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Résumé : La description des phénomeénes d'activation et/ou de résistance des protéines kinases
au niveau atomique est devenue un enjeu majeur en vue de la conception de nouvelles molécules
capables de surmonter les résistances aux composés actuels. Les récepteurs a activité tyrosine
kinase (RTKSs) jouent un réle crucial dans la transmission de signaux cellulaires et la
dérégulation de leurs fonctions, compromises par les mutations, peut conduire a différentes
maladies prolifératives. Nos études du r6le des mutations sur la plasticité conformationnelle et
la stabilité thermodynamique de la région cytoplasmique de récepteurs KIT et CSF-1R ont été
réalisées sur le domaine kinase non-complet. Le domaine KID, ayant de multiples sites de
phosphorylation contrélant la cascade de signalisation cellulaire, est absent systématiquement
dans toutes les structures de RTKSs. La génération de modeles 3D du domaine cytoplasmique
complet du KIT ouvre I’opportunité pour 1’étude des voies de signalisation de ce récepteur au
niveau atomique. L’objectif de la thése est I’obtention de modéles valides de repliements locaux
du KID et I’étude de D’effet de la phosphorylation des tyrosines du KID (3 sites de
phosphorylation) sur ces repliements locaux. Ces modeles de récepteur ouvrent la voie a
I’exploration des voies de signalisation par les voies KID et JMR — la prédiction d’interactom
de KIT.
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Description de projet de thése

Introduction: Les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKSs) jouent un role crucial dans la
transmission de signaux cellulaires, a travers des événements de phosphorylation. Les RTKs se
caractérisent par une région extracellulaire, comportant le site de fixation du ligand, reliee par
la région transmembranaire a un domaine cytoplasmique (DC) doué d'une activité enzymatique
d’autophosphorylation sur des résidus tyrosine (Fig. 1). L'autophosphorylation du récepteur a
deux conséquences: (i) elle stimule I'activité catalytique intrinseque du récepteur; et (ii) elle
génere des tyrosines phosphorylées qui representent alors des sites pour la reconnaissance et le
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recrutement de protéines nécessaires a la transduction du -
signal et forment ainsi le complexe récepteur de signalisation
(receptor signalling complex). Considérant la complexité des
cascades de transduction a l'intérieur d'une cellule, avec les
nombreuses connexions entre les différentes voies, il est clair
que la dérégulation de l'activation d'un RTK peut avoir de IMR
graves conséquences sur les réponses biologiques finales. La

extracellular
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dérégulation de I'activation des récepteurs, compromise par des P Ve ¥ .
mutations, peut conduire a différentes maladies prolifératives. KID I Ev@
Nous nous sommes investis dans 1’étude du réle des mutations . - o
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activité tyrosine kinase, KIT [1-3] et CSF-1R [4] et des e I I:j,jj‘;;‘%
protéines de signalisation (STAT5 [5], VHL[6]) — des cibles
importantes dans le contexte de divers cancers. Ces mutations
changent non seulement ’activation des protéines mais aussi les voies de signalisation. En
particulier, difféeremment de KIT natif, la protéine mutée (D816V) est impliquée dans
I’interaction directe avec STATS5 [7].

Figure 1. Structure de RTK KIT.

Les études de KIT et CSF-1R ont été réalisées a partir de structures cristallographiques dans
lesquelles un insert de 60 résidus dans le domaine kinase, le KID, a systématiquement été retiré
et remplacé par un court pseudo-KID. Il n’existe a ce jour aucune donnée structurale sur ce
KID. Des études in vitro ont montré qu'il ne participe pas a I'activité kinase et que sa suppression
ne modifie pas la structure du reste du domaine kinase de KIT. Il est en revanche essentiel a la
fonction de signalisation du récepteur, puisqu’il contient trois tyrosines phosphorylées au cours
de l'activation, reconnues par trois protéines de signalisation (Pi3K, Grb2 et PLCy
respectivement. Fig. 2 B) et initiant trois différentes voies de signalisation. 1l est possible que
le KID participe directement a dimérisation du KIT, premiére étape de toutes les voies de
signalisation de KIT. La recherche d'inhibiteurs d'interaction protéine-protéine ciblant les voies
de signalisation de KIT nécessite donc la connaissance de la structure tridimensionnelle de la
partie cytoplasmique compléte de KIT. C'est pourquoi I'obtention de modeles tridimensionnels
du KID constitue un enjeu majeur pour I’inhibition pharmacologique de ce récepteur, et constitue
une étape indispensable de notre projet.

Modélisation du domaine cytoplasmique complet de KIT: Nous avons réussi & modéliser en
3D le KID de KIT par deux différentes approches indépendantes: des simulations de repliement
de fragments du KID par méthode de recuit simulé, et une modélisation par Rosetta. Les
modéles (20 modéles parmi 2000 générés) ont été insérés a la structure du domaine

Fig.2. (A) Modéle du
domaine cytoplasmique de
KIT. Le domaine kinase en
cyan, JMR en jaune, la boucle
A en magenta, le KID in situ
en rouge/vert. (B) Schéma
d’interactom de KIT: les

protéines partenaires
interagissant avec KIT par
KID et IMR.

cytoplasmique incomplet de KIT, pour produire les premiers pro-modeles de KIT comprenant
I’intégralité du domaine cytoplasmique de KIT (Fig. 2 A)

Les objectifs de la thése sont les suivants: (i) ’optimisation des modéles générés et les

simulations de leur dynamique moléculaire. Cette étude sera finalisée par 1’obtention des
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premiers modeéles validés du domaine cytoplasmique d’un RTK, KIT. Par la suite, les
modeles optimisés serviront pour (ii) 1'étude de réle du KID a I’activation du récepteur natif et
muté. L’obtention de modeles du KID permettra (iii) d’étudier 1’effet de la phosphorylation des
tyrosines du KID contenant trois sites de phosphorylation, sur ces repliements locaux. Ces
modeles de récepteur ouvrent la voie a (iv) I’exploration des voies de signalisation par les voies
KID et JMR — la prédiction d’interactom de RTKs (Fig. 2 B). (v) La caractérisation des
chemins de communication dans KIT et ses complexes (avec la méthode MONETA [8-9] ainsi
que (vi) le dispositif de visualisation 3D stéréoscopique SHIVA [10]) seront les composants
fondamentaux de ce projet. Pour la simulation Marie-Laure utilisera le cluster de calcul du
CMLA (TopDyn, cluster hybride CPU-GPU) et les centres de calcul nationaux (IDRIS,
CINES, CURIE).

Le projet DOCIN-KIT - un projet ambitieux visant le développement d’un modele des
interactions du KIT avec ses partenaires cellulaire — un pas primordial vers la description
compréhensive de la signalisation de ce récepteur au niveau atomistique. Ce projet est lié avec
notre recherche sur des récepteurs de tyrosine kinases en contexte de nombreux cancers. Nous
menons cette recherche en collaboration avec les cliniciens de 1’Institut Gustave Roussy et le
Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille. Les résultats étendus de la these
contribueront a la recherche de nouvelles pistes pour développer des produits médicamenteux
d’une nouvelle génération.
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