biothechnology Information (NCBI), branche de la Bibliotheque National
de Médecine des Etas-Unis sous l'autorité des National Institus of Healthe (NIH). 11 s agit
d’une ressource publique gratuite pour la découverte de ligands qui peuvent étre téléchargées
dans des formats 2D et 3D. PubChem est disponible gratuitement sur

http://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/.

Nous avons recherché dans la base de données PubChem, la molécule "Dinaciclib".
Parmi les 268 analogues présentés par PubChem, nous avons retenu 187 Analogues filtrées
selon le poids moléculaire : <396.5g/mol

Ces molécules ont été téléchargées sous format SDF.

B.Docking moléculaire :

1.Récepteur :

La BanK PDB (Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) a été utilisée pour télécharger le

récepteur. Il s’agit d’un répertoire mondial de dépdt d’informations sur la structure
tridimensionnelle des protéines et des acides nucléiques.

La PDB contient des milliers de structures protéiques prises soit par cristallographie (rayons
X) ou par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire).

Concernant le CDK1, est disponible dans la banque de données, la molécule répertoriée sous
le code 6GUG. 1l s’agit d’une protéine de 297 acide aminés, liant la sous-unité régulatrice

Cks2 et complexée avec le Dinaciclib.
C.Processus de docking :

Le screening est un processus d’amarrage moléculaire utilisé pour simuler l'affinité d'un trés
grand nombre de ligands pour une cible thérapeutique donnée, plus simple & mettre en place,
plus rapide a un colit bien moindre que les criblages expérimentaux.
Nous avons utilisé les logiciels PyRx et Chimera pour tester I’interaction ligand-récepteur :
e Pyrx: estun logiciel de criblage virtuel pour la découverte de médicaments par
ordinateur qui peut étre utilise pour cribler des bibliothéques de composes par rapport

a des cibles médicamenteuses potentielles.
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Utilisant le sous-programme AutoDock Vina qui sert au docking moléculaire et Open
Babel pour la conversion des formats des fichiers de petite taille. Aprés la
minimisation des composés, des bibliotheques ont été criblées en calculant leur
énergie d’interaction grace au sous-programme Vina.

e UCSF Chimera (ou simplement Chimera) : est un programme extensible pour la
visualisation et I'analyse interactives des structures moléculaires et des données
associées, y compris les cartes de densité, les assemblages supramoléculaires, les
alignements de séquences, les résultats d'amarrage, les trajectoires et les ensembles
conformationnels. Des images et des films de haute qualité peuvent étre créés.

Le processus de docking avec Chimera se déroule aprés la préparation du récepteur

6GUG et ses ligands. Les résultats de 1’amarrage sont obtenus de forme scores de AG.

D.Processus de détermination des interactions :

En utilisent logiciel Discovery Studio pour visualiser les interactions de ligand dans le site
actif de la protéine cible :
e Discovery Studio : est une suite logicielle compléte d'analyse et de modélisation
moléculaire de structures, séquences et autres données pertinentes.
Aprés le téléchargement des fichier PDB obtenus sous Chemira les intéractions sont

facilement visualisées a la fois de formes 2D et 3D.
E.Processus d’évaluation les parametres pharmacocinétiques :

Les paramétres pharmacocinétiques sont la mesure quantifiable d’un médicament qui peut
concerner les différentes phases de la vie d’un médicament, a savoir I’absorption, la
distribution, le métabolisme et 1’élimination (systtme ADME).
e SwissADME : est un site Web qui permet de prédire des descripteurs
physicochimiques ainsi que de prédire les parametres ADME, les propriétés

pharmacocinétiques, la nature médicamenteuse et la compatibilité avec la chimie

médicinale d'une ou plusieurs petites molécules ( http://www.swissadme.ch/ ).
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A.Résultats du criblage moléculaire :
Le screening moléculaire a permis de sélectionner 8 composes ayont des conformations
favorables interagissant dans le site actif selon leurs résultats de scores envers le MPF.
Le AG appelée aussi L’enthalpie libre ou énergie libre de Gibbs, ou simplement énergie de
Gibbs : est une fonction d’état extensive introduite par Willard Gibbs. Elle se comporte en effet
comme une fonction potentielle et intégre le comportement du milieu extérieur. De plus elle est
la fonction d'état la plus appropriée pour étudier les équilibres chimiques réalisés a la
températureT et a pression constante ce qui est le lot de nombreuses réactions effectuées a l'air
libre, a la pression atmosphérigue.
Les 8 analogues retenus sont classés selon leur affinité d’interaction estimée par 1’énergie de
liaison dans le tableau.

Tableau 03 : Les meilleurs scores AG révélés par le screening moléculaire.

Ligands Pubchem code AG (kcal/ml)
Analogue 1 95869569 -8.5
Analogue 2 71048607 -8.2
Analogue 3 144762923 -8.2
Analogue 4 58269045 -8.1
Analogue 5 23569294 -8.0
Analogue 6 44159122 -8.0
Analogue 7 70878929 -8.0
Analogue 8 133335579 -8.0

B.Résultats du docking moléculaire :

Les résultats du docking sous UCSF Chimera affiche la liste tabulaire des poses :

=i




[ ] @ ViewDock - fhome/sabri/Bureau/Masters/Bendahmene/mol1/docking mol 1.pdbqt

File Compounds Column Selection Chimera HBonds Movie

S | Score | RMSD |.b. | RMSD u.b.

v -7.7 0.0 0.0
v -7.5 2.866 5.601
v 7.4 2.323 4.82
v o -7.3 3.162 5.64
v -7.2 2.196 4.155

Chimera Model #3.1
REMAREK VINAR RESULT: =7.7 o.oo0 0.000
REMARE 7 active torsions:
REMARE status: ('A' for Active; 'I" for Inactive)
%

REMARE 1 between atoms: 01_1 and C4_11
REMARK 2 A between atoms: W1 2 and C2 9
REMARK 3 A between atoms: N1_2 and C5_12
REMARK 4 A between atoms: C1_8 and C2_39
REMARK 5 A between atoms: C1_8 and C3_10
REMARK 6 B between atoms: C1_8 and C4_11
Change Compound State
© viable Deleted Purged

Hide Quit Help

Figure 27 : Les scores donnés par UCSF Chimera du composé 133335579.

Les résultats de 1’étude des interactions enzyme-ligand sont présentés sous forme de scores
(Kcal/mol) de la meilleure pose pour chaque ligand.
Tableau 4: les meilleurs scores de chaque Analogue.

Analogue Meilleur score
95869569 -8.3
71048607 -9.1
144762923 -9.0
58269045 -8.3
23569294 -9.2
44159122 -8.4
70878929 -8.8
133335579 -1.7

C.Résultats des interactions par Discovery Studio :

L’analyse des fichiers pdb par « Discovery studio visualiser » permet la visualisation du mode
et du type d’interaction entre la meilleure conformation de ligand et son récepteur. Cette
interaction engage plusieurs types de liaisons comme le montre le diagramme 2D.

Tableau 5 : Les interactions entre chacun des composés avec le récepteur.
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Code Acide aminée Type d’interaction
95869569 Leu 83/ Lys 33 Liaison hydrogene
conventionnelle
Met 85/ Glu 81 Liaison Hydrogene carbone
Lys 89 Liaison pi-cation
Ala31/Ala145/Val 64 /Val 18/ Leu 135/ lle 10 Liaison pi-alkyle
71048607 Lys 33/ Asp 146 Liaison hydrogene
conventionnelle
GlIn 132 Liaison Hydrogéne carbone
Phe 80 Liaison pi-sigma
Ala 145/ Val 64/ Ala31/ Leu 135/ val 18/ 1le 10 Liaison alkyle / pi-alkyle
144762923 Leu 83 Liaison hydrogene
conventionnelle
Liaison donneur défavorable
donneur
Glu 81 Liaison Hydrogene carbone
lle 10/ Ala31/Ala 145/ Leu 135/ Val 64 / Phe 80/ Val 18 | Liaison alkyle / pi-alkyle
58269045 Met 85 Liaison Van Der Waals
Asp 86 Liaison hydrogene
conventionnelle
Lys 33 Liaison pi-cation
Liaison donneur défavorable
donneur
Lys 89 Liaison pi-cation
Ser 84 Liaison pi-amide empilé
lle 10/ Val 18/ Ala 145/ Leu 135/ Val 64 / Phe 80/ Ala 31 | Liaison alkyle / pi-alkyle
23569294 Leu 83 Liaison hydrogene
conventionnelle
Liaison donneur défavorable
donneur
Glu 81 Liaison Hydrogéne carbone




Phe 82 Liaison pi-pi empilé
lle 10/ Leu 135/ Ala 31/ Ala 145/ VVal 64 / Phe 80 Liaison alkyle / pi-alkyle
44159122 Met 85 Liaison Van Der Waals
Leu 83/ Asp 86/ GIn 132/ Asn 133 Liaison hydrogene
conventionnelle
Lys 89/ Lys 33 Liaison pi-cation
Ser 84 Liaison pi-amide empilé
lle 10/ Val 18/ Ala 145/ Ala 31/ Leu 135/ Phe 80/ Val 64 | Liaison alkyle / pi-alkyle
70878929 Leu 83 Liaison hydrogéne
conventionnelle
Liaison donneur défavorable
donneur
Lys 89 Liaison hydrogene
conventionnelle
Glu 81 Liaison Hydrogéne carbone
Phe 82 Liaison pi-pi empilé
Val 64 /Phe 80/ Ala31/Leu135/Val 18/ lle 10 Liaison alkyle / pi-alkyle
133335579 Asp 86 Liaison hydrogene
conventionnelle
Leu 83 Liaison Hydrogene carbone
Val 18/ Leu 135/ Ala 31 Liaison alkyle / pi-alkyle
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Figure 28 : les interactions entre le composé 95869569 et le récepteur.
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Figure 29 : les interactions entre le compose 71048607 et le recepteur.
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Figure 30: les interactions entre le composé 144762923 et le récepteur.
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Figure 31: les interactions entre le composé 58269045 et le recepteur.
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Figure 32 : les interactions entre le composé 23569294 et le récepteur.
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Figure 33 : les interactions entre le compose 44159122 et le récepteur.
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Figure 34 : les interactions entre le composé 70878929 et le récepteur.
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Figure 35 : les interactions entre le composé 133335579 et le récepteur.




Au niveau du site actif, le processus d’interaction se fait par liaison complémentaire du ligand
avec I’architecture protéique, sont retenus :

Liaisons Hydrogenes :

Concernant ces interactions qui jouent le réle le plus important en biologie et le domaine du
vivant, elles sont classées comme suit :

Liaisons hydrogene conventionnelles : Cette liaison, intervient lorsqu’un atome d’hydrogéne

1ié par covalence a un atome ¢€lectronégatif (le donneur D) est attiré par un autre atome
¢lectronégatif (I’accepteur A). Le tableau montre les acides aminés (Leu 83/Lys 33/ Asp
86/Asn 133/Asp 146/Gln 132) du site actif de la protéine CDK1 impliqués dans la formation
des liaisons hydrogéne conventionnelles. Wood,d.j & autres en 2019%° a été confirmé cette
liaison entre ligand et Leu 83, Lys 33 et Asp 146. Plus, Martin,p et autres en 201370 et
Coxon,R & autres en 2017 ont confirmé I’exitance de ce type d’interaction entre le ligend
et les residus Leu 83, Lys 33, aussi la structure 3D observé dans le pdb :6GU6"2.

Liaisons hydrogéne carbone : Elle s’agit d’une liaison chimique entre un atome de carbone et

un atome d'hydrogéne, qu'on trouve principalement dans les composés organiques. Il est noté
que les acides aminés GIn 132 et Leu 83 forment aussi la liaison hydrogéne de type C-H, ainsi
que le Met 85 et Glu 81. Martin,p & autres'’® et Coxon,R & autres'’* ont été confirmé cette
liaison avec GIn 132.

Liaisons Pi-Cation :

Un systeme pi, bien que neutre électriquement concentre des charges négatives (les électrons
pi). Un cation peut alors engager une interactions électrostatique stabilisante avec ces charges.
Il est montré que le Lysine est le seul acide aminé qui engager a ce type d’interaction en
position 33 et 89 de site actif. Wood et al (2019)%° ont confirmé I’existence de cette liaison en
Lys 33 de site actif. L’observation des interactions de ligand sur pdb'’2 montre aussi la liaison
pi-cation en Lys 89.

Liaison Alkyle/ Pi-Alkyle :

Ce sont des liaisons hydrophobes : Les molécules qui n’ont pas de groupes chargés ou
d’atomes capables de former des liaisons hydrogene sont nommés “Molécules Hydrophobes”.
Les alkyles dérivent des alcanes par la perte d'un atome d'hydrogéne. Ils peuvent désigner des
radicaux ou des substituants sur des molécules organiques complexes. Les alkyles ne sont pas
considérés comme des groupes fonctionnels. Le tableau montre que les acides aminés (Ala
31/Ala 145 Val 64/Val 18/Leu 135/1le 10/Phe 80) du site actif ont formé ce type
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d’intercations avec le ligand. Chacun des études de Wood,d.j & autres'®® et Martin,p &
autres'’® ont confirmé I’existence de ce type de liaison entre tous les acides aminés
motionnées et le ligand.

Liaison Pi-Sigma :

Une liaison o (prononcé sigma) est une liaison chimique covalente formée par le
recouvrement axial de deux orbitales atomiques. Il est noté que seulement le Phénylalanine en
position 80 est impliqué a ce type d’interaction' puis I’étude fut par Wood,d.j & autres*®®
confirmé I’existence de cette interaction.

Liaison Van Der Waals :

Elle résulte de I’attraction entre des dipdles transitoires générée par le mouvement rapide des
électrons au niveau de tous les atomes neutres. Ce type d’interaction concerne la Méthionine
85 avec le ligand selon le tableau. Coxon,R et ses collaborateurs a confirmé I’existence de
cette liaison entre le ligand et ce acide de site actif 1",

Liaison pi-pi empilé :

Les interactions de type Pi-Pi sont des interactions hydrophobiques quijouent un trés grand
role dans le domaine du vivant. Seul 1’acide aminé Phe 82 forme une telle interaction comme
le montre le tableau. Martin,p et ses camarades a confirmé I’existence de ce type de liaison
entre le ligand et phe en position 8217°,

Liaison pi-amide empilé :

Fait référence aux interactions présomptives attractives et non covalentes (chevauchement
orbital) entre les liaisons pi des cycles aromatiques. Seul le Serine en position 84 du site actif
est impliqué dans ce type d’interaction. Coxon,R & autres a confirmé ce type d’interaction
entre ce spécifique acide de site actif et le ligand dans ce étude®’*.

Liaison défavorable :

Des liaisons défavorables affectent la stabilité de I'activité du composé. La formation de tout
type de liaison défavorable entre Leu 83 /Lys 33 de protéine et le ligand réduit la stabilité du
complexe observé dans le score. Cette interaction est confirmée par I’observasion des
interactions sur PDB*"? entre le ligand et le résidu Lys 33.

D.Résultat des paramétres pharmacocinétiques :

Tableau 06 : les parametres pharmacocinétiques des composés.
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Analogue Lipo Masse Polarité Insolubilité | Insaturation @ Flexibilité = Lipinski

(Code -0.7< | Volumineuse -6<ESOL | 0.25< O<Num.

PubChem) | XLOGP3 | 150g/mol 204 <0 Fraction rotatable

<+5.0 | <MV<500g/mol <TPSA<1304% (gsp3)<1 bonds<9

95869569 | 3.21 374.44 88.75 -4.34 0.24 6 Yes,0
Violation

71048607 | 2.88 365.47 66.55 -3.94 0.48 6 Yes,0
Violation

144762923 | 3.37 353.44 69.57 -4.25 0.42 5 Yes,0
Violation

58269045 | 2.34 346.39 88.23 -3.66 0.16 6 Yes,0
Violation

23569294 | 2.54 397.47 112.83 -3.83 0.50 7 Yes,0
Violation

44159122 | 1.99 361.40 144.25 -3.51 0.16 6 Yes,0
Violation

70878929 | 2.12 352.43 78.58 -3.39 0.42 6 Yes,0
Violation

133335579 | 2.23 312.37 88.23 -3.27 0.38 6 Yes,0
Violation
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Le MPF ou le CDK1 est impliqué dans la prolifération anarchique ; sachant que ce dernier est
surexprime dans les cellules tumorales. Par conséquent, cette protéine kinase constitue une
cible thérapeutique potentielle dans le traitement de plusieurs cancers.

Notre objectif était de proposer, par la modélisation moléculaire, des analogues de 1’inhibiteur
« Dinaciclib » ; médicament proposé comme nouvel agent thérapeutique possibles ciblant
I’enzyme CDK1, comme inhibiteurs potentiels de cette enzyme. Par la suite les propriétés
pharmacocinétiques des huit meilleurs composés ont été évaluées.

A partir des résultats de la prédiction in silico, pour les 8 molécules, nous avons proposé les
composé 95869569 et 71048607 sont les meilleures susceptibles d’etre étudiés plus en
profondeur pour une éventuelle exploitation dans I’industrie pharmaceutique.

Notre modeste travail reste seulement une étude théorique préliminaire, qui nécessite des

essais complémentaires in vitro et in vivo pour confirmer et prouver ses efficacités.
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Résumé :

Le Complexe CDK1-CyclineB ou MPF est un complexe protéique permettant le passage
G2/M du cycle cellulaire. Il active ou inhibe des protéines cibles par phosphorylation et
contrdle ainsi leur expression. Il a été observé que le MPF est surexprimer dans divers types
de cancer, ce qui lui considérer comme une cible thérapeutique potentielle. Un des
médicaments qui agissent en inhibant est le Dinaciclib. Il s’agit un inhibiteur de CDK1 se
liant au poche ATP via le fragment pyrazolopyrimidine.

Le docking moléculaire par les logiciels Pyrx et UCSF Chemira été consacré, cette méthode a
permis de réaliser un criblage virtuel de seuls 8 composés présentés une affinité supérieure
envers le MPF.

A la fin du docking, les composés 71048607 et 95869569 sont les meilleus inhibiteurs
théoriquement plus sélectifs pour utiliser comme des candidats en médecine et
pharmacologie.

Mot clés :MPF, CDK1, Cancer, Dinaciclib, Docking Moléculaire.
Abstact :

The CDK1-CyclineB Complex or MPF is a protein complex allowing the G2/M passage of
the cell cycle. It activates or inhibits target proteins by phosphorylation and thus controls their
expression. It has been observed that MPF is overexpressed in various types of cancer, which
consider it as a potential therapeutic target. One of the drugs that act by inhibiting is
Dinaciclib. It is a CDK1 inhibitor binding to the ATP pocket via the pyrazolopyrimidine
moiety.

Molecular docking by Pyrx and UCSF Chemira software was dedicated, this method made it
possible to carry out a virtual screening of only 8 compounds presenting a higher affinity
towards MPF.

At the end of docking, the compounds 71048607 and 95869569 are the theoretically better
and more selective inhibitors to use as candidates in medicine and pharmacology.

Keywords: MPF, CDK1, Cancer, Dinaciclib, Molecular Docking.
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