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Le blocage de l'interaction Grb2-Sos
par un peptide dimeérique
inhibe la prolifération cellulaire
dans un modele tumoral

La cascade d’événements conduisant
a la division et/ou a la différencia-
tion d’une cellule met en jeu de
nombreuses protéines, dont cer-
taines ont, semble-t-il, comme seul
role de mettre en contact des pro-
téines fonctionnelles moins mobiles,
d’ou leur nom d’adaptateurs [1].
Grb2 (growth factor binding protein 2)
est, a ce jour, le plus étudié de ces
adaptateurs [2]. Il est constitué d’un
domaine SH2 (Src homology 2), enca-
dré par deux domaines SH3 (m/s
1994, n°6/7, p.709). Par l'intermé-
diaire de son domaine SH2, Grb2
interagit avec des récepteurs a acti-
vité tyrosine kinase (RTK) au niveau
de sites comportant un résidu tyrosine
phosphorylé. Par ses domaines SH3,
Grb2 se complexe a de courtes régions
riches en proline (8 a 10 acides aminés

possédant la séquence consensus
PXXP) présentes dans ses cibles, dont
la principale est Sos, le facteur
d’échange de la protéine Ras [3].

La fixation aux RTK de leur ligand,
par exemple 'EGF (epidermal growth
Jactor) entraine leur autophosphoryla-
tion sur des résidus Tyr de leur extré-
mité carboxy-terminale, puis le recrute-
ment de la protéine Grb2 complexée a
Sos, en situation sous-membranaire,
proche du point d’ancrage de Ras. La
liaison de Sos & Ras stabilise la forme
liant le GTP (Ras-GTP), qui est alors
capable, comme le montre la figure 1A,
de stimuler en aval la voie des MAP
(mitogen activating protein)-kinases,
ERK1 et ERK2 [3]. Ces derniéres,
apres translocation dans le noyau, vont
a leur tour activer certains facteurs de
transcription.

Grb2 a été impliquée dans plusieurs
maladies, en particulier cancéreuses
[4]. Ainsi, on la trouve en exceés dans
des tumeurs du sein induites par
I’oncogéne erbB-2/HER2, analogue
tronqué du récepteur de 'EGF, qui
stimule en permanence la voie de
transmission du signal [5]. De méme,
le pouvoir transformant de 1’onco-
gene ber-abl, résultant de la transloca-
tion du gene abl (chromosome 9) au
niveau du point de cassure (bcr) du
chromosome 22, et présent chez 95 %
des patients atteints de leucémie myé-
loide chronique, a été corrélé a sa
capacité a lier Grb2 et ainsi a activer
Ras [6]. Par ailleurs, des mutants de
Grb2, codant pour une forme délétée
au niveau du domaine SH3 amino-
terminal, induisent une réversion du
phénotype malin lorsqu’ils sont trans-
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Figure 1. A. Voie de signalisation de la protéine Ras induite par les récepteurs a activité TK. B. Structure tridimen-

sionnelle « modelisée » du peptidimére complexé avec la protéine Grb2. —
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fectés dans des cellules transformées
par HER2 [7]. L’ensemble de ces
observations montre le role essentiel
de Grb2 dans la transmission de
signaux conduisant a la division
et/ou a la différenciation cellulaire,
et souligne l'intérét thérapeutique
que pourrait représenter une possible
interruption de son interaction avec
Sos. Pour y parvenir et afin de pallier
la faible affinité des peptides riches
en proline pour les domaines SH3
isolés (Kd ~10-°M), contrastant avec
la forte affinité de Sos pour Grb2,
nous avons eu I'idée de fabriquer une
molécule capable de reconnaitre en
méme temps les deux domaines SH3,
en dimérisant la région riche en pro-
line la plus affine de la protéine Sos
(VPPPVPPRRR)*. En effet, I'affinité
attendue d’un composé dimérique se
liant a deux sites est théoriquement
de l'ordre du produit des affinités de
chaque monomere.

En utilisant a la fois les données que
nous apportait la RMN sur la struc-
ture des complexes formés entre ce
peptide et les domaines SH3 [8], et
la structure tridimensionnelle de
Grb2 non complexée, résolue par
cristallographie aux rayons X [2], la
modélisation moléculaire (figure 1B)
nous a permis de constater que les
peptides riches en proline, placés sur
les deux domaines SH3, adoptaient
des positions rapprochant leurs
extrémités carboxy-terminales. En
reliant celles-ci par les deux fonctions
aminées d’une lysine, un dimeére que
nous avons dénommé peptidimere
[9] a été obtenu (figure 1B). 11 pré-
sente pour Grb2 une affinité supé-
rieure de plus de deux ordres de
grandeur (Kd=40nM) a celle du
monomere (Kd=18 uM).

Ce peptidimeére est capable d’inhiber
I'interaction entre Grb2 et Sos dans
des cellules ER22 (fibroblastes surex-
primant le récepteur de ’EGF), sti-
mulées par 'EGF. Ce dimere est tres
spécifique des domaines SH3 de
Grb2, ce qui tient a I'arrangement
spatial de ces derniers, et est inca-
pable de se lier aux protéines PI3K,
Nck et Crk, qui possédent elles aussi
un ou plusieurs domaines SH3 [9].
Afin de permettre 'entrée du com-
posé dans les cellules, nous lui avons

*V:Val; P: Pro; R: Arg.

adjoint un peptide dérivé de la troi-
sieme boucle de ’homéodomaine
d’Antennapédia, qui diffuse tres effi-
cacement dans les cellules [10]. Le
conjugué obtenu (peptidimére-Ant),
mis en présence de cellules ER22 sti-
mulées par I'EGF, est capable d’inhi-
ber non seulement la formation du
complexe Grb2-Sos, mais également
I’activation des MAP-kinases ERKI et
ERK2, sans toutefois modifier la
croissance des cellules.

Le peptidimere-Ant est aussi efficace
dans des modeles cellulaires dans les-
quels la protéine Ras intervient dans
la voie de transmission d’un signal de
différenciation. C’est le cas des cel-
lules PC12 (cellules de rat isolées
d’un phéochromocytome dérivé de
la créte neurale), dont la différencia-
tion en réponse au NGF (nerve growth
factor) est inhibée par I'injection d’un
anticorps dirigé contre p21Ras [11].
L’addition a ces cellules du peptidi-
mere-Ant, a des concentrations de
I'ordre du micromolaire, a le méme
effet que l'anticorps anti-Ras et
inhibe la formation de neurites en
réponse au NGF. Dans ces expé-
riences, la forte activation des MAP-
kinases observée lors de la stimula-
tion par le NGF est également inhi-
bée. En revanche, la prolifération des
cellules PC12 stimulées par 'EGF
n’est pas altérée, suggérant que le
niveau d’activation des MAP-kinases
est fonction du récepteur stimulé. En
effet, la stimulation du récepteur Trk
A induite par le NGF conduit a un
niveau d’activation des MAP-kinases
ERKI et ERK2 tres supérieur a celui
qui est observé en réponse a 'EGF
[12], et parallelement le pouvoir
inhibiteur du conjugué peptidimere-
Ant s’exerce essentiellement sur
Ieffet produit par le NGF.

Enfin, et c’est le résultat le plus intéres-
sant en termes pharmacologiques, le
conjugué peptidimere-Ant a un effet
anti-prolifératif important sur la forma-
tion de colonies par des cellules tumo-
rales NIH3T3 transfectées par I'onco-
gene HER?2 (Cl;, = 1 uM). En revanche,
comme on pouvait s’y attendre (voir
Jigure 1A), le conjugué n’a pas d’effet
significatif sur la croissance des cellules
tumorales NIH3T3 transfectées par un
mutant de Ras oncogénique.

En conclusion, le conjugué peptidi-
meére-Ant constitue un outil biolo-

gique extrémement intéressant
puisqu’il est capable d’inhiber spécifi-
quement la voie des MAP-kinases
induite par Ras. De plus nos résultats
montrent clairement que des compo-
sés susceptibles d’inhiber des pro-
téines situées en aval de protéines
oncogéniques, comme celles qui parti-
cipent a une voie de transmission du
signal, pourraient constituer des outils
thérapeutiques potentiels. Reste a aug-
menter encore l'affinité du peptidi-
mere pour sa cible, et a parfaire sa bio-
disponibilité en I’absence de vecteur.
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