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RESUME

Les LIM kinases, LIMK1 et LIMK2 (LIMKS), sont des sérine/thréonine et tyrosine
kinases. Elles jouent un réle crucial dans la dynamique du cytosquelette en inhibant la
cofiline, un facteur de dépolymeérisation de I'actine, empéchant ainsi le remodelage des
filaments d'actine. Elles participent également au remaniement des microtubules par un
mécanisme toujours inconnu a ce jour. De par leur rble clé dans la dynamique du
cytosquelette, les LIM Kkinases sont impliquées dans de nombreux phénomenes
physiologiques mais aussi pathologiques, et constituent donc des cibles thérapeutiques
d’intérét. De nombreux inhibiteurs « petites molécules chimiques » ont été développés
contre les LIMKSs, mais aucun n’a franchi le cap des essais cliniques. Comprendre le mode
d’action de ces kinases d’un point de vue moléculaire pourrait donc permettre de

développer de nouvelles stratégies d’inhibition originales, sélectives et efficaces.

Des études antérieures de 1’équipe ont suggéré que I’extrémité C-terminale de
LIMK2 était nécessaire pour son activité kinase sur la cofiline. Au cours de ma thése, j’ai
démontré qu’un acide aminé de cette région, la tyrosine 630 pour LIMK2 et tyrosine 632
pour LIMK1, joue un réle clé dans ’activité des LIMKSs vis-a-vis de la cofiline. Cette
tyrosine est requise pour (i) que les LIMKs phosphorylent la cofiline, (ii) qu’elles induisent
la formation de fibres de stress, (iii) qu’elles soient phosphorylées par les kinases en amont
sur leur site d’activation canonique, thréonine 505 pour LIMK?2 et thréonine 508 pour
LIMK1, (iv) qu’elles dimérisent, (v) qu’elles s’autophosphorylent sur un site différent de
la thréonine 505/508, (vi) qu’elles soient stables. Ces résultats ont permis de mettre a jour
un nouveau mécanisme de régulation des LIMKs : D’activation de ces protéines par
phosphorylation de leur thréonine 505/508, tel que décrit dans la littérature, est nécessaire
mais pas suffisante pour permettre une activité kinase optimale sur la cofiline. Les LIMKSs
doivent au préalable dimériser et s’autophosphoryler, un mécanisme meédié¢ par leur

tyrosine 630/632 dont la nature aromatique est déterminante dans ce phénomene.

Au cours de ma thése, j’ai également participé a un projet ayant pour objectif de
développer une nouvelle approche thérapeutique vis-a-vis des LIMKSs. Cette stratégie est
basée sur I’inhibition de D’interaction protéine/protéine (PPI) LIMKs/cofiline par des
stapled peptides. Les stapled peptides sont des petits peptides cyclises dont la conformation
est contrainte en hélice alpha par le pontage covalent des chaines latérales de deux acides

aminés (« agrafe »), ce qui leur confere des propriétés pharmacologiques intéressantes. En



collaboration avec I’équipe « Protéines de Synthese et Chimie Bioorthogonale » du CBM
dirigée par Vincent Aucagne, différents peptides ont été¢ synthétisés et j’ai testé leur
capacité a inhiber la phosphorylation de la cofiline par LIMK2. Certains de ces peptides se
sont révélés efficaces sur LIMK2 et constituent des inhibiteurs prometteurs pour cibler les
LIM kinases. Ces données cruciales ont permis la soumission d’une demande de

financement ANR.

L’ensemble des études que j’ai réalisées au cours de ma thése permet une meilleure
compréhension des LIMKs a 1’échelle moléculaire, ce qui ouvre la voie a de nouvelles
approches thérapeutiques visant ces kinases qui restent a ce jour difficiles a cibler par des

molécules thérapeutiques (undruggable proteins).



ABSTRACT

LIM kinases, LIMK1 and LIMK2 (LIMKS), are serine/threonine and tyrosine
kinases. They play a crucial role in cytoskeletal dynamics. By inhibiting cofilin, an actin
depolymerizing factor, by phosphorylation, LIMKSs prevent actin filaments remodelling.
LIMK1 and LIMK2 also participate in microtubule turnover, via a mechanism that is
currently unknown. Due to their key role in cytoskeletal dynamics, LIM kinases are
involved in numerous physiological processes, but also in pathological phenomena. Thus,
they have recently emerged as therapeutic targets of interest. Many “small chemical
molecule” inhibitors have been developed against LIMKs, but none passed the stage of
clinical trials. A better understanding of the mode of action of these kinases from a
molecular point of view is therefore required to develop original, selective and efficient
inhibition strategies.

Previous studies in our team have suggested that the C-terminus extremity of
LIMKZ2 was essential for its kinase activity on cofilin. During my thesis, | have shown that
an amino acid from this extremity, tyrosine 630 for LIMK2 and tyrosine 632 for LIMK1,
plays a key role in LIMK activity on cofilin. This tyrosine is required for (i) cofilin
phosphorylation by LIMKS, (ii) actin stress fiber formation, (iii) LIMK phosphorylation
by upstream kinases on their threonine 505 for LIMK2 and threonine 508 for LIMKZ1, their
canonical activation site, (iv) LIMK dimerization, (v) LIMK autophosphorylation on
another site than threonine 505/508, (vi) LIMK stability. Altogether, these results highlight
a new mechanism of regulation of LIMKSs: the activation of LIMKSs by upstream kinases
on threonine 505/508 is necessary but not sufficient to have an optimal kinase activity on
cofilin. LIMKs have to dimerize and autophosphorylate beforehand. This mechanism is
mediated by the tyrosine 630/632, the aromatic nature of this amino acid being critical for

this phenomenon.

Furthermore, during my thesis, | took part in another project in order to develop
new therapeutical strategies targeting LIMKSs. | completed the proof of concept of a new
LIMK inhibition strategy based on protein/protein interaction inhibition (PPI1) by blocking
LIMK/cofilin interaction with stapled peptides. Stapled peptides are small peptides whose
conformation is constrained into an alpha helix by a staple, what gives them very
interesting pharmacological properties and increases their stability. In collaboration with

the CBM team “Synthetic Proteins and Bioorthogonal Chemistry” led by Vincent Aucagne,



several peptides were synthesized and | tested their ability to inhibit cofilin phosphorylation
by LIMK?2. | showed that some of those peptides are indeed active on LIMK2 and represent
promising inhibitors for targeting LIMKSs. These results constituted crucial data for the

application for an ANR grant.

Overall, the studies that I performed during my thesis allow a better understanding
of LIMKs at the molecular level, which opens the way to new therapeutic approaches

targeting these kinases, which remain undruggable to this day.






PREAMBULE

Les LIM kinases (LIMKS) sont au cceur d’un vaste réseau d’interactions moléculaires.
Elles sont impliquées dans de nombreux processus essentiels a la vie cellulaire, a travers
de nombreuses voies de signalisation et jouent notamment un réle crucial dans la
dynamique du cytosquelette en régulant d’une part le remodelage du cytosquelette d’actine
et d’autre part en participant au remodelage des microtubules. De multiples études attestent
de I’implication des LIM kinases dans des phénoménes pathologiques, comme le cancer,
les maladies neurologiques, les neurofibromatoses, ou encore les infections virales, ce qui
fait de ces protéines des cibles thérapeutiques particulierement intéressantes. De nombreux
inhibiteurs de type « petites molécules chimiques » ciblant le site actif des LIMKs ont été
développés depuis 2008, sans qu’aucun ne passe le stade des essais cliniques. Comprendre
le mode d’action et de régulation de ces kinases d’un point de vue moléculaire est
aujourd’hui une étape essentielle a la mise au point de thérapies novatrices, sélectives et

efficaces pour cibler ces protéines. C’est le constat qui a servi de point de départ a ma these.
Ce manuscrit s’articule classiquement en cing parties :

- L’introduction

- Les objectifs de ma these

- Les résultats

- Ladiscussion et les perspectives de ces travaux

- Etenfin, une conclusion générale

L’introduction est subdivisée en trois chapitres. Le premier chapitre est constitué d’une
revue que j’ai écrite et qui est centrée sur les LIM Kkinases et leurs partenaires, en lien avec
leurs roles physiologiques et leurs manifestations pathologiques. Cette revue a été publiée
en 2023 dans Cells et fait partie d’une édition spéciale dédiée aux LIMKs qui a été
coordonnée par ma directrice de thése. Le chapitre suivant porte sur la Thermophorese a
Micro-Echelle, une technique innovante d’analyse des interactions moléculaires et son
application plus particuliere a 1’étude des interactions entre biomolécules. Enfin, le
troisieme chapitre aborde I’interaction atypique entre les LIM kinases et leur substrat
canonique, la cofiline, qui ouvre la voie a de nouvelles stratégies d’inhibition de ces kinases
via D’abolition de cette interaction (PPl disruption, Protein-Protein Interaction

Disruption). Tout particulierement, les stapled peptides constituent une catégorie



d’inhibiteurs de cette interaction protéine-protéine LIMKSs-cofiline particulierement

prometteuse.

La partie Résultats de ce manuscrit s’articule autour des deux axes de recherche sur les
LIMKSs que j’ai développés ou auxquels j’ai participé au cours de ma these. La premiére
partie porte sur I’analyse du mécanisme moléculaire régissant 1’activité¢ des LIMKS sur la
cofiline. Des études antérieures réalisées par des étudiantes de Master 2 avaient suggéré
que I’extrémité C-terminale des LIMKSs est cruciale pour leur activité kinase sur la cofiline.
Au cours de ma thése, j’ai élucidé le role de cette extrémité C-terminale en mettant a jour
un résidu-clé de la terminaison carboxyle des LIMKSs, la tyrosine 630 pour LIMK2, 632
pour LIMK1, et en décryptant son action. Ces études constituent le coeur de ma these et
font I’objet d’un manuscrit a soumettre en 2024. En paralléle de ce sujet principal, j’ai aussi
participé au développement d’une autre thématique de recherche sur les LIMKSs. Le second
chapitre des Résultats pose les bases expérimentales de la mise au point d’un nouveau mode
d’inhibition de ces kinases en abolissant leur interaction avec la cofiline (PPI disruption)
via des stapled peptides. Enfin, ce manuscrit se conclut par une discussion des résultats et

nos perspectives. Une conclusion générale de ces travaux de these vient clore le manuscrit.
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INTRODUCTION

l. Les LIMKS, actrices cruciales de la vie cellulaire

Bien qu’initialement décrites comme prenant part au remaniement du cytosquelette
a travers le remodelage des filaments d’actine et des microtubules, les LIM kinases sont en
réalité impliquées dans de nombreuses autres voies de signalisation. Dans la revue que j’ai
rédigée au cours de ma these [1], nous avons détaillé le role des LIMKs dans plusieurs
processus physiologiques, notamment la migration cellulaire, le cycle cellulaire, I'apoptose
et la différenciation neuronale. Nous avons également présenté leur role dans le
développement de pathologies telles que le cancer, les maladies neurologiques, les
neurofibromatoses, ou encore les infections virales. Nous avons pris le parti de décrire ces
phénomeénes et leurs rdles a travers leurs partenaires, ce qui a permis de mettre en évidence
que les LIMKSs se trouvent au cceur d’un vaste réseau d'interactions protéine-protéine

indispensables a la régulation de la vie cellulaire.

La revue « LIM Kinases, LIMK1 and LIMK2, Are Crucial Node Actors of the Cell
Fate: Molecular to Pathological Features » a été publiée dans le journal Cells, dans le cadre

d’une édition spéciale portant sur les LIM kinases.
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Abstract: LIM kinase 1 (LIMK1) and LIM kinase 2 (LIMK?2) are serine/ threonine and tyrosine kinases
and the only two members of the LIM kinase family. They play a crucial role in the regulation of
cytoskeleton dynamics by controlling actin filaments and microtubule turnover, especially through the
phosphorylation of cofilin, an actin depolymerising factor. Thus, they are involved in many biological
processes, such as cell cycle, cell migration, and neuronal differentiation. Consequently, they are
also part of numerous pathological mechanisms, especially in cancer, where their involvement has
been reported for a few years and has led to the development of a wide range of inhibitors. LIMK1
and LIMK?2 are known to be part of the Rho family GTPase signal transduction pathways, but many
more partners have been discovered over the decades, and both LIMKSs are suspected to be part of
an extended and various range of regulation pathways. In this review, we propose to consider the
different molecular mechanisms involving LIM kinases and their associated signalling pathways, and
to offer a better understanding of their variety of actions within the physiology and physiopathology
of the cell.

Keywords: LIMK; actin dynamics; cytoskeleton remodelling; signalling pathways

1. Introduction

In 1994, LIM kinase 1 (LIMK1) was discovered simultaneously by the teams of
Mizuno [1] and Bernard [2]. It was then described as the first kinase protein seen to
contain LIM domains. The LIM kinase family was extended a year later with the discovery
of LIM kinase 2 (LIMK?2), which has a shared sequence of nearly 51% with LIMK1. Even
though they are closely related, LIM kinases display cell-type-specific expression and dif-
ferent subcellular localisation [3]. LIM kinase expression patterns were first established in
2006 by Sumi and by Acevedo [3,4]: LIMK1 is particularly expressed in the brain, heart,
skeleton muscles, kidneys, and lungs [5,6], while LIMK2 is more widely expressed in adult
and embryonic tissues [4].

Canonically, LIM kinases act as downstream effectors of the members of the Rho
GTPase family, including Rho, Rac and Cdc42, which modulate LIMK activity via their
effectors, Rho-associated protein kinases (ROCK), myotonic dystrophy kinase-related
Cdc42-binding kinases (MRCK«), and p21-activated kinases (PAK), PAK1, PAK2, and PAK4.
LIMK1 and LIMK?2 are activated by phosphorylation of Thr508 and Thr505, respectively [7,8].

LIM kinases are involved in cytoskeleton dynamics by independently remodelling
both actin filaments and microtubules. Their most extensively described substrates are
members of the actin depolymerising factor/cofilin (ADF/cofilin) family: cofilin1 (non-
muscle cofilin, or n-cofilin), cofilin2 (muscle cofilin, or m-cofilin), and destrin (also known
as actin depolymerising factor, or ADF), usually regrouped under the term cofilin. Cofilin
was discovered as the first substrate of LIMK1 and LIMK2 in 1998 [9,10] and 1999 [7],

Cells 2023, 12, 805. https:/ /doi.org /10.3390 / cells12050805
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respectively. Once activated, LIM kinases inactivate the ADF/cofilin proteins by phos-
phorylating their Ser3, rendering them unable to sever actin polymers and inducing the
accumulation of filamentous actin (F-actin), actin stress fibre formation, and impacting
cytoskeleton dynamics [7,9,10]. Independently of their activity on the actin cytoskeleton,
it has been shown that LIM kinases play a role in microtubule turnover by favouring
free tubulin formation [11,12], but the molecular implication of the kinases in this process
remains to be elucidated.

As there is growing evidence that LIM kinases are crucial node actors of the cell life
fate, in this review, we will recapitulate the role of LIMKSs in different cellular events and
pathologies, and emphasize the molecular actors involved in these processes.

2. Gene Description and Encoded Proteins

The LIM kinase (LIMK) family of proteins is composed of only two highly related
members, LIMK1 and LIMK2, which are encoded by separate genes located on the human
chromosomes 7q11.23 and 22q12.2, respectively [13]. There are alternative splicing results
in the generation of two LIMKI mRNAs: one encodes the full length protein, while the
other one results in a truncated protein, missing the beginning of the N-terminal first LIM
domain [14]. LIMK2 has three isoforms resulting from this alternative splicing: LIMK?2a,
LIMK2b, and LIMK2-1 [15,16]. While LIMK2a represents the full-length transcript, LIMK2b
lacks half of the first LIM domain. LIMK2-1 differs from its two counterparts with the pres-
ence of an extra protein phosphatase 1 inhibitory (PP1i) domain in its C-terminal extremity
and a slightly truncated kinase domain [16,17]. A testis-specific LIMK2 isoform, tLIMK?2,
which lacks LIM domains at the N-terminus due to the usage of a testis-specific alternative
initiation exon, is highly expressed in male germ cells and has also been described in
mice [18,19].

LIMK1 and LIMK2 have the same domain organisation, with two amino-terminal LIM
domains, an adjacent PDZ domain, a serine/proline rich region, and a carboxyl-terminal
kinase domain (Figure 1). LIMK1 and LIMK2 share a 50% overall sequence identity, and
that percentage reaches 70% in the kinase domain [13,20]. The LIM domains (named for
the transcription factors Linl1, Isl1, and Mec-3), each composed of two zinc fingers, could
play a role in protein—protein interaction, along with the PDZ domain, as well as in protein-
to-DNA interaction. The PDZ domain (named for the post-synaptic density protein 95,
Drosophila disc large tumour suppressor, and Zonula occludens-1 protein), in addition to
its protein—protein interaction function, contains two leucine-rich nuclear export signals
(NES) and plays a role in nuclear/cytoplasmic shuttling. The C-terminal extremity of
LIMKSs contains a nuclear localisation sequence (NLS) that could indicate a preferential
localisation in the nucleus [21,22]. It also contains an atypical kinase domain that is able
to phosphorylate serine and threonine, as well as tyrosine, due to an unusual consensus
sequence (DLNSHN motif) in the subdomain VIB of the catalytic site [13].

The structural aspects of LIMK regulation and pharmacology are more extensively
described in the review of Chatterjee et al., which belongs to the Special Issue LIM Kinases:
From Molecular to Pathological Features [23].
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Figure 1. Schematic structures of human LIM kinases, LIMK1, and LIMK2, and their isoforms.
Nuclear export signals (NES) are shown with a black arrowhead, DLNSHN motif is shown with a
green arrowhead and nuclear localisation signal (NLS) is shown with a red arrowhead, ‘ stands for
truncated domains.

3. Regulation of LIM Kinases—Partner Network
3.1. LIMKs, Downstream Effectors of Small Rho GTPases

LIM kinases were initially identified as kinases that are located downstream of the
members of the Rho family of small GTPases, RhoA, Racl, and Cdc42. Canonically, LIMK1
and LIMK?2 are activated by p-21 activated kinases (PAK1,2,4), myotonic dystrophy kinase-
related Cdc42-binding kinases (MRCK«), and Rho-associated protein kinases (ROCK1 and
ROCK?2), via the direct phosphorylation of Thr508 and Thr505, respectively. The phospho-
rylation of LIMKs on their activation loop leads to an activation of their kinase activity,
resulting in a higher amount of phosphorylated cofilin on their Ser3, and its subsequent
inactivation and cytoskeleton remodelling [7,8] (Figure 2). LIMKs" phosphorylation of
cofilin is counteracted by phosphatases dephosphorylating phospho-cofilin: SSH (slingshot
phosphatases), PP1 (protein phosphatase 1), PP2A (protein phosphatase 2A), and CIN
(chronophin).

3.2. Other Activators of LIMKs

Other activators of LIMK activity have been reported. They were extensively de-
scribed in the review of Manetti [20], and we will proceed with an exhaustive update
(Figures 3 and 4).

Protein kinase A (PKA) phosphorylates LIMK1 at Ser596, and, to a lesser extent, at
Ser323. As Ser596 is not conserved in LIMK2, it may play a role in the distinct regulation of
LIMK1 and LIMK?2. Ser596 phosphorylation with PKA increases the LIMK1 kinase activity
on cofilin and induces actin cytoskeleton remodelling [24].

Upon VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) activation, p38-MAPK (mitogen-
activated protein kinase) phosphorylates LIMK1 on its Ser310 without affecting its kinase
activity on cofilin. MK2, a MAPKAPK-2 (mitogen-activated protein kinase-activated protein
kinase 2) and a downstream kinase of p38-MAPK, also phosphorylates LIMK1, but on its
Ser323, leading to an increase in its kinase activity on cofilin [25].
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Figure 2. Cofilin regulation by LIM kinases, downstream of Rho GTPase family signalling pathways.
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Figure 4. Partners of LIM kinases.

Upon DNA damage, p53 upregulates LIMK2 expression via its binding to an intronic
consensus p53 binding site of LIMK2. p53 is a transcription factor that regulates the
transcription of various genes that are implicated in cell cycle arrest, autophagy, and
apoptosis, upon DNA damages [26]. This regulation is LIMK2-isoform-dependent, as
LIMK2b and LIMK2-1, but not LIMK?2a, are upregulated, and leads to G2/M arrest via a
cofilin phosphorylation increase [26,27].

Birkenfeld et al. have shown an interaction between LIMK1 and 14-3-3(, a member
of the 14-3-3 protein family that is involved in cell signalling, cycle control, and apoptotic
death, via yeast two-hybrid screening and GST pull-down experiments [28]. 14-3-3( also
interacts with cofilin. 14-3-3( was shown to preferentially interact with the phosphorylated
form of cofilin and to protect it from phosphatases, thus prolonging its inactivation [29].

An interaction between LIMK1, but not LIMK2, and p57XiP? (cyclin-dependant kinase
inhibitor) was shown through co-immunoprecipitation experiments [30,31]. This interac-
tion is independent of p57XP? activity and not mediated by ROCK activation. LIMK1-
p57XiP2 interaction leads to an increase in cofilin phosphorylation and to actin cytoskeleton
remodelling.

LIMK1 was shown to autophosphorylate [6]. This autophosphorylation is rather a
transphosphorylation, as it was shown to be promoted by homodimerization that was
mediated by Hsp90. Indeed, interactions between LIMK1 and Hsp90, as well as between
LIMK2 and Hsp90, were detected via co-immunoprecipitation experiments. A proline
plays a crucial role in this interaction. The transphosphorylation of LIMK results in its
stabilization and highly increases its lifespan.

Upon BDNF (brain-derived neurotrophic factor) stimulation, TrkB (Tropomyosin-
related kinase B, a tyrosine kinase receptor) was shown to dimerize, leading to LIMK1
dimerization, transphosphorylation, and stabilisation, with a re-localisation from cytoplasm
to membrane, resulting in an increased level of phospho-cofilin. TrkB and LIMK1 were
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shown to interact together by yeast two-hybrid screening and by co-immunoprecipitation
experiments. TrkB kinase activity is not required to induce LIMK1 dimerization. LIMK1
was also shown to interact with TrkA and TrkC, two TrkB homologues [32].

LIMK?2 activation by Aurora kinase A (AURKA) has also been reported [33]. As AU-
RKA is well known for its implication in cancer development, its role in LIMK2 activation
will be more extensively discussed in the breast cancer subsection.

3.3. Negative Regulators of LIMKs

LIM kinase activity is finely up- but also down-regulated, and several proteins are
able to negatively regulate this (Figure 4).

Nischarin, a protein involved in intracellular signalling, forms a complex with PAK
and LIMK1. Nischarin was shown to interact specifically with the phosphorylated form of
LIMKT1 on Thr508 via co-immunoprecipitation experiments, leading to its dephosphoryla-
tion and inhibition, and resulting in lower amounts of phospho-cofilin and impaired cancer
cell invasion [34]. Nischarin acts synergistically with LKB1 (liver kinase B1) to decrease
the phosphorylation of PAK, LIMK, and cofilin, reducing stress fibres and inhibiting cell
migration and invasion [35].

LATS1 (large tumour suppressor kinase 1) was shown to interact with LIMK1 by
co-immunoprecipitation experiments, leading to a lower amount of phosphorylated cofilin.
LATS1 and LIMK1 co-localise at the actomyosin contractile ring. The inhibition of LIMK1by
LATS1 reverts the LIMK1-induced cytokinesis defects [36].

Slingshot phosphatase (SSH, also known as SSH-1 or SSH1), initially described as
cofilin phosphatase, also dephosphorylates and inactivates LIMK1 and LIMK2. SSH
was shown to interact with LIMKSs by co-immunoprecipitation experiments, and neither
the catalytic activity of LIMK2, nor that of SSH, are required for this interaction. SSH
dephosphorylates LIMK1 on Thr508, but also on trans/auto-phosphorylated residues,
leading to decreased cofilin phosphorylation. A complex SSH1/LIMK1/ Actin/14-3-3( was
identified, and PAK4 was shown to interact with SSH1, leading to its phosphorylation and
inhibition [37].

Upon PAR-2 (protease activated receptor) activation, a complex between the scaffold (3-
arrestin, cofilin, chronophin, and LIMK is formed, leading to cofilin dephosphorylation and
actin filament severing. The proteins 3-arrestin-1 and 2 were shown to interact with LIMK
through co-immunoprecipitation experiments. The PAR-2 inhibition of the LIMK activity
towards cofilin requires [-arrestin and triggers the LIMK re-localisation to membrane
protrusions [38].

The RING finger E3 ubiquitin ligase (Rnf6) is highly expressed in the axons of de-
veloping neurons during mouse embryogenesis, and can influence the axon outgrowth
of cultured hippocampal neurons. Rnf6 binds to and catalyses the polyubiquitination of
LIMK1, which leads to its degradation by the proteasome in growth cones. An interaction
between Rnf6 and LIMK1 was shown by co-immunoprecipitation experiments. In the
presence of Rnf6, the LIMK1 lifespan is reduced 5-fold (4 h vs. 20 h) [39].

Par-3, a member of the polarity proteins involved in the formation of tight junctions,
was shown to inhibit LIMK2, but not LIMK1. Par-3 was shown to interact with LIMK2 by
co-immunoprecipitation, leading to its inhibition, as phospho-cofilin levels were strongly
reduced in its presence [40].

3.4. Other Partners of LIMKs

LIMKSs were also shown to interact with other proteins without phosphorylating them
(Figure 4).

The orphan nuclear receptor Nurrl was shown to interact with LIMK1 via GST pull-
down. LIMK1 inhibits the Nurrl transcriptional activity, but the molecular requirements of
this inhibition have not been elucidated [41].
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LIMKT1 was also shown to interact with paxillin, but not with vinculin, through co-
immunoprecipitation experiments, although it colocalizes with actin, paxillin, and vinculin
at the focal adhesions in fibroblasts [5].

Fascin-1, an actin crosslinking protein, was shown to interact with LIMK1 and LIMK2
by FRET and co-immunoprecipitation experiments. The LIMK phosphorylation by ROCK
on Thr505 and Thr508 is required for this interaction, but LIMK kinase activity is not [42].

LIM kinases were also shown to play a pivotal role in the coordination of micro-
tubules and actin filament dynamics. They interact with both actin and tubulin. The ROCK
phosphorylation of LIMKI1 increases its interaction with actin, whereas it decreases its in-
teraction with tubulin, as was shown by co-immunoprecipitation experiments [11]. LIMK1
overexpression leads to microtubule destabilisation, and its kinase activity is required for
this process. LIMK1 was initially thought to phosphorylate TPPP1 (tubulin polymerisation
promoting protein 1), but it was then shown that TPPP1 was the substrate of ROCK [43].
Actually, a trimeric complex between LIMK1, TPPP1, and HDACS6 (histone deacetylase 6)
was identified. ROCK inhibition stabilises this complex, whereas its activation dissociates it.
This trimeric complex leads to HDAC6 inhibition and a subsequent increase in microtubule
Lys40 acetylation, which renders microtubules more resilient to mechanical breaks, leading
to longer-lived MT [44]. On the contrary, it decreases the cofilin phosphorylation level,
resulting in the destabilisation of actin stress fibres. LIMK overexpression leads to tubulin
acetylation and microtubule stabilisation, whereas TPPP1 overexpression leads to lower
levels of phosphorylated cofilin and stress fibre disruption [45].

4. LIMK Substrates

Cofilin was the first substrate of LIMK that was identified [9,10]. The other substrates
of LIMKSs have been described since then (Figure 4).

The transcription factor cAMP-responsive element binding protein (CREB), a tran-
scription factor that regulates the genes responsible for cell proliferation, differentiation,
and survival, is phosphorylated by LIMK1 on its Ser133. An LIMK1-CREB interaction was
shown via co-immunoprecipitation experiments [46].

Upon VEGF activation, LIMK1 phosphorylates annexin 1, a calcium- and phospholipid-
binding protein, in an in vitro assay (*2P labelling). This interaction is thought to regulate
endothelial cell migration upon VEGF stimulation [47].

A trimeric complex between LIMK, Orb2, and Tob was also described. Drosophila
Orb2 belongs to the cytoplasmic polyadenylation element binding proteins (CPEB), and
binds RNA and regulates translation. Tob (transducer of Erb-B2) is known to induce
Orb2 oligomerisation. More recently, it was shown that LIMK phosphorylates Tob, then
associates with Tob to phosphorylate Orb2, leading to its stabilisation and oligomerisation.
Orb2 oligomerisation plays a major role in long-term memory [48].

The membrane type-1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP /MMP14) interacts with
LIMKT1 and LIMK2 in co-immunoprecipitation experiments, which triggers its phosphory-
lation on Tyr573. This phosphorylation leads to MT1-MMP-positive endosome association
with cortactin, an f-actin binding protein, resulting in invadopodia formation and matrix
degradation. LIMK1 and LIMK?2 seem to play different roles in this process, as LIMK1 is
involved in the cortactin association with MT1-MMP in positive endosomes, while LIMK2
is implicated in invadopodia-associated cortactin [49].

5. LIMK Physiological Functions

As cytoskeleton remodelling plays a vital role in the life of the cell, LIM kinases are
involved in several physiological processes, including cell migration, cell cycle, apoptosis,
and neuronal differentiation, which will be developed in the following paragraphs.

5.1. Cell Migration

Cell migration is essential to numerous physiological processes, such as embryoge-
nesis, neuronal development, immune response, and wound repair. Cell morphogenesis
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during migration requires the fine spatiotemporal remodelling of the cytoskeleton and
can be divided into four steps: (i) the protrusion of the leading edge of the cell (filopodia
and lamellipodia, resulting from cytoskeleton polymerisation), (ii) the attachment of the
cell front via focal adhesions (FA), (iii) the contraction of the whole-cell body through the
interaction between myosin and actin in FA-anchored stress fibres, and (iv) the detachment
and retraction of the rear by FA disassembly [50]. The implication of the Rho family of
small GTPases in cell migration is well documented [51-53]. As they are the downstream
effectors of small Rho GTPases, LIMKSs play a role in this process. Moreover, the initial char-
acterisation of LIMKSs as kinases that phosphorylate cofilin pointed out their role in actin
cytoskeleton dynamics and cell migration [9,10]. The involvement of LIMKSs in microtubule
remodelling is another way for them to be involved in cell migration [11].

The role of LIMKSs in the polarised migration of immune cells upon chemokine stimula-
tion, i.e., chemotaxis, was particularly emphasized. Indeed, LIM kinases and SSH-1 appear
to play a key role in the cofilin-driven assembly and disassembly of protrusions [54,55].
Nishita et al. showed that, upon LIM kinase knockdown, lamellipodium and cell migration
are suppressed, while SSH-1-KD cells display an impaired directional cell migration. These
authors defined that LIMK1 worked synergistically with SSH-1 to assure the deactivation
of cofilin at the leading edge of the chemokine-stimulated Jurkat T cells. At the rear, the
activation of cofilin allows for the renewal of G-actin for the actin polymerisation in pro-
trusions [54,55]. LIMK1 is required for cell migration by stimulating the lamellipodium
formation in the first stages of the cell response, whereas SSH1 restricts this migration to one
direction. Rac activation is required for the LIMK1-mediated SDF-1 (stromal cell-derived
factor-1) chemotactic response, but not Rho or Cdc42 [56]. Upon EGF stimulation, LIMK1
was also shown to be involved in actin nucleation at the leading edge and the subsequent
lamellipod extension in the metastatic adenocarcinoma cell line [57].

Two other partners of LIMKs were shown to play a role in LIMK-induced cell mi-
gration. In response to VEGF, MAPK/MK2/LIMK1 pathway activation leads to annexin
1 phosphorylation and activation, which triggers endothelial cell migration and tubulogen-
esis. LIMK1 was shown to directly phosphorylate annexin 1 in an [y*?P]-ATP labelling on
LIMK1 immunoprecipitation, upon VEGF stimulation of human umbilical vein endothelial
cells (HUVECs). p38-MAPK is required for this phosphorylation [47]. Fascin-1, an actin
crosslinking protein that plays a role in the assembly of cell protrusions, is also associ-
ated with a complex of activated LIM kinases, promoting filopodia stabilisation. Indeed,
LIMK1/fascin-1 interaction was shown by FRET and FLIM experiments, as well as by
His pulldown. LIMKI1 activation via ROCK is required for this interaction and for the
subsequent filopodia formation and stability [42,56]. Finally, cell migration is dysregulated
in cancer, and LIM kinases have been associated with higher tumour invasion properties
and metastasis, indicating that the dysregulation of LIMK-mediated cell migration can
lead to tumorigenesis [58-61]. Indeed, many inhibitors targeting LIMK activity have been
shown to affect cell migration, as it is described in Berabez et al.’s review, published in the
Special Issue LIM Kinases: From Molecular to Pathological Features [62].

5.2. Cell Cycle

Cell division is a complex and highly regulated mechanism that requires the fine
remodelling of actin filaments and microtubules [63]. As main regulators of cytoskeleton
dynamics, LIM kinases are involved in this process. LIMK localisation was extensively
studied during the cell cycle and it was shown that LIMKs display different cellular
localisation, depending of the stage of the cell cycle of HeLa cells [3]. During interphase
and prophase, LIMKI1 is associated with cell-cell adhesion sites and re-localises at the
spindle poles during metaphase [3]. It disappears from these regions during late anaphase
and redistributes at the contractile ring and cleavage furrow during telophase/ cytokinesis.
During interphase, LIMK2 is diffused throughout the cytoplasm. It re-localises at the
spindle pole during prophase and redistributes at the mitotic spindles during metaphase
and early anaphase along the spindle microtubules. As the cells progress through late
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anaphase and telophase, the LIMK2 localises at the spindle midzone, where it was seen
to co-localise with microtubules [3]. These observations indicate that LIMK1 and LIMK2
might play different roles during the course of the cell cycle.

LIMK localisation during mitosis was also studied on other cell lines: LIMKs are
located at the centrosomes and at the cleavage furrow of MDA-MB-231 breast cancer
cells and DU145 prostate cancer cells. Phospho-LIMK, but not LIMK, co-localises with
gamma-tubulin in centrosomes. An interaction between phospho-LIMK, but not LIMK,
and gamma-tubulin, was detected by co-IP on crude nuclear extracts [64]. SSH1 localisation
was also determined in HeLa cells during mitosis. It appears at the actin cortex during
metaphase and redistributes at the cleavage furrow during anaphase and telophase [65].
The similar localisation of SSH1 and LIMKSs suggests a fine regulation of cofilin phosphory-
lation /dephosphorylation, and thus, the inactivation/activation progresses through the
cell cycle and actin filament remodelling. Furthermore, different studies have shown the
transient activation of these proteins along the cell cycle progression [3,66,67]. In synchro-
nised HeLa cells, LIMK1 is hyperphosphorylated and activated during prometaphase and
metaphase, gradually returning to the basal levels of the phosphorylation and activity in
telophase and during cytokinesis. As for LIMK, cofilin phosphorylation is increased during
prometaphase and metaphase, with a gradual return to basal levels during telophase and
cytokinesis, indicating that the LIMK1 hyperphosphorylation activated its kinase activity
towards cofilin [67]. The activity of LIMK2 did not change after the cells were released from
an S phase cell cycle block. However, when the cells were treated with nocodazole or taxol
to disrupt the microtubules and induce an M-phase block, LIMK2 was activated, suggesting
that LIMK2 might be responsive to a spindle checkpoint [3]. The SSH1 activity decreased
during early mitosis and returned to basal levels during telophase and cytokinesis, result-
ing in cofilin dephosphorylation and activation [65]. LIMK2 hyperphosphorylation during
the early stages of mitosis was also observed, but to a lesser extent than that of LIMK1
(1.8-fold versus 6.4). This hyperphosphorylation leads to the enhanced phosphorylation of
cofilin. This activation seems to be mediated via the LIM/PDZ domains of LIMK1, as no
increased activity on the cofilin by the restricted kinase domain of LIMK1 was observed.
Furthermore, LIMK1-Thr508 phosphorylation is required for this process, but not via ROCK
or PAK activation [67]. This activation may occur via cyclin-dependent kinase (Cdk), as it
is eliminated in the presence of roscovitine, a Cdk inhibitor [66].

LIMK misexpression leads to an aberrant cell cycle progression. Indeed, the inhibition
of the LIMK1 activity during mitosis leads to a delay in mitotic progression (metaphase to
anaphase) and irregular spindle positioning [68-70]. On the contrary, the overexpression of
LIMK1 or a phosphatase-inactive SSH1 results in increased levels of phosphorylated cofilin
and the production of multi-nucleated cells [67]. Upon ROCK activation in NIH-3T3 mouse
fibroblasts, LIMK2, but not LIMK1, induces cyclin A expression and decreases p27XiP!
expression, which is a Cdk inhibitor, thus regulating the progression through the G1 to S
phase. p57KiP, another Cdk inhibitor, was shown to interact with LIMK1, but not LIMK2, by
co-immunoprecipitation on HeLa cells. It directly promotes LIMK1 phosphorylation, but
not on Thr508, and without going through ROCK. Furthermore, the Cdk inhibitory activity
of p57XiP? is not required for its LIMK-mediated kinase activation on cofilin. Therefore, this
cell cycle progression control by p57XiP2 occurs via its direct activation of LIMK1 [30].

Furthermore, LIMK1, but not LIMK?2, was shown to interact with LIC1 and LIC2
(dynein light chain) via its kinase domain, through co-immunoprecipitation. LIMK1 pro-
motes LIC1 and LIC2 phosphorylation on tyrosine residues. LIC1 and LIC2 are two
subunits of the huge complex that forms the cytoplasmic dynein 1 motor, and defines the
cargo specificity of dynein. LIMK1 seems to affect dynein motor function, as the kinase
dead mutant of LIMK1, D460A, reduces the speed of PLK1 trafficking (a cargo of the
dynein motor). Furthermore, LIC1 and LIC2 rescued the aberrant cell cycle progression
induced by LIMK1 depletion (multipolar spindle, centrosome spread length, and spindle
pole density). LIMK1 could regulate the trafficking of pericentriolar proteins by dynein
cargo transportation via LIC1 and LIC2 phosphorylation [69].
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5.3. Apoptosis

Apoptosis is a mechanism of tightly regulated programmed cell death, and an essential
process in development and cell homeostasis. Apoptosis may be induced by extrinsic
stimuli (death receptor pathway) or intrinsic stimuli (mitochondrial pathway), leading to
caspase proteolytic pathway activation [71]. A drastic change in cell morphology occurs
during apoptosis: shrinkage, bleb formation, and rounding-up. The actin cytoskeleton has
been linked to these apoptotic phenotypes [72].

Fas receptor, also known as Fas, FasR, apoptosis antigen 1 (APO-1 or APT), cluster
of differentiation 95 (CD95), or tumour necrosis factor receptor superfamily member 6
(TNFRSF6), is a cell death surface receptor. The treatment of Jurkat and HeLa cells with an
anti-Fas antibody leads to the cleavage and activation of LIMK1. The produced LIMK1 N-
terminally truncated fragments are constitutively active and stimulate membrane blebbing
when they are overexpressed, ultimately leading to cell death. The pre-treatment of cells
with benzyloxycarbonyl-Asp(OCH3)-Glu(OCHj3)-Val-Asp(OCHj3)-fluoromethylketone (z-
DEVD-fmk), an inhibitor for caspase-3 or related proteases, blocked the appearance of these
LIMKI1 fragments, as well as LIMK1 activation, suggesting that the cleavage of LIMK1
is mediated by these caspases. Indeed, LIMK1 is cleaved at a short motif DEID within
the PDZ domain, more precisely at aspartic acid 240, while the caspase-3 and related
proteins cleave the protein at a DEXD site. Interestingly, LIMK2 does not possess the
DEID motif, suggesting that the cleavage-mediated LIMK activation is LIMK1-specific.
Moreover, LIMK1 silencing using siRNA partially suppresses membrane blebbing. The
caspase-mediated specific cleavage and activation of LIMK1 might play a decisive role in
the membrane bleb formation during apoptosis [73].

Apoptosis is induced in the prostate cancer cells LNCaP (hormone sensitive), as well
as in DU145 (hormone insensitive), when stimulated with membrane androgen receptor
agonist testosterone-BSA (a non-permeable steroid albumin conjugate). In these conditions,
Rho, ROCK, and LIMK?2 are activated. LIMK2 immunoprecipitated extracts from the
testosterone-BSA-treated DU145 exhibit a higher kinase activity compared to untreated
cells, with an increase in phospho-LIMK and phospho-destrine by [Y*?P]-ATP labelling,
This increase, as well as apoptosis induction, is lost when cells are pre-treated with the
ROCK inhibitor Y27632 [74].

Apoptosis is also induced in the colon cell line HCT116 upon tumour necrosis factor
(TNF) treatment. In these conditions, an increase in LIMK phosphorylation on its Thr508
and the subsequent phosphorylation of cofilin are observed. Death-associated protein
kinase (DAPK), a protein implicated in programmed cell death, could act as a scaffold
protein for the LIMK/ cofilin complex in TNF-induced apoptosis. The DAPK/LIMK/ cofilin
complex is abrogated once the cells are committed to apoptosis [75]. Indeed, LIMK and
cofilin are co-immunoprecipitated with DAPK in extracts from the cells treated with TNE
Thus, DAPK promotes a closer interaction between LIMK and cofilin, resulting in a higher
phosphorylation of cofilin by LIMK. DAPK kinase activity is required for this increase, as it
is lost when the cells are pre-treated with a DAPK inhibitor. Furthermore, TNF induces the
re-localisation of the DAPK/LIMK/cofilin complex in the perinuclear compartment.

p57KiP2 has been shown to enhance mitochondrial-mediated apoptosis via the ac-
tivation of LIMK1 and the stabilisation of the actin cytoskeleton. It has been shown to
interact with LIMK1, leading to LIMK1 activation in HeLa cells [30]. Apoptosis triggered
by staurosporine, an alkaloid with antibiotic properties, is mediated by LIMK1 in the HeLa
cells overexpressing p57XiP2. Indeed, in these conditions, the silencing of LIMK1 leads to a
decrease in apoptotic nuclei, Cas3 activity, and PARP cleavage. Furthermore, hexokinase-1,
an inhibitor of the mitochondrial voltage-dependent anion channel, is displaced from
mitochondria, inducing mitochondrial depolarisation and apoptotic cell death [76].

Upon a genotoxic stress, increases in RhoGTP, phospho-LIMK, and phospho-cofilin are
observed, as well as cytoskeleton rearrangement with cell flattening and enhanced stress
fibres. An increase in LIMK2-1 and LIMK2b, but not LIMK2a, at the protein and mRNA
levels is also observed, requiring p53 transcriptional activity and leading to cell survival.
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LIMK?2 inhibition was shown to sensitise cells to DNA-damage-induced apoptosis [27].
Hence, the LIMK inhibitors associated with genotoxic compounds could constitute an
efficient alternative therapy to treat the cancer cells that are resistant to chemotherapy.
Indeed, LIMK?2 has been shown to be mis-regulated in these resistant cells [12,77].

LIMK2 is also involved in a particular form of neuronal cell death (necrosis) that results
from status epilepticus (SE). SE is defined by a single long-lasting or multiple successive
life-threatening seizures. Kim et al. have shown that the neuronal death in rat CA1 neurons
is driven by a cyclin D1-CDK4 complex upon SE, and that this complex leads to the overex-
pression of LIMK2. When overexpressed, the LIMK2 impairs dynamic-related protein-1
(DRP1)-mediated mitochondrial fission by stabilising F-actin and preventing DRP1-actin
interaction. Thus, it induces mitochondrial elongation and neurotoxicity. LIMK2 silencing
via siRNA prevents the downregulation of the DRP1 and mitochondrial elongation induced
by SE [78]. These authors further elucidated the stimulus leading to this LIMK2-mediated
neuronal necrosis in an SE context. ET-1, a vasoactive peptide produced by vascular
endothelium, and its brain receptor ETg, are rapidly increased upon SE. BQ788, an ETp
antagonist, diminished the SE-induced neuronal damage via the alleviation of ROCK1
upregulation and a reduction in the LIMK2 protein and mRNA expression [79]. A TE-1
injection into the hippocampus of a normal rat leads to an increase in the LIMK2 mediated
by ETg, as well as in mitochondria elongation and sphere formation, confirming the data
obtained upon SE.

5.4. Neurodevelopment and Synaptic Plasticity

LIMKs have been shown to play a crucial role during development. Ribba et al.
notably focus on embryonic development in their review, which was published in the
Special Issue LIM Kinases: From Molecular to Pathological Features [80]. Here, we choose
to concentrate on neurodevelopment, synaptic plasticity, memory, and brain functions,
as they are among the most well described functions of LIM kinases, along with their
function in cytoskeleton remodelling. These features have been extensively detailed in
several exhaustive reviews [81-83]. We will focus on the most striking data, especially that
in KO mouse models.

Very quickly after their discovery, the implication of LIMKSs in neurodevelopment was
pointed out in knockout (KO) mice. Indeed, LIMK1 seems to be involved in dendritic spine
regulation, because LIMK1 KO mice neurons exhibit abnormal dendritic spines, which are
longer, thinner, and immature. Accordingly, the spine heads of these LIMK1 KO neurons
display a reduced amount of actin filaments, indicating that LIMK1 plays a critical role in
spine morphology through actin filament remodelling. Indeed, the phospho-cofilin levels
were higher in LIMK1 KO mice neurons [84]. LIMK2 also seems to play a role in spine
regulation. Although LIMK2 KO mice have mild synaptic dysfunction, LIMK1 and LIMK2
double KO mice exhibited aggravated effects compared to that of the LIMK1 KO on the
synaptic function, suggesting that there might be a compensatory mechanism upon the loss
of LIMK1 or LIMK2 [85]. Several studies suggest that PAKs, as well as ROCK2, could be
the upstream activators of LIMKSs, with regard to their function in spine regulation [86-88].

There is evidence that LIM kinases also play a role in long-term potentiation (LTP) and
long-term depression (LTD), two mechanisms that underlie synaptic plasticity, learning,
and memory processes. Meng et al. showed that LIMK1 KO mice exhibited enhanced
hippocampal LTP, as well as altered fear responses and spatial learning. F-actin depoly-
merising toxins increased the early-phase LTP (E-LTP) in wild-type mice, an effect that was
abolished in the LIMK1 KO mice, suggesting that the role of LIMK1 on E-LTP is mediated
by the actin cytoskeleton [84]. In 2015, Todorovski et al. showed that LIMK1 KO mice were
drastically impaired in long-term memory (LTM) but not short-term memory (STM), and
were defective in late-phase long-term potentiation (L-LTP), a form of long-lasting synaptic
plasticity that is specifically required for the formation of LTM. They also showed that
L-LTP-deficient mice were rescued by a pharmacological increase in the cAMP response
element binding protein (CREB) activity [89]. CREB, as a transcription factor that regulates
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the genes responsible for cell proliferation, differentiation, and survival, is critical for LTM
establishment. LIMK1 and CREB were shown to interact by two-hybrid screening and
co-IP experiments, as well as in different parts of the brain [46], and LIMK1 has been shown
to phosphorylate CREB [89].

5.5. Membrane Trafficking

Membrane trafficking is a complex process that allows for the delivery of specific
cargo (proteins and macromolecules) via transport vesicles towards the dedicated location.
LIMKT1 has been shown to be involved in membrane trafficking from the Golgi apparatus.

Rosso et al. showed that LIMK1 is enriched in the Golgi apparatus of developing
neurons, with its LIM domain triggering this localisation. LIMK1 seems to regulate Golgi
dynamics, as it is involved in the tubule-vesicular process. Indeed, when overexpressed,
LIMKT1 abrogates the formation of trans-Golgi-derived tubules and prevents cytochalasin
D-induced Golgi fragmentation, as well as the Golgi export of synaptophysin-containing
vesicles. LIMK1 kinase dead mutant has the opposite effect. LIMK1 enhances the ac-
cumulation of Par3/Par6, insulin-like growth factor 1 (IGF-1) receptors, and the neural
cell adhesion molecule (NCAM) at growth cones, suggesting that it plays a crucial role
in the delivery of these proteins to growth cones. These results suggest that a key role
is played by LIMKI1 in the Golgi dynamics and membrane trafficking in neurons [90].
Salvarezza et al. also reported the implication of LIMK1 and cofilin in the trafficking of
proteins out of the Golgi apparatus in Madin-Darby canine kidney cells (MDCK). They
showed that LIMK1, but not LIMK2, is localised at the Golgi apparatus, where it induces a
specialised population of actin filament apparatus that is required for the emergence of an
apical cargo route to the plasma membrane (PM), with a high specificity. Indeed, LIMK1,
but not LIMK2, regulates the exit from the trans-Golgi network (TGN) of the apical PM
marker p75 neurotrophin receptor and NHR2, a related receptor, but is not involved in the
exit of another apical PM marker glycosyl phosphatidylinositol (GPI), nor the basolateral
PM marker neural vell adhesion molecule (NCAM). The overexpression of a kinase dead
LIMK1 mutant, a constitutively activated cofilin, or the use of LIMK1 siRNA, selectively
slowed down this exit from the TGN. These authors also showed that in p75 carrier vesicles,
LIMK1 cooperates with dynamin 2, and cortactin and syndapin, two dynamin-interacting
proteins for the fission processes of the vesicle from the TGN [91]. To our knowledge, the
role of LIMK1 in membrane trafficking was only documented by these two papers.

6. Involvement of LIMKSs in Different Pathologies
6.1. Cancer

Because they play a crucial role in actin cytoskeleton remodelling, cell shape, prolifera-
tion, and motility, there is growing evidence that LIM kinases are involved in tumour cell
invasion, tumour growth, and metastasis. Indeed, LIMK1 and LIMK2 have been shown
to be upregulated in breast cancer [58], gastric cancer [59], prostate cancer [92,93], and
malignant melanoma cells [94], and they seem to be involved in multiple non-canonical
signalling pathways that, when dysregulated, actively participate in tumorigenesis.

6.1.1. Breast Cancer

With 2.3 million diagnoses in 2020, breast cancer is the most common and deadliest
form of cancer in women [95]. LIMK1 and LIMK2 have been reported to be overexpressed
in breast cancer [58,96], and there is growing evidence of their implication in molecular
pathways with interactors linked to breast cancer tumorigenesis (Figure 5).
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Figure 5. LIM kinases molecular implication in breast cancer. LIMK2 sites phosphorylated by AURKA
are mentioned (Ser283, Thr494, and Thr505), as well as SRPK1 sites phosphorylated by LIMK2 (Ser7,
Ser9, Ser51, Ser309, and Ser311), and MT1-MMP site phosphorylated by LIMK1 and LIMK?2 (Tyr573).

Aurora kinase A (AURKA) is overexpressed in several types of cancer, including
breast cancers, where it plays a role by aberrantly phosphorylating the proteins implicated
in the cell cycle, ultimately leading to cell malignant transformation [97]. LIMK2 directly
interacts with AURKA via its LIM domains in colIP experiments, which increases its levels
by inhibiting its ubiquitin-dependent degradation and restraining its localisation to the
cytoplasm. AURKA is also able to activate LIMK2 by the phosphorylation of its Ser283,
Thr494, and Thr505, resulting in: (i) the increased kinase activity on cofilin, (ii) higher
levels of LIMK2 via the prevention of its ubiquitin-dependent degradation, and (iii) the
restraining of its localisation in the cytoplasm. Reciprocally, LIMK2 is required for AURKA-
mediated cellular transformation in breast cancer, indicating that LIMK?2 is a key oncogenic
effector of AURKA in breast cancer malignancy [33].

Serine-arginine protein kinase 1 (SRPK1) has also been described as a target of LIMK2,
and this connection plays a major role in triple negative breast cancer metastasis. Through
SILAC experiments that used LX7101, an inhibitor of LIMKSs, Malvi et al. have shown a
strong decrease in SRPK1 phosphorylation on several serines (Ser7, Ser9, Ser51, Ser309,
and Ser311) [96]. SRPK1 is involved in the splicing of pre-messenger mRNA, a mechanism
which is imbalanced in malignant tumour cells. When overexpressed, SPRK1 is responsible
for resistance to apoptotic signals [98], resistance to cisplatin therapy [99], and enhanced
metastasis [100]. LIMK2 is overexpressed in triple-negative breast cancer (TNBC) and
pharmacological inhibition, with LX7101 or TH-257, leads to the inhibition of the metastatic
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characteristics of TNBC cells (migration, invasion, actomyosin contractility, and extracel-
lular matrix degradation). No direct interaction by colP was detected between SRPK1
and LIMK2. However, an in vitro kinase assay pointed out the serine phosphorylation of
SPRK1 on a recombinant protein, validated by immunoblotting. The inhibition of SRPK1
blocked the metastatic properties of TNBC cells, which led to the thought that LIMK2
promotes the metastatic progression of triple-negative breast cancer by activating SRPK1.
The pharmacological inhibition of LIMKs by LX7101 inhibits metastatic progression in
mice, but has no effect on primary tumour growth [96]. As LX7101 is a dual inhibitor of
LIMKs and their upstream regulating kinase ROCK, we cannot rule out a role of ROCK in
this phenomenon. However, another assay with the LIMK inhibitor Pyr1 on xenografted
mice that were developing breast tumours and paclitaxel resistance showed a blockage
of primary tumour growth, but not of their spread [101]. Pyr1 prevents cofilin phospho-
rylation by inhibiting LIMK1 and LIMK?2 in vitro and in cellulo on HeLa cells. Pyrl is a
selective inhibitor of LIMK1: on a panel of 66 kinases, there were only three hits (MLK1,
NEK11, and LIMK1), with the highest inhibition observed for LIMK1 (4% residual in vitro
kinase activity). A thermal stability shift assay confirmed Pyr1 selectivity for LIMK1 [70].

LIMK1 and LIMK2 were also shown to interact with the membrane-anchored type-1
matrix metalloproteinase (MT1-MMP, or MMP14) in triple-negative breast cancer. To be
able to spread, cancer cells need to degrade the extracellular matrix (ECM). In breast
carcinoma, the dissemination of metastasis involves MT1-MMP, which participates in the
degradation of ECM and is overexpressed in several cancers. A direct interaction between
LIMK1/LIMK2 and MT1-MMP has been shown by coIP via the “DVK” motif of MT1-MMP.
MT1-MMP phosphorylation by LIMKs on Tyr573 modulates its interaction with cortactin,
a F-actin-binding protein. Lagoutte et al. showed that LIMKI1 regulates the cortactin
association with MT1-MMP-positive endosomes and associates with the MT1-MMP in
endosomes, while LIMK?2 participates in the formation of invadopodia-associated cortactin
pools, indicating that both are necessary for MT1-MMP-induced matrix degradation and
the tumour cell invasion in breast tumour [49].

6.1.2. Prostate Cancer

Prostate cancer is the second most common cancer in men after lung cancer [102].
LIMK1 [92] and LIMK2 [93] are overexpressed in prostate cancer and prostate cell lines, and
numerous LIMK partners that are dysregulated in prostate cancer have been discovered
over the last years.

The group of Shah has been particularly active in demonstrating the role played by
LIMK?2 in prostate cancer over the last years. They pointed out several proteins that are
directly phosphorylated by LIMK2, and then ubiquitinated and subsequently degraded by
the proteasome. These different partners also regulate the LIMK2 stability by promoting its
ubiquitination. Many feedbacks loops are described [93,103-105] (Figure 6).

Nikhil et al. depicted Twist-related protein 1 (TWIST1) as a new partner of LIMK2.
TWIST1 is a transcription factor involved in embryonic development and organogene-
sis [93]. Itis overexpressed in many cancers, where it drives tumour initiation, angiogenesis,
dissemination, and drug resistance [106]. In adults, TWIST1 expression is limited to the qui-
escent stem cells located in mesenchymal tissues, but it is upregulated following androgen
deprivation therapy (ADT) via TGF-f3 signalling, mediating the cancer prostate aggressive-
ness and development of castration-resistant prostate cancer (CRPC), a metastatic form
of prostate cancer. LIMK2 and TWIST1 are interconnected in a synergic feedback loop.
In an in vitro kinase assay with purified proteins, the authors show that LIMK2 phospho-
rylates TWIST1 on four different serines (Ser45, Ser78, Ser95, and Ser199), resulting in a
decreased level of the ubiquitination of TWIST1 and, thereby, its stabilisation. This TWIST1
phosphorylation by LIMK2 is required for cell growth and migration, promotes epithelial—
mesenchymal transition (EMT), and is crucial for tumorigenesis in vivo in xenograft mice.
TWIST1 phosphorylation and stabilisation via LIMK2 also increases LIMK2 levels by in-
hibiting its ubiquitination and thus, its degradation. LIMK2 silencing decreases the TWIST1
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then with an LIMK2-specific inhibitor [107], resulted in a significant cellular death [93].
This high synergy is very promising for the future treatment of hormone-independent
CRPC.
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Figure 6. LIM2 molecular implication in prostate cancer. PTEN/KNX-3.1/LIMK and AU-
RKA /SPOP /LIMK feedback loops are depicted with blue and pink areas, respectively. PTEN sites
phosphorylated by LIMK2 (Ser207, Ser226, Ser360, Ser361, and Ser362), TWIST1 sites phosphorylated
by LIMK?2 (Ser45, Ser78, Ser95, and Ser199), as well as SPOP sites phosphorylated by LIMK2 (Ser59,
Ser171, and Ser226), and NKX-3.1 site phosphorylated by LIMK2 (Ser185) are mentioned in black.
SPOP sites phosphorylated by AURKA (Ser33, Thr56, and Ser105) are mentioned in pink.

SPOP, an E3 ubiquitin ligase adapter that is involved in numerous cellular mecha-
nisms, is another partner of LIMK2. SPOP is the most mutated gene in CRPC, and a vast
majority of these identified mutations alter its ability to ubiquitinate some of its oncogenic
targets [108]. No direct interaction between LIMK2 and SPOP was detected by colP with
endogenous proteins. However, in an in vitro assay on purified proteins, SPOP is directly
phosphorylated by LIMK2 on Ser59, Ser171, and Ser226, which causes its retention in the
nucleus, and decreases its stability by increasing its ubiquitination. SPOP phosphorylation
with LIMK2 decreases its ability to: (i) degrade its targets cMyc, androgen receptor (AR),
and androgen receptor splice variant-7 (Arv7) by ubiquitination, (ii) inhibit cell prolif-
eration and migration, (iii) prevent tumorigenesis in mice, and (iv) reduce EMT in vivo.
Conversely, SPOP targets LIMK2 for ubiquitination and participates in its degradation via
the proteasome [103]. Hence, LIMK2 and SPOP are part of a double negative feedback loop.
SPOP also interacts with AURKA through colP on endogenous proteins, which directly
phosphorylates it on three sites (Ser33, Thr56, and Ser105), causing its ubiquitination and
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degradation. SPOP also degrades AURKA via a feedback loop [104]. The positive feedback
loop existing between AURKA and LIMK2 [33] could be an aggravating factor to prevent
the SPOP tumorigenesis inhibition.

Upon hypoxia, in 22Rv1, PC-3, and LN95 prostate cancer cell lines, LIMK2 is upregu-
lated and phosphorylates the phosphatase and TENsin homolog protein (PTEN) at five sites
(Ser207, Ser226, Ser360, Ser361, and Ser362), causing its ubiquitination and degradation.
No direct interaction via colP was reported, but an in vitro kinase assay with purified
proteins depicts a direct phosphorylation of PTEN by LIMK2. PTEN is a phosphatase
involved in the regulation of the cell cycle. When dysregulated because of gene mutations
or post-translational modifications, PTEN will drive the development of CRPC. PTEN is
also known to be downregulated in hypoxic tumours, following castration via androgen
deprivation therapy (ADT). LIMK2 also inhibits its lipid phosphatase activity upon phos-
phorylation. They are engaged in a negative regulatory loop, since PTEN promotes the
degradation of LIMK2 by ubiquitination as well [109].

Homeobox protein NKX-3.1 is a prostate-specific transcription factor and tumour
suppressor protein, which plays a role in cell differentiation, maintenance, and lineage
plasticity. Its genetic loss is strongly associated with prostate cancer development. Encoded
by an androgen-responsive gene, NKX-3.1 is downregulated following ADT and the
subsequent hypoxia. In an in vitro assay using purified proteins, Sooreshjani et al. showed
that NKX-3.1 is phosphorylated by LIMK2 on its Ser185. This phosphorylation is required
for NKX-3.1 ubiquitination and its subsequent degradation, leading to enhanced cellular
growth and migration. Moreover, LIMK2 also regulates NKX-3.1 at the mRNA level.
NKX-3.1, in return, promotes LIMK2 ubiquitination and degradation, linking both proteins
in a negative feedback loop [105]. Bowen et al. also established a link between NKX-
3.1 and PTEN, where PTEN dephosphorylates NKX-3.1 at Ser185, thus enhancing its
stability [110]. PTEN, which is downregulated in prostate cancer, has been shown to be an
LIMK?2 substrate which phosphorylates it and participates in its degradation [109]. Thus,
the relations existing between LIMK2, PTEN, and NKX-3.1 could be an aggravating factor
in CRPC development.

The LIMK?2 targets described above are tumour suppressor proteins, whose degrada-
tion upon ubiquitination is promoted by LIMK2 phosphorylation, and is a major step in
tumorigenesis progression.

LIMK1, which is found to be upregulated in prostate cancer samples and cancer cell
lines, also seems to play a role in prostate cancer pathogenesis [92]. Mardilovich et al. de-
picted a correlation between elevated LIMK1 expression and activity, high phospho-cofilin
levels in prostate cancer patient samples, and poor survival in non-metastatic prostate
cancer. LIMK2 expression in non-metastatic PC showed a similar trend, but further investi-
gations are needed. However, LIMK inhibition with a selective LIMK inhibitor, LIMKi 3
(BMS-5), reduced cell motility, inhibited proliferation, and increased apoptosis in androgen-
dependent PC cells more effectively than in androgen-independent PC cells. Indeed, LIMKi
3 (BMS-5) has an inhibitory effect on AR nuclear translocation and AR-«Tubulin interaction,
leading to its retention in the cytoplasm and its subsequent degradation. Since LIMKSs are
well-described effectors of cytoskeleton remodelling as they are implicated in both actin
filament and microtubule rearrangements, an involvement of LIMKs in AR regulation is
probable [111]. Hepatocyte growth factor (HGF) has also been linked to the enhancement
of prostate carcinoma cell proliferation and invasiveness [112,113]. Ahmed et al. showed
that HGF, to which PC-3 prostate cancer cells respond in a chemotactic way, was able to
activate PAK4. This activation leads to a specific HGF-driven PAK4 /LIMKI1 interaction,
LIMK1 phosphorylation and activation, cofilin phosphorylation, and an increase in cell
motility. Thus, the interaction between PAK4 and LIMK1 could be an essential factor in
prostate cancer invasiveness [114].
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6.1.3. Leukaemia

The term “leukaemia” regroups different kinds of malignant disorders of the blood
and bone marrow. They are characterised by an abnormally high leucocyte count in blood
and/or bone marrow and are subdivided in multiple subtypes [115]. The most common
one is acute myeloid leukaemia (AML), an aggressive form of leukaemia for which there
are very few therapies. LIMK1 and LIMK2 have been described as potential targets for
treating AML.

In the human acute monocytic leukaemia cell line THP-1, an interaction between PKC(
and LIMK1, but not LIMK2, was detected by coIP experiments upon CSF1 stimulation [116].
CSF-1 cytokine causes a hematopoietic stem cell differentiation into macrophages. PKC(,
an atypical PKC, is required in chemokine-triggered cell adhesion and the actin assembly
in polymorphonuclear cells. Furthermore, the KO of PKC( by siRNA blocked the CSE-
1-induced LIMKI1 and cofilin phosphorylation in THP-1 cell lines, resulting in impaired
migration. All these data suggest that PKC({ may phosphorylate LIMK1 upon CSF-1
stimulation. LIMK1 might trigger the chemoattraction of macrophages by tumour cells
upon CSF-1 release and PKC( activation, leading to tumour invasion and metastasis [116]

(Figure 7).
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Figure 7. LIM kinases implication in the development of leukaemia.

Jensen et al. performed an RNA interference screening on three different AML cell
lines (U937, U60 and OCI-AML3). They identified LIMK1 as the only gene whose tran-
scripts reduced the cell viability in all these cell lines when targeted by four independent
shRNAs. Furthermore, by analysing The Cancer Genome Atlas (TCGA) AML databank,
they pointed out a significant association between the high expression of LIMK1 and a
shorter survival, and data from the Microarray Innovations in Leukaemia and TCGA
AML allowed them to correlate the high LIMK1 mRNA level with the normal karyotype
and KMT2A-rearrangement AML. The KMT2A gene encodes for the histone-lysine N-
methyltransferase 2A, which works as a positive regulator of gene transcription. As these
genetic subtypes are well characterised for recurrent driver alterations, authors have es-
tablished a significant correlation between a high LIMK1 expression, FLT3 and NMP1
mutations, and KMT2A-rearrangements by further analysing TCGA AML databank. Sup-
pression by shRNA or KO by the CRISPR-Cas9 gene-editing tool of LIMK1 or LIMK2
reduced the colony formation, decreased proliferation, and induced the morphological
changes of different AML cell lines and patient-derived xenograft (PDX) samples, indicat-
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ing arole for LIMKs in leukaemia tumorigenesis. The suppression of LIMK1 by shRNA
was also associated with the upregulation of several tumour suppressor genes (EGR1, BTG2,
and BIN1) and the downregulation of mitosis-associated genes (HOXA9-associated genes,
which are transcription factors). Finally, the authors showed a negative correlation between
the LIM kinases and cell division protein kinase 6 (CDK6). CDK6 depletion via shRNA or
pharmacological kinase inhibition by Palbociclib leads to a higher level of LIMK1, as well
as a higher activity of LIMK1, with an increase in cofilin phosphorylation, and the LIMK1
and LIMK?2 suppression leads to an increased CDK6 expression. This negative correlation
between LIMKs and CDK6 may be detrimental upon the pharmacological inhibition of
both proteins. Authors have shown that the combined inhibition of both CDK6 and LIMKs
by Palbociclib and LIMKi 3 (BMS-5), respectively, leads to synergic effects, with decreased
proliferation and differentiated morphology [117].

The pharmacological inhibition of LIMKs represents a good therapeutic opportunity
in AML. LIMKi 3 (BMS-5), an LIMK inhibitor [118], selectively suppressed the growth of T
cell leukaemia (Jurkat and ATN-1), and induced centrosome fragmentation and apoptosis,
whereas it had no impact on peripheral blood mononuclear cells [119]. The pharmacological
inhibition of LIMKSs does appear to be efficient for leukaemia treatment as Pyr1, a selective
potent inhibitor of LIMKs, induced a complete survival gain of B6D2F1 mice bearing
leukaemia L1210 cells, with no apparent toxicity [70]. Djamai et al. investigated the
therapeutic potential of the LIMK1/2 inhibitor CEL_Amide (LIMKi) in FLT3-ITD-mutated
(FLT3-ITD+) acute myeloid leukemia (AML). Treatment with LIMKi decreased the LIMK1
protein levels and phosphorylation of cofilin in FLT3-ITD+, MOLM-13, and MV-4-11
cell lines. In MOLM-13 cells, a synergistic effect was obtained when LIMKi was used
concomitantly with the FLT3 inhibitors midostaurin, crenolanib, or gilteritinib, while
combination experiments with LIMKi and the FLT3 inhibitor quizartinib, hypomethylating
agent azacytidine, or ROCK inhibitor fasudil, were additive. Moreover, in NOD-SCID
mice that were engrafted with MOLM13-LUC cells, the FLT3 inhibitor midostaurin, or
LIMKi alone, delayed the MOLM13-LUC engraftment, and their combination significantly
prolonged the survival of leukemic mice. Taken together, these data suggest that the
small molecule inhibitor CEL_Amide LIMKi might constitute a novel treatment strategy
for FLT3-ITD+ AML, when used in combination with FLT3 inhibitors [120]. The same
group evaluated the efficiency of CEL_Amide LIMKi in Philadelphia chromosome-positive
(BCR::ABL+) acute lymphoblastic leukemia (ALL), another subtype of leukaemia. In Ph+
(BCR:ABL+) B-ALL, ROCK is constitutively activated, leading to LIMK phosphorylation
and thereby cofilin inactivation, and the subsequent abrogation of its apoptosis-promoting
activity. In BCR:ABL+ TOM-1 and BV-173 cell lines, and in patient cells, the LIMKi
treatment decreased the LIMK1 protein expression, whereas the LIMK2 protein expression
was unaffected. Cofilin dephosphorylation was nevertheless observed. The conjoint
treatments of CEL_Amide and the BCR::ABL tyrosine kinase inhibitors (TKIs) imatinib,
dasatinib, nilotinib, and ponatinib were synergistic for both TOM-1 and BV-173 cell lines.
Mice transplanted with CDKN2Ako/BCR::ABL1+ B-ALL cells displayed a prolonged
survival when treated with a combination of LIMKi and TKIs, indicating that CEL-Amide
might be a promising new therapy for BCR:ABL+ ALL [121].

6.1.4. Osteosarcoma

A comprehensive overview of the role of LIMKSs in osteosarcoma is depicted in the
review by Brion et al. [122] in this Special Issue, and we will focus here on the main
molecular features.

Osteosarcoma (OS) is the most common solid bone malignancy in children and adoles-
cents, characterised by the proliferation of malignant mesenchymal cells which produce
osteoid and/or immature bone. Lung metastasis is a frequent evolution of the disease and
participates in its poor prognosis [123]. Both LIMKs have been shown to play a role in OS
malignancy.
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Several studies have shown that LIMK1 is overexpressed in osteosarcoma through
immunohistochemistry on patient tissues. A WB analysis and RTqPCR on different OS
cell lines (MG63, U20S, OS732, and SaOS-2) show the overexpression of LIMK proteins
and mRNA, respectively, compared to normal osteoblasts (hFOB 1.19) [124-126]. This is
correlated with higher migration and invasion propensities, and limited apoptosis. Li
et al. have shown that the signalling cascade PAK4/LIMKI1 /cofilin is activated in OS
and associated with metastasis and poor survival [125]. PAK4 knockdown or silencing
in MG63 diminishes the cell viability, migration, and invasion, and limits the growth of
subcutaneous transplanted tumour in nude mice [125].

Different peptides or proteins (Insulin, EGF, and VEGF) have been shown to promote
OS proliferation, migration, and invasion. In trying to understand the molecular mecha-
nism involved in these phenomena, the implication of LIMKSs has been pointed out. Insulin
promotes the proliferation of MG63 osteosarcoma cells in a time- and dose-dependent
manner, and also induces LIMK1 and cofilin phosphorylation. Moreover, upon LIMK1 KO
using shRNA, insulin-induced proliferation is significantly inhibited, as well as when the
cells were treated with the PI3K inhibitor LY294002. In these conditions, LIMK1 phospho-
rylation is reduced, indicating a possible role for LIMK1 in regulating the osteosarcoma
cell proliferation via the insulin/PI3K/LIMK1 signalling pathway [124]. The epidermal
growth factor (EGF) also promotes MG63 osteosarcoma cell migration and invasion, as well
as stress fibre formation via RhoA activation. All the proteins of the signal transduction
pathway RhoA /ROCK1/LIMK2/ cofilin are activated upon the EGF treatment of MG63
cells. Moreover, the selective inhibition of ROCK1, LIMK?2, or cofilin in the MG63 cells by
shRNA prevents actin stress fibre formation and cell migration. These data delineate a
role for RhoA/ROCK1/LIMK2/cofilin signalling in actin microfilament formation, and
the migration and invasion increase in the MG63 cells upon EGF activation [127]. OS cell
metastasis in lungs is an early stage of the pathology, and VEGFR2 and PD-L2 are overex-
pressed in lung metastasis. VEGFR2 inhibition by shRNA or by apatinib, a small molecular
tyrosine kinase inhibitor, reduced the osteosarcoma cell migration, invasion, and metastatic
potential, and downregulated the STAT3 and RhoA /ROCK/LIMK2 pathways. STAT3
silencing decreased the LIMK and cofilin phosphorylation. Moreover, VEGFR2 inhibition
by apatinibled reduced the PD-L2 expression in osteosarcoma cells and attenuated the
osteosarcoma lung metastasis capacity in vivo [128-130]. Accordingly, Ren et al. showed
that PD-L2 knockdown attenuated the migration and invasion of OS cells, and decreased
the LIMK and cofilin phosphorylation, as well as RhoA activation. It also suppressed EMT
and inhibited autophagy by decreasing the beclin-1 expression. Beclin-1 knockdown also
led to the inactivation of RhoA, as well as an LIMK2 and cofilin phosphorylation decrease,
while PD-L2 knockdown inhibited the OS cell metastasis in lungs but had no effect on the
primary tumour size [128]. All these data show that VEGFR2 and PD-L2 promote OS lung
metastasis via RhoA/ROCK/LIMK2/ cofilin signalling pathways. Bone morphogenetic
protein type II receptor (BMPR2) was found upregulated in a majority of the osteosarcoma
tissues, and its overexpression has been correlated to a poor overall survival. The depletion
of BMPR?2 in 143B cells diminished the LIMK and cofilin phosphorylation, as well as the
cell migration and invasion in vitro, and increased the EMT. In vivo, BMPR2 depletion
has no impact on the primary tumour size, however, it inhibits lung metastasis. BMPR2
was shown to interact with LIMK2 by co-immunoprecipitation experiments on U20S
cells. BMPR2 depletion decreased the LIMK and cofilin phosphorylation, whereas BMPR2
overexpression increased the LIMK and cofilin phosphorylation and activated RhoA by
promoting its GTP-bound form [131]. Another study has shown an interaction between
LIMK1 and BMPR2 by a yeast two-hybrid screening and by the co-immunoprecipitation of
the proteins overexpressed in COS7 (via their LIM and C-terminal domain, respectively),
or of the endogenous proteins in fibroblasts. An in vitro phosphorylation assay suggested
that BMPR2 inhibited cofilin phosphorylation via LIMK1. Furthermore, it was shown
that BMPR2 and PAK4 compete to interact with LIMK1 [132]. The discrepancy between
these two studies may be explained by different points: (i) LIMK1 and LIMK2 may behave
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differently towards BMPR2, and (ii) in OS cells, BMPR2 may interact with another partner,
modulating its activity towards LIMKSs.

Drug resistance is a major problem in osteosarcoma treatment, leading to poor prog-
nosis. Vincristine (VCR) is widely used and is an effective chemotherapeutic agent to treat
osteosarcoma. Different studies have explored the molecular mechanism of drug resistance
by developing different MG63 cell lines that are resistant to VCR, MG63/VCR [61,126,133].
MG63/VCR appeared to be resistant to many other anticancer drugs (multidrug resis-
tance, MDR), exhibiting a higher migration capacity compared to that of MG63 cells. In
MG63/VCR, LIMKT1 is overexpressed at both the mRNA and protein levels, with a subse-
quent elevated cofilin phosphorylation. The knockdown of LIMK1 inhibited the migration
of MG63/VCR cells, suggesting that LIMK1 dysregulation contributes to the invasion and
metastasis potential of drug-resistant osteosarcoma [61]. MDR-associated genes (MDR1,
MRP1, and BCL2) are upregulated in MG63/VCR. MDR1 expression was positively corre-
lated with LIMK1 expression, as was LIMK1 silencing with an enhanced apoptosis in the
MG63 cells treated with VCR. These data suggest that LIMK1 is implicated in the MDR of
osteosarcoma, probably by inducing MDR1 expression and/ or activation and by limiting
apoptosis [126,133].

As Racl/PAK1/LIMK1/cofilin and RhoA /ROCK/LIMK2 / cofilin signalling pathways
have been shown to be activated in OS pathology, these proteins, especially LIMKSs, appear
as promising therapeutic targets to treat this disease. Several inhibitors of these pathways
have shown promising results. Sea cucumber polysaccharide fucoidan (Cf-Fuc) significantly
diminished the migration and adhesion capacity of U20S cells and the remodelling of the
actin cytoskeleton. Cf-Fuc inhibited the phosphorylation of focal adhesion kinase (FAK)
and paxillin, as well as LIMK1 and cofilin phosphorylation, and Racl activation [134].
6-hydroxythiobinupharidine that was isolated from Nuphar pumilum also suppressed the
migration of murine LM8 osteosarcoma cells by decreasing the expression of LIMK1 and
cofilin phosphorylation [135]. Taken together, these results indicate a high potential for
therapy-targeting LIM kinases.

6.1.5. Glioblastoma

Glioblastomas (GBM) are the most common and aggressive primary brain tumour in
adults, exhibiting a very high infiltration and a very poor prognosis, since their survival
time is less than two years upon diagnosis. GBM derive from multiple cell types with
neural stem-cell-like properties and require multi-modal therapies, including chemotherapy,
radiotherapy, and surgical intervention, which are commonly used [136]. However, despite
this tough treatment, most GBM recur; hence, it is necessary to understand the molecular
mechanisms of the pathology and to develop new and specific therapies for GBM.

Several studies have shown that LIMK1 and LIMK?2 are overexpressed and overac-
tivated in patient tissue and different GBM cell lines. Park et al. performed a microarray
analysis of the normal brain versus mesenchymal GBM and observed an increase in LIMK
and cofilin expression [137]. An analysis of the gene expression data from TCGA and
REMBRANDT, and a clinically annotated dataset from several groups confirmed these
data: the clinical features of GBM are correlated with changes in LIMK expression. LIMKs
are upregulated at the mRNA and protein levels in GBM, and patients with gliomas that
exhibit downregulated LIMKSs have a better overall survival [60,137,138]. The upregulation
of LIMKSs is also observed in different GBM cell lines (U87, T98G and U118) [137,138].

As they have been shown to be upregulated in GBM cell lines and patients, and as
they play important roles in cell polarisation, migration, and invasion, LIM kinases were
thought to be suitable therapeutic targets for the treatment of GBM by inhibition. The
knockdown of both the LIM kinases with shRNA significantly reduced the invasion of
the GBM cell lines and of the human GBM tumour-initiating cells (TICs), which is a more
clinically proximal culture model, as it forms infiltrative tumours when xenografted in mice.
Moreover, the tumours derived from LIMK1/LIMK2-knockdowned TICs were significantly
smaller, as they grew slower compared to the tumours derived from the control TICs. They
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also spread at lower rates (with a reduced invasion propensity), resulting in an increase
in survival [60]. However, surprisingly, Erktulu et al.’s RNA analysis of the paraffinized
tumour tissue from 98 patients that were diagnosed with GBM pointed out that LIMK1
mRNA upregulation is correlated with an increased survival (more than six months) upon
surgery [139].

Several proteins have been shown to regulate the LIMK and cofilin in GBM: PKC(
and intersectin-1[116,140]. PKC( is an atypical PKC. An interaction between endogenous
PKC( and LIMKI1, but not LIMK2, was shown in the LN229 glioblastoma cell line upon
EGF stimulation. The knockdown of PKC( by siRNA in cell lines, as well as in mouse
xenografted tumours, resulted in the specific and important impairment of glioblastoma cell
migration and invasion. PKCC silencing impaired the phosphorylation of LIMK and cofilin,
indicating that PKC( regulates both the cytoskeleton rearrangement and cell adhesion,
thereby contributing to cell migration via the LIMK-cofilin pathway [116]. Intersectin-1
coordinates the endocytic trafficking with the actin assembly machinery. Like PKC(, the
knockdown of intersectin-1 by siRNA in GBM cell lines leads to a decrease in PAK, LIMK,
and cofilin phosphorylation, as well as in migration and invasion. Some partners of LIMKSs,
PTEN, and Nf1 could also trigger the implication of LIMKs in GBM [140]. A loss of PTEN
function is associated with a poor survival in anaplastic astrocytoma and glioblastoma.
An overexpression of the epidermal growth factor receptor (EGFR) in heterozygous PTEN
KO mice leads to the development of invasive glioma, which is very similar to human
glioblastoma, indicating that PTEN plays a role in glioma progression [141]. Since it has
been shown in prostate cancer cell lines that LIMK2 and PTEN are engaged in a negative
regulatory loop, where PTEN promotes the degradation of LIMK2 by ubiquitination and
LIMK?2 inhibits PTEN function and promotes its degradation, an implication of LIMK2
in PTEN-loss-driven GBM aggressiveness might be considered [109]. Neurofibromin 1
(Nf1) is one of the most mutated genes in GBM. An interaction between Nfl and LIMK2
that results in the inhibition of LIMK2 with Nf1 has been shown [142]. Similarly, Nfl was
shown to inhibit the PAK4/LIMK1/ cofilin pathway [143]. The Nfl mutations encountered
in GBM may result in a loss of its inhibitory activity on LIMKSs, also contributing to the
overactivation of LIMKSs observed in GBM.

Several chemical inhibitors of LIMKs were also used in GBM. Park et al. used LIMKi
3 (BMS-5) on two GBM cell lines and they showed significant decreases in the viability
of the GBM cells treated, with no cytotoxic effects on the normal astrocytes [137]. BMS-5
increased the adhesion of GBM cells, and decreased their migration and invasion, as well as
their cofilin phosphorylation [137]. Schulze et al. also used LIMKi 3 (BMS5) and observed
different responses depending on the cell lines (chemo-sensitive NCH644 vs. chemo-
resistant NCH421k) [144]. Cucurbitacin I, which inhibits cofilin phosphorylation through
an unknown mechanism, and alantolactone, which inhibits cofilin in a dose-dependent
manner, were also tested on different GBM cell lines, and similar effects were observed: a
decrease in migration and invasion, and an increase in apoptosis and adhesion [137,145].
These results are in favour of the regulation of the GBM invasive motility and tumour
progression of LIM kinases.

6.2. Neuronal Diseases

Several studies on knockout animal models have made clear the implication of LIM
kinases, and more particularly LIMK1, in neurodevelopment and synaptic plasticity. In-
tegrating multiple pathways to regulate finely dendritic spines, synaptic plasticity [84],
learning, memory [146], and neuron migration [147] through actin dynamics, LIM kinase
dysregulations have been reported in many brain diseases.

6.2.1. Alzheimer’s Disease

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder and the most common form
of dementia, accounting for 60 to 80 percent of cases [148]. It is characterised by a progres-
sive loss of cognitive functions, such as memory and visuo-spatial impairments [148,149],
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accompanied by neuropsychiatric symptoms including depression, apathy, and anxi-
ety [148,150,151]. AD is typically hallmarked by early synaptic loss, an accumulation
of the extracellular deposits of beta-amyloid peptides (AB4) in senile plaques, and the
development of neurofibrillary tangles composed of hyperphosphorylated tau [152-154].
Ay results from the proteolysis of amyloid precursor proteins (APP) with secretases
and their abnormal production and aggregation is directly linked to neurotoxicity, driving
the synaptic damages and dendritic loss characteristic of AD [155,156]. The formation
of aberrant focal adhesion structures, cofilin—actin rods [157], Hirano bodies composed
of ADF/cofilin and actin [158,159], and abnormal actin stabilisation suggest that actin
cytoskeleton remodelling has a role in pathological neuroplasticity [160,161].

Synaptic strength and activity are deeply linked to spine morphology [87]. Several
studies have shown an increase in phospho-LIMKSs and phospho-cofilin in the AD brain
area of patients or AD animal models by using western blot or immunofluorescence [155],
more particularly in the post-synaptic compartment of excitatory synapses [161], as well as
an increase in the ROCK protein level [162,163]. As the antibodies against phospho-LIMKs
recognise both the phospho-Thr508 of LIMK1 and the phospho-Thr505 of LIMK?2, it is
not possible to discriminate the role of the activation of each protein. Both are probably
concerned. These studies also pointed out an aberrant remodelling of the actin filaments
(with an increased stabilisation) within spines, leading to neuritic dystrophy, with a re-
duction in the neuritic network and an impairment of the synaptic strength and plasticity
of rat hippocampal neuron structures [155]. On the other hand, the expression of LIMK1
in hippocampal excitatory neurons increases cofilin phosphorylation, rescues the impair-
ments of long-term potentiation, and improves the social memory of 3-month-old APP/PS1
transgenic mouse models [164].

Fibrillar A (fAB) treatment also activates Cdc42/Rac1/PAK1 signalling pathway, link-
ing fAp to actin dynamics via a different pathway to the Rho/ROCK pathway. Mendoza-
Naranjo et al. established a time course activation of Cdc42/Racl/PAK1 upon Af treat-
ment [156]. LIMK1 was activated (phosphorylated) concomitantly with PAK1. An activa-
tion of Cdk5 was also depicted, but later in the process, leading to hyperphosphorylation
and the inactivation of PAK1. Surprisingly, no change in the cofilin phosphorylation level
was observed at any time. The authors suggest an implication of the slingshot phosphatase
SSH1 in this process and point out a fine balance between the kinase and phosphatase
activation regulating cofilin phosphorylation, and subsequently actin remodelling upon
AP treatment [156].

Moreover, the treatment of rat hippocampal neurons with fibrillar Ap (fAf) increased
the level of inactivated cofilin (Ser-3 phosphorylated) and activated LIMK1 (Thr-508 phos-
phorylated) with abnormal actin remodelling, neuritic dystrophy, and cell death. The inhi-
bition of cofilin phosphorylation with S3 peptide, a specific competitor of Ser3 cofilin phos-
phorylation, diminished the effect of fAf on actin filament remodelling and neuronal de-
generation, indicating that LIMK1 plays a role in fAB-induced neurotoxicity [155,161,165].

The pharmacological inhibition of ROCK by fasudil counterbalances Af-induced
features, especially synaptic loss [161]. Henderson et al. showed that ROCK2 is respon-
sible for spine loss via LIMK1 activation, while ROCK1 proceeds via the myosin actin
pathway [163]. Fasudil was also used on an AD rat model induced by streptozoticin
treatment. Fasudil reverses learning and memory deficits, synaptic structure degeneration,
and phospho-LIMK2 and phospho-cofilin increases [146]. The pharmacological inhibition
of LIMK1 by SR7826 [166] on a hAPP mouse model of AD protects against Ap-induced
neuronal hyperexcitability, AB-induced spine degeneration, and rescued hippocampal thin
spine loss. Synaptosome fractions of hippocampal tissue homogenates from a hAPP mouse
treated with SR7826 showed reduced levels of phospho-cofilin. Interestingly, the ROCK
knockdown by the siRNA in neurons or the ROCK heterozygous knockout mice suppressed
the endogenous production of Af3 by enhancing APP lysosomal degradation [162,163].

The nuclear receptor Nurrl was shown to be associated with AD [167]. Indeed, upon
the Nurrl knockdown by shRNA in 5xFAD, an AD mouse model, the features of AD
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pathology become worse, whereas the overexpression of Nurrl (via lentiviral vector) or
its pharmacological activation (amodiaquine agonist) reduce these features. LIMK1 has
been shown to interact with Nurrl by co-immunoprecipitation experiments, resulting
in the inhibition of the Nurrl transcriptional activity [41]. Further investigations on the
LIMK1 /Nurrl relationship within an AD context could bring new insights into this field.

6.2.2. Parkinson’s Disease

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease after
Alzheimer’s disease, and the most common movement disorder [81,168]. It is characterised
by bradykinesia (slowed movements), resting tremor, rigidity, and postural instability [169].
These impairments are mainly due to the loss of dopaminergic neurons in the substantial
nigra (SN) pars compacta, which can be imputed to the development of abnormal protein
aggregates called “Lewy bodies” (LBs) and degenerated neurites (“Lewy neurites”, or
LNs) [170]. LBs are mainly composed of misfolded alpha-synuclein (x-synuclein), an
abundant protein of the central nervous system, which is highly enriched in pre-synaptic
nerve terminals [171,172].

As actin plays a crucial role in synaptic function, a link between actin and alpha-
synuclein was investigated [173]. A direct interaction between cofilin and alpha-synuclein
was detected through the co-immunoprecipitation of rat brain homogenates [174].

In a cell-free actin polymerisation in vitro assay, alpha-synuclein was shown to de-
crease actin polymerisation and to increase actin depolymerisation by sequestering actin
monomers. Furthermore, Yan et al. showed that a cofilin/alpha-synuclein interaction pro-
motes its aggregation [175]. These mixed fibrils that associate alpha-synuclein and cofilin
are more compact and more potent in seeding alpha-synuclein aggregation, as their uptake
is increased and more deleterious effects are observed on neuron morphology (especially
neurites).

Alpha-synuclein is also released from neurons, and this extracellular alpha-synuclein
was shown to activate the Rac/PAK2 /LIMK/ cofilin pathway via its interaction with GRP78,
a chaperone heat shock protein [176]. Indeed, when hippocampal neurons are incubated
with recombinant alpha-synuclein, an increase in phospho-PAK2 and phospho-cofilin was
observed, along with an accumulation of lamellipodia-like actin protrusions along the
neurites and at their tips. These effects were lost when the GRP78 was downregulated.

The Parkin gene is mutated in autosomal recessive juvenile Parkinsonism (ARJP) and
early-onset Parkinsonism. The Parkin protein acts as an E3 ubiquitin ligase. Lim et al. [177]
have shown that Parkin interacts with LIMK1 in HEK293 transfected cells, with the C-
terminal part of Parkin and the N-terminal part of LIMK1 (LIM-LIM-PDZ) being involved
in this interaction. Even though they focus on LIMK]1, they showed a similar interaction
between LIMK?2 and Parkin. The authors could not detect an endogenous interaction on the
mouse brain lysates. Parkin ubiquitinates LIMK1 and reduces the LIMK1-induced cofilin
phosphorylation in dopaminergic neuronal BE(2)-M17, but not in HEK293 cells. Parkin
also reduces the LIMK1-induced actin stress fibres in COS7 cells. Although LIMK1 does
not phosphorylate Parkin, it lowers its ubiquitin ligase activity on itself and on p38-MAPK,
one of its substrates. Therefore, Parkin and LIMK1 regulate each other.

Nurrl is highly expressed in dopaminergic neurons, where it plays a role in cell
differentiation and survival. Defects in Nurrl expression have been associated with PD in
animal models and in the brain samples from PD patients [178-180]. As mentioned earlier,
LIMK1 interacts with Nurrl and inhibits its activity upon phosphorylation [41]. Thus, the
inhibition of the LIMK1-driven repression of Nurrl activity could represent an opportunity
for PD therapy.

6.2.3. Autism Spectrum Disorders

Autism spectrum disorders (ASD) is a term used to designate a multitude of early-
appearing behaviour impairments regarding social communication. These disorders are
also characterised by repetitive and unusual sensory—motor behaviours, even though
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individuals with ASD display very different features to one to another [181]. Fragile X
syndrome (FXS) is the most common inherited form of intellectual disability and autism
spectrum disorder. Patients with FXS display severe behavioural dysfunctions, a hyper-
sensibility to sensory stimuli, anxiety, poor language development, and epileptic seizures.
FXS is caused by the silencing of the FMR1 gene, which encodes the fragile X messenger
ribonucleoprotein 1 protein (FMRP). FMRP has a central role in gene expression, through
the regulation of the translation of mRNAs, which are suspected to be involved in the
development and maintenance of neuronal synaptic connections [182,183]. Dysregulation
of the synaptic actin cytoskeleton, dendritic spines morphology, and synaptic plasticity is
particularly described in FXS subjects [184-186].

Mutations in the RAC1 gene were reported in ASD patients and several studies
have shown that the disruption of Rac1 signalling in animal models leads to ASD-like be-
haviours [187]. Moreover, Racl levels and activity were shown to be significantly higher in
FXS patients [188]. Pyronneau et al. showed that the Racl/Pak1/LIMK/Cofilin pathway is
implicated in the aberrant neuronal structures of patients with FXS [189]. Indeed, increased
Rac1/PAK1/LIMK/Cofilin signalling in the somatosensory cortex of FMR1 KO mice has
been linked to aberrant spine morphology and density. Notably, PAK1 inhibition rescued
cofilin regulation, glutamatergic signalling, and sensory processing [189-191], which led
to thinking that a deficiency in the PAK signalling pathway might play a role in human
FXS pathogenesis. Moreover, PAK2*/~ mice display decreased synapse densities, defective
long-term potentiation, and autism-related behaviours, and PAK2 nonsense mutations and
deletions that impaired the PAK2 function have been found in large cohorts of patients
with ASD [86].

BMPR2 mRNA is a target of FMRP [192]. BMPR2 is known to bind and activate
LIMKI1 in a pathway that stimulates actin reorganisation to promote neurite outgrowth
and synapse formation [193]. The depletion of FMRP increased the BMPR2 abundance,
which was observed in Drosophila and mouse models of FXS. The morphological defects
associated with BMPR2-LIMK1 signalling [192,194] were rescued by BMPR2 heterozygosity
or LIMKT1 inhibition. A BMPR2 increase was also found in the prefrontal cortex of FXS
patients [192], suggesting that LIMK1 could play a preponderant role in the actin-driven
anomalies within the neuronal development of FXS patients.

Conversely, Yao et al. showed a downregulation of LIMK1 in the plasma samples of
ASD patients [195], which happened to be contrary to the observations made regarding the
BMPR2 increase in FXS. This difference could be the result of a different cellular context,
since LIMK1 is mostly expressed in the central nervous system. The deregulation of LIMK1
expression might then be tissue-specific.

6.2.4. Schizophrenia

Schizophrenia (SZ) is a common, severe psychiatric disorder characterised by core
features such as delusions and hallucinations, and by behavioural impairments includ-
ing social withdrawal and depressive moods. SZ is a multifactorial disease caused by
genetic and/ or environmental factors [196]. A disturbance in glutamatergic functions and
the deregulation of the actin cytoskeleton, especially regarding neuronal and synaptic
dysfunctions, has been well characterised within SZ [197,198].

In the dorso lateral prefrontal cortex (DLPFC) of patients with SZ, the CDC42 gene
is notably underexpressed [199-201]. Monkey models that were chronically exposed to
antipsychotic medications showed no alteration in their CDC42 expression levels [199]. An
analysis of CDC42-related gene expression displayed increased mRNA levels of LIMK1 and
LIMK2 in the DLPFC of subjects with schizophrenia, implying that the CDC42/PAK/LIMK
pathway has a role in the spine deficits in the DLPFC of SZ subjects [201]. Accordingly, an-
other study showed an overexpression of LIMK2 in the nucleus accumbens, prefrontal cor-
tex, and hippocampus of a neonatal ventral-hippocampal lesion rat model of SZ [202,203].

The neuronal inhibition of the 14-3-3 protein in KO mice leads to behavioural defects
that correspond to the core symptoms of SZ, which could be imputed to an alteration of
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the actin dynamics. Indeed, following this inhibition, the mice showed a reduction in
dendritic complexity and spine density, as well as downregulated levels of phosphorylated
cofilin [204]. Indeed, Gohla and Bokoch showed that the isoform 14-3-3( was able to bind
phosphorylated cofilin at Ser3 and protect it from phosphatase-mediated dephosphoryla-
tion [29]. 14-3-3( was also shown to interact directly with LIMK1, which could prevent its
kinase activity on cofilin [28] (Figure 8).
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Figure 8. LIMK1 molecular implication in schizophrenia.

LIMK1 seems to play another role in SZ [205] notably through its interaction with
neuregulin 1 (NRG1), a protein involved in synaptic plasticity and in the expression /activation
of neurotransmitter receptors, including glutamate receptors, which exerts its synaptic
activity through LIMK1/ cofilin-mediated actin reorganisation [206]. NRG1 mutations have
been linked to SZ [207,208]. NRG1 transgenic mice, in which NRG1 is upregulated in the
neurons of their forebrains, exhibited increased LIMK1 activity, reduced spine density,
and glutamatergic impairment. The pharmacological inhibition of LIMK1 diminished
these effects on spine density and ameliorated the glutamatergic impairments [208,209]
(Figure 8).

Gory-Fauré et al. showed the dysregulation of the LIMK1 expression in MAP6 KO
mice, a mouse model of SZ which display social withdrawal and anxiety-like features [210].
Treatment with the LIM kinase inhibitor Pyr1 rescued these behavioural impairments [210],
making LIMK1 a potential target for the treatment of schizophrenia.

6.2.5. Williams—Beuren Syndrome

Williams-Beuren syndrome (WBS) is a rare genetic disorder that is characterised by
distinctive craniofacial features, congenital heart disease, and cognitive and behavioural
dysfunctions that include intellectual disability and hypersociability. WBS is caused by a
heterozygous deletion of approximately 1.5 Mb at the chromosome 7q11.23, which leads to
the loss of one copy of 25-27 genes, including LIMK1. The loss of LIMK1 is believed to be
responsible for some of the neurological aspects of WBS, notably the impaired visual-spatial
cognition and long-term memory dysfunctions [211]. Indeed, Gregory et al. showed that
the hemideletion in Williams syndrome and the LIMK1 sequence variation in the general
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population alter the functional connectivity of the intraparietal sulcus, a visual processing
region, in similar ways [212]. Moreover, LIMK1 KO mice displayed impairments in fear
processing, long-term memory, and spatial learning [84,213], which are features that could
be associated with WBS. Further studies would be necessary to determine the molecular
pathways that lead to these cognitive impairments induced by the LIMK1 deletion in WBS.

6.2.6. Amyotrophic Lateral Sclerosis

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterised by
progressive loss of motor neurons in the brain and spinal cord, leading to the paralysis
of most of the body muscles. Death usually occurs upon respiratory paralysis, within 3
to 5 years after diagnosis [214]. ALS etiology is complex, with genetic and environmental
components, but some genes, such as SOD1 and C9ORF72, have been markedly associated
with ALS when dysregulated [214,215]. There is actually no efficient treatment for this
disease [214], but a possible involvement of the dysregulation of the cytoskeleton in ALS
pathogenesis opens up the way to new therapies [216].

First of all, C9ORF72 has been shown to interact with cofilin. And, C9ORF72-depleted
cells and post-mortem brain samples from ALS patients exhibit enhanced cofilin phos-
phorylation. This increase results from the activation of the Racl/PAK/LIMK/Cofilin
pathway, since C9ORF72 modulates the activity of Racl. In COORF72-depleted motor
neurons, axonal actin dynamics are impaired, indicating that the Rac1/PAK/LIMK/Cofilin
pathway has a role in COORF72-driven ALS [215] and that there is a therapeutic potential
for LIMK inhibitors.

BMP-TGF-§ signalling has also been associated with neuronal function, playing a
role in synaptogenesis, axonal and dendritic growth, synaptic transmission, and neuronal
survival. Disruptions in BMP/TGEF-f signalling have been reported in a variety of neu-
rological diseases, notably in Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, and amyotrophic
lateral sclerosis (ALS) [217]. BMPR2, a BMP receptor, is known to bind and activate LIMK1
in a pathway that stimulates actin reorganisation, in order to promote neurite outgrowth
and synapse formation [193]. The upregulation of BMP-TGE-f signalling could thus lead
to an impairment of actin dynamics, which could result in defective axon and dendrite
functioning.

Cdk5 is dysregulated in various neurological disorders, including Alzheimer’s disease,
Parkinson’s disease, and amyotrophic lateral sclerosis (ALS) [218]. When it is upregulated
in AD and ALS, Cdk5 causes tau and neurofilament protein hyperphosphorylation, leading
to neuronal cell death [219]. The Cdk5 inhibition of PAK1 has been shown to decrease the
LIMK1 activity and to increase the active cofilin pool, leading to abnormal actin remodelling.
Indeed, there is some evidence regarding the involvement of actin regulation as a causative
and dysregulated process in ALS [216,218].

Myosin-binding protein H (MyBP-H) is a component of the thick filaments of the
skeletal muscle that has strong affinity for myosin. It has been shown to be upregulated in
ALS. A high MyBP-H expression level was also associated with the abnormal expression of
Rho kinase 2 (ROCK2), LIM domain kinase 1 (LIMK1), and Cofilin2, indicating that the
ROCK2/LIMKI1 /Cofilin2 pathway might play a role in ALS pathogenesis in muscles [220].

6.3. Neurofibromatosis

Neurofibromatosis are genetic orphan diseases without any connection to each other,
except for the development of tumours in the nervous system. To date, three neurofi-
bromatosis have been described: neurofibromatosis type 1 (NF1, or von Recklinghausen
disease), neurofibromatosis type 2 (NF2), and schwannomatosis (NF3). An LIMK implica-
tion has been reported in NF1 and NF2 and will be discussed here.

6.3.1. Neurofibromatosis Type 1

Neurofibromatosis type 1 (NF1) is an autosomal-dominant disease and the most fre-
quently diagnosed cancer predisposition disorder that involves the nervous system [221,222].
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It is caused by inherited or de novo mutations in the gene encoding neurofibromin 1
(Nf1) [223], a GTPase-activating protein, which is highly expressed in the neuronal cells
and acts a tumour suppressor by negatively regulating Ras pathways [224,225]. Neurofi-
bromatosis type 1 is hallmarked by the development of tumours in the central or peripheral
nervous system, with high risk of malignancy. It is also characterised by cognitive dys-
functions, including learning impairments, attention deficits, and dysfunctional social
behaviours [222,225].

The GAP-related domain (GRD) of Nf1 is the effector of the downregulation of Ras
pathways, which are involved in cell growth. The pre-GAP domain was reported to play a
role in cytoskeleton remodelling. Indeed, the N-terminal extremity of Nfl affects cell adhe-
sion and migration by negatively regulating the Racl /Pak1/LIMK1 /cofilin pathway [143].
Nf1 also plays a role in the Rho /ROCK/LIMK2/ cofilin pathway, acting as a negative regu-
lator of this pathway. Its deletion has indeed been shown to activate the signalling cascade,
affecting the actin cytoskeleton [226]. The SecPH domain of Nf1 interacts with LIMK2,
but not LIMK1, inhibiting its phosphorylation and activation via ROCK [142]. In Nf1~/~
mouse embryonic fibroblasts (MEFs), an increase in phospho-LIMK and phospho-cofilin
was shown [143] (Figure 9). Nfl seems to play a role in the fine regulation of the actin
cytoskeleton by regulating, in parallel, two signalling pathways that lead to ADF/cofilin
phosphorylation. These pathways, when dysregulated, are known to be involved in various
neuronal and synaptic pathological mechanisms, as well as in the progression of cancers.
Taken together, these results could explain the pathological features associated with the
disease, and LIMKs, as downstream effectors of these pathways, could be interesting
therapeutic targets for NF1.
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Figure 9. Interplay between Nf1 and LIM kinases, a key role in the development of neurofibromatosis
type 1.
6.3.2. Neurofibromatosis Type 2

Neurofibromatosis type 2 is an autosomal-dominant neoplasia disorder caused by mu-
tations in the neurofibromatosis 2 (NF2) gene, encoding a tumour suppressor protein called
Merlin. It is characterised by nervous system tumours, notably multiple schwannomas,
especially in the vestibulocochlear nerve, meningioma, ependymomas, neurofibromas, pe-
ripheral neuropathy, ophthalmological lesion skin tumours, and hearing loss [227]. Merlin
interacts with membrane-associated proteins and transmembrane receptors, where it regu-
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lates the formation of membrane domains and acts as a tumour suppressor by modulating
signalling, as a scaffold protein, from the transmembrane receptors to the intracellular
effectors, controlling cell proliferation and survival [228,229].

A Merlin loss of function is associated with the increased activity of Rac and p21-
activated kinases (PAK), and the dysregulation of cytoskeletal organisation [230]. In mouse
Schwann cells (MSC), in which NF2 exon2 is deleted (NF22E¥2) and Merlin function is
lost, the levels of phosphorylated LIMK1, phosphorylated LIMK2, and the subsequent
phosphorylated cofilin were upregulated. However, no direct interaction between Merlin
and LIMKSs has been shown so far. The reintroduction of wild-type NF2 into these MSCs
reduced the LIMK1 and LIMK?2 levels. A reduction in the LIMK activity and/or protein
levels decreases the NF2-deficient MSC viability, and the pharmacological inhibition of
LIMKs by BMS5 decreases the viability of NF22E¥2 MSC, blocks the cell cycle progression
in the G2/M phase, and decreases AURKA activation [231]. Taken together, these results
suggest that LIM kinases play a role in Merlin-loss-driven cytoskeletal dysfunctions and
could act as potential therapeutic targets for the treatment of NF2.

6.4. Viral Infections

The three main steps of a viral infection are: (i) its entry into the host cell, (ii) its
replication within this cell, and (iii) the release of many virions /viral particles. Viruses need
the help of the host cell cytoskeleton to be able to carry out their replication cycle. Thus, they
have evolved to hijack the cytoskeletal network and use it to their advantage [232,233]. The
LIM kinase implication in the context of viral infection is quite new, but there is evidence
that they play a crucial role in the viral life cycle and could be of a therapeutic interest for
certain viral infections [234].

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) has been widely studied over
the last years, in particular has its implication in the fine regulation of actin cytoskeleton
dynamics during each step of its replication cycle. The actin cytoskeleton has been reported
to be involved in viral entry, reverse transcription, nuclear migration, the shuttling of
viral components to the membrane, assembly, budding, and cell—cell transfer. Moreover,
HIV has developed strategies to spatiotemporally lever the actin cytoskeleton network
by upregulating, inhibiting, changing gene expression, cellular localisation, and even
modulating the function of certain effectors, such as cofilin and LIMK1 [234,235].

During the course of the HIV-1 infection, cofilin is either inactivated or activated,
depending on the step of the viral cycle. During early infection, the HIV-1 envelope
glycoprotein gp120 interacts with the CD4 receptor and CXCR4 (or CCR5) co-receptor,
activating RhoA and the Rac-dependent pathway, which leads to LIM kinase activation and
cofilin inactivation [236]. Vorster et al. showed that, upon the HIV infection of resting CD4
T cells, a transient phosphorylation and the subsequent activation of LIMK1 is observed
within 1 min, followed by a deactivation at 5 min, and a reactivation at 10 min [237].
Moreover, they showed that gp120 alone was sufficient to trigger this activation. The
same features were observed in active CD4 T cells and macrophages. This activation of
LIMK1 was shown to be mediated by Rac, PAK1, and PAK2, but not by PAK4, RhoA, or
Cdc42. When LIMK1 was knockdown in the transformed and primary CD4 T cells, as well
as in the stable human CD4 T cell line, CEM-SS, increases in the CXCR4 receptor at the
membrane, endocytosis, and exocytosis were observed. Furthermore, the stable knockdown
of LIMK1 by shRNA in CD4 T cells renders the T cells resilient against HIV infection [237].
Thus, LIMK1 activation leads to the inhibition of cofilin actin severing activity; hence,
for early cortical actin skeleton polymerisation and CD4/CXCR4 receptor clustering, two
mechanisms are required for virus entry into the host cell [236]. In the following steps of
the HIV-1 infection, there is evidence of viral-driven cofilin dephosphorylation, leading
to the depolymerisation of cortical actin, a mechanism by which the viral core penetrates
and navigates through the host cell to the nucleus [236,238]. This mechanism seems to be
responsible for the establishment of HIV-1 latency in resting CD4 T cells [239]. Indeed,
Wau et al. showed an elevated level of activated cofilin in the resting CD4 T cells of the
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peripheral blood of patients infected with HIV-1 [240]. Yoder et al. showed that the
incubation of T cells with S3 peptide, corresponding to the 16 first amino acids of human
cofilin, leads to the decreased activity of LIMK1 on full cofilin, and an enhanced viral
replication [238]. These data suggest that the viral replication is increased when the cofilin
is less phosphorylated by the LIMK1 and consequently more active [238].

Nef, an actin-modifying HIV-1 protein, was shown to activate LIMK1 by increasing
its phosphorylation on its Thr508, leading to an increase in cofilin phosphorylation and
resulting in the inhibition of retinoid receptor-mediated reporter activity, which plays a
crucial role in immune response [241].

The implication of the actin cytoskeleton in retroviral assembly and budding has also
been established [242]. In order to identify new genes involved in HIV-1 virion assembly
and release, Wen et al. performed a screening by using a siRNA library and measuring
the HIV-1 particle release. LIMK1 and ROCK1 were identified in this screening. They
confirmed that, when they depleted the LIMK1 in HeLa cells using siRNA, they observed a
reduction in particle output. The same results were obtained with stable HeLa transfected
with LIMK1 shRNA. The transfection of a shRNA-resistant FLAG-LIMK1 cDNA, restoring
the LIMK1 protein levels, could reverse this effect, whereas the incubation with S3 peptide,
a synthetic peptide which acts as a specific competitor for the ADF /cofilin phosphorylation
by LIMK1, also leads to a decrease in particle output. ROCK1 is involved in this process,
but not PAK1/2/4, as the HeLa cells treated with ROCK siRNA also exhibited a lower
particle output. In the HeLa cells silenced for LIMK1, the HIV-1 virions accumulated at the
plasma membrane. LIMK1 was shown to co-localise with the HIV-1 particle assembly sites
and be incorporated within the HIV particles. Furthermore, the silencing of LIMK1 also
resulted in a decrease in the HIV cell transmission from HeLa to the Jurkat cell lines [243].
Altogether, these results show that the ROCK/LIMK/ cofilin pathway is involved in the
HIV-1 particle release and the spread of the virus.

It is well documented that herpes viruses use cytoskeleton-regulating Rho GTPase sig-
nalling pathways during different phases of their replication cycle [244]. Moreover, herpes
simplex virus 1 (HSV-1) seems to be able to trigger biphasic cofilin deactivation/activation
in a way that is similar to HIV-1, to facilitate its entry into the host cell and its replication
in neuronal cells, via RhoA and Cdc42 [245]. Indeed, the interaction between the virus
envelope and host cell leads to EGFR/PI3K and Rho/ROCK pathway activation and, ulti-
mately, to actin remodelling. The specific inhibition of these pathways significantly limits
the virus infectivity [246]. Amentoflavone, a natural polyphenol compound found in many
plants, which has a broad antiviral activity spectrum against several viruses, was tested
on HSV-1. The treatment of neuronal cells with Amentoflavone induced a decrease in the
phospho-cofilin, leading to an impaired reorganisation of the F-actin and viral infection.
Amentoflavone also leads to a decrease in the transport of viral particles from the plasma
membrane to the nucleus [247].

As all these studies have highlighted the direct involvement of LIMK]1, via its acti-
vation, in the viral infection process, inhibitors of LIMK1 have been developed as a new
approach to block viral infection. Yi et al. have designed a set of 25 new LIMK inhibitors,
and 8 of them appeared to reduce HIV infection [248]. They further characterised their best
lead, R10015, and showed that it blocks viral DNA synthesis, viral nuclear migration, and
virion release. R10015 was shown to inhibit multiple viruses, including Zaire ebolavirus
(EBOV), Rift Valley fever virus (RVFV), Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV), and
herpes simplex virus 1 (HSV-1), suggesting that the LIMK implication in the viral life cycle
concerns many viruses [248]. Thus, LIMK inhibitors appear as a potential new class of
broad-spectrum antiviral drugs.

Furthermore, there is growing evidence about the implication of the HSV-1 infection
in the occurrence of neurological diseases such as Alzheimer’s disease. As reviewed by
Wan et al., HSV-1 DNA co-localises with the senile plaques in AD brains, and some HSV
proteins interact with AP and facilitate its production, as well as that of its precursor
proteins [249]. Since cofilin dysregulation is a major factor in AD pathogenesis, as well
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as in virus infection, it could be the link between HSV-1 infection and AD development.
Targeting cofilin or LIMKs could be a new strategy for treating patients infected with HSV-1
and exhibiting AD features.

6.5. Reproduction Troubles

LIMKSs have been shown to play a role in the function of the male urogenital system,
as well as in its associated defects. All of these features are well described in the review of
Pak et al., which belongs to the Special Issue LIM Kinases: From Molecular to Pathological
Features [250].

7. Conclusions

Because they are implicated in the dynamics of actin filaments and microtubules, LIM
kinases play a crucial role in the remodelling of the cytoskeleton and, thus, in the physiology
of the cell. Originally described as being located downstream of several signalling pathways
involving members of the Rho family of GTPases, it appeared that LIMKSs are, in fact,
capable of integrating signals from multiple partners, some of them without an obvious
link with their role in the cytoskeleton reorganisation. In fact, LIMKs are at the heart of a
complex network of cell signalling pathways. The dysregulation of these interactions has
linked them to severe pathologies such as cancer, neurological diseases, and viral infections,
making LIMKSs a node with strong therapeutic potential (Figure 10). These studies have
paved the way for the development of small inhibitory molecules that are capable of
modulating the activity of these kinases, but unfortunately, despite promising preliminary
results with different mouse models, none have made it through clinical trials. It is now
necessary to go further in the direction of understanding the molecular mechanisms that
link LIM kinases to the pathogenic phenomenon, and to have a better understanding of
their own functioning, in the hope of developing new, tailored, and innovative drugs that
target LIM kinases.

D Cancers

Ij Neurological diseases

D Neurofibromatosis
|:] Viral infections

Figure 10. Involvement of LIM kinases in different pathologies. LIMK partners and LIMK mis-
regulated signalling pathways implicated into these pathologies are also highlighted.
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. Les stapled peptides, une nouvelle stratégie d’inhibition
des LIM kinases

I1.1. Les LIM kinases, des cibles therapeutiques d’intérét :
developpement d’inhibiteurs petites molécules ciblant

leur site actif

Les LIM kinases ont été décrites dans la littérature comme des cibles thérapeutiques
prometteuses. Ce sont des kinases atypiques, a activiteé sérine/thréonine et tyrosine kinase, et
situées tres en aval de leurs voies de signalisation. Impliquées dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques de par leur r6le dans le remaniement du cytosquelette [1],
elles offrent un espoir pour le traitement de pathologies pour lesquelles il n’existe
aujourd’hui aucune solution thérapeutique, mais également une alternative aux thérapies
existantes, en oncologie notamment, comme les thérapies a base de taxanes qui engendrent
de nombreux effets secondaires et des résistances [2-5]. Depuis 2008, de nombreuses petites
molécules chimiques ont été développées dans le but d’inhiber I’activité kinase des LIMKS
dont certaines ont obtenu des résultats intéressants in vitro et in vivo sur des modeles murins
de différentes pathologies. L’une d’elle, le LX7101, a méme atteint le stade des essais
cliniques. Berabez et al. (2022), dans leur revue intitulée LIM Kinases, Promising but
Reluctant Therapeutic Targets: Chemistry and Preclinical Validation In Vivo, font état de
I’avancée dans le design de molécules inhibitrices ciblant les LIMKSs et leur efficacité en

pré-clinique [6].

Historiquement, les premiéres molécules chimiques inhibitrices des LIMKSs ont été
mises au point par Bristol-Myers Squibb (BMS) en 2006 parmi un panel de 300 molécules
ciblant les LIMKs ou p38 [7]. Six de ces molécules ont été testées d’une part pour leur
cytotoxicite sur une lignee cellulaire de cancer du poumon et d’autre part pour leur capacité
a inhiber LIMK1 et LIMK2. Ces inhibiteurs ont été classés en trois catégories : « dual »
(cytotoxiques et inhibiteurs), « LIMKIi » (non-cytotoxiques et inhibiteurs) et « cytotoxic »
(cytotoxiques et non-inhibiteurs). La cytotoxicité des inhibiteurs « cytotoxic » et « dual » a
pu étre expliquée notamment par leur capacité a dépolymeériser les microtubules in vitro.
Deux molécules classées « LIMKi », LIMKIi3/BMS5 et LIMKIi4/BMS, se sont averées
capables d’inhiber la phosphorylation de la cofiline, sans cytotoxicité apparente [8]. Le

composé 2/BMS3 (initialement classé comme « dual ») a été testé ultérieurement in vivo
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chez des souris xénogreffées avec des tumeurs mammaires. En dépit de résultats in vitro
prometteurs, ou le composé a permis de diminuer le potentiel invasif de cellules tumorales
mammaires murines et humaines en culture, BMS3 n’a pas permis d’inhiber la croissance
tumorale chez les souris greffées et a méme favorisé la dissémination de la tumeur primaire
et la formation de métastases dans le foie [9]. LIMKi3/BMS5 a également fait 1’objet de
deux essais in vivo. L’un de ces essais portait sur I’implication de LIMK, de la cofiline et
plus généralement du remodelage de I’actine dans le traitement mémoriel de la peur. Medina
et al. (2020) ont mis en évidence que I’inhibition de LIMK entrainait un déficit dans la
consolidation de la mémoire lors des réponses a la peur, de facon dose-dépendante et avec
des effets sur le long terme [10]. Yang et al. (2017) ont quant a eux mis en évidence que les
LIMKSs jouaient un réle dans le développement de multiples formes de douleurs chroniques.
En I’absence de LIMK, chez des souris KO ou lorsque les protéines sont inhibées de fagcon
pharmacologique, le développement de douleurs chroniques est largement diminué. Ceci a
ouvert la voie a I’utilisation potentielle de BMS5 pour le traitement des douleurs chroniques,
notamment chez les patients souffrant d’inflammations chroniques, de 1ésions nerveuses ou

en post-opératoire [11].

En 2009, Lexicon Pharmaceuticals a développé une série d’inhibiteurs ciblant la
dynamique du cytosquelette dans 1’objectif de développer un traitement contre le glaucome
a angle ouvert. Ils ont mis en évidence une nouvelle famille d’inhibiteurs de LIMK
diminuant la pression intraoculaire, un facteur de risque du glaucome. Trois de ces composés
(15, 19 et 20) ont été testés par instillation topique sur des modeles de souris avec
hypertension oculaire induite par la dexaméthasone. Ils ont conduit a la diminution de la
pression intraoculaire. Ultérieurement, les composés 15 et 20 ont été testés lors d’une
expérience de perfusion oculaire, avec des résultats prometteurs [12]. Le composé 20 a servi
de base a I’élaboration d’un nouvel inhibiteur qui a lui-méme fait 1’objet d’une étude in vivo
en 2015 sous le nom de LX7101, un inhibiteur dual ciblant LIMK1/2 et ROCK2. Sa
tolérance a été évaluée sur souris, rats et lapins, avec une dose fixée a 0,5%. Le composé a
ensuite été compare aux traitements classiques contre le glaucome (Timolol et Latanoprost)
aux doses commerciales, ce qui a permis de mettre en évidence 1’efficacité du composé sur
la diminution de la pression intraoculaire [13]. En paralléle de cette publication, une étude
clinique (phases 1/2a) a également été menée sur ce composé dans le cadre du traitement
contre le glaucome, sans résultats publiés a ce jour [14]. LX7101 a été testé sur des lignées
cancéreuses de cancer du sein triple negatif (MDA-MB-231 et BT-549) et sur des souris
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xénogreffées dans le cadre d’une étude sur I’implication de LIMK2 dans la progression
métastatique du cancer du sein triple négatif. En dépit de résultats prometteurs in vitro
(diminution de la phosphorylation de la cofiline, migration cellulaire et invasivité réduites,
diminution de la dégradation de la matrice extracellulaire), aucun effet sur la taille de la
tumeur primaire n’a été observé, méme si une diminution du potentiel métastatique de la

tumeur a été constaté [15].

Synthétise en 1983 par Rivalle et al. [16] et mis en évidence en 2012 par I’équipe de
Laurence Lafanechére lors d’un screening visant a mettre en évidence des composés
perturbant la régulation des microtubules, Pyrl est une molécule hautement sélective pour
LIMK1 et LIMK2, qui agit comme un compétiteur de I’ATP [17]. Sur cellules HelLa, le
composé a des effets sur le cytosquelette en déstabilisant les filaments d’actine d’une part et
en stabilisant les microtubules d’autre part. Pyrl a montré une bonne activité anti-cancéreuse
in vitro sur des lignées cellulaires HEK-293, ABCG2 et BHK-21-MRP1, résistantes aux
thérapies classiques ciblant les microtubules. In vivo, le composeé a été teste sur une lignée
de souris modeéle de leucémie avec un gain de survie total [17]. Pyrl a également été teste
sur des lignées de cancer du sein (TS-A-pGL3 et MDA-MB-231), ou il a été montré que son
administration entrainait une inhibition de la phosphorylation de la cofiline, affectait le
remodelage du cytosquelette, ce qui avait pour conséquence une diminution de la motilité
cellulaire et de I’invasivité [18]. Des tests in vivo ont également été réalisés sur des lignées
de souris xénogreffées avec des cellules de cancer du sein. Sur ces modeles, le composé a
permis d’arréter la croissance tumorale et d’empécher la croissance des métastases, mais pas
leur migration. Par ailleurs, les auteurs ont relevé une corrélation entre le changement de
morphologie des cellules traitées par Pyrl, plus rondes, et leur capacité a migrer plus loin
que les autres populations cellulaires [18]. Enfin, il existe un lien étroit entre la dérégulation
du cytosquelette, les anomalies de la morphologie des épines dendritiques et le
développement de désordres neurologiques, notamment la schizophrénie. L’efficacité de
Pyrl a donc été testée au cours d’une étude sur un modéle murin de schizophrénie, ou il a
été montré que le composé permettait une restauration de la densité des epines dendritiques
et une amelioration de la potentialisation a long terme. Les souris présentaient par ailleurs
une meilleure plasticité synaptique et des comportements liés a la dépression et a 1’anxiété
réduits. Pyrl représente, de fait, une bonne opportunité thérapeutique pour le traitement de

ces pathologies [19].
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En 2012, Mashiach-Farkash et al. mettent en évidence une identité de séquence de
31% entre LIMK2 et le récepteur a activite tyrosine kinase EphA3, une cible thérapeutique
d’intérét dans le traitement contre le cancer [20]. Une analyse structurale de EphA3 menée
au préalable a permis d’émettre 1’hypothése que 1’inhibiteur AWL-11-38.3, capable de
bloquer le site actif de la protéine, était également capable de bloquer celui de LIMK2,
structuralement trés proche [21]. T56-LIMKi est un composé vraisemblablement élaboré a
partir de AWL-11-38.3. Cette molécule a éte testée sur une lignée cellulaire de fibroblastes
embryonnaires de souris ou le gene NF1 codant pour la Neurofiboromine 1 (Nfl) a été
invalidé. Chez ces souris, les taux de cofiline phosphorylée sont naturellement plus élevés
que chez les sauvages [22]. Le traitement par T56-LIMKIi a permis de diminuer le taux de
cofilin phosphorylée, mais également de limiter la formation des fibres de stress et d’inhiber
la migration cellulaire [20]. D’autres tests menés par la méme équipe deux ans plus tard ont
permis de mettre en évidence que la molécule était sélective de LIMK2, et qu’elle inhibe la
prolifération cellulaire de certaines lignées de cellules cancéreuses de fagon spécifique (les
lignées UB7 (glioblastome), ST88-14 (schwannome) et Panc-1 (pancréas) étant celles qui
répondaient le mieux). Un essai in vivo a été mené suite aux résultats sur les cellules Panc-
1. Il est apparu que T56-LIMKIi permettait une diminution de la tumeur primaire de fagon
temps- et dose-dépendante avec une disparition totale au bout de 35 jours. Par ailleurs,
I’analyse moléculaire des tissus tumoraux a permis de mettre en évidence une importante
diminution des niveaux de cofiline phosphorylée [23]. Enfin, une étude récente a été menée
sur les possibles effets neuroprotecteurs de T56-LIMKIi. La molécule a été administrée a des
souris irradi€es par traitement laser dans le but de mimer les effets d’un choc ischémique sur
le cortex cérébral. Dans le cas d’un accident vasculaire cérébral ischémique, on observe une
augmentation locale de la concentration de pres de 80 protéines, dont la cofiline. Les auteurs
ont mis en évidence que T56-LIMKi entrainait une diminution du volume de I’infarctus,
permettait une restauration de la morphologie cérébrale et une réduction du nombre de
cellules altérées. Ces résultats trés prometteurs ont ouvert la voie a 1’utilisation d’inhibiteurs
anti-LIMK2 comme agents neuro-protecteurs dans le cadre de thérapies anti-ischémiques
[24].

Les structures chimiques des différents inhibiteurs précédemment décrits sont

représentées Figure 1.
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Figure 1 : Structure des principales molécules développées pour inhiber Pactivité des LIM Kkinases.
BMS-5, développée en 2006 par Bristol-Meyers Squibb, LX7101, développée en 2015 par Lexicon Pharmaceuticals,
Pyr1, développée en 1983 et mise en évidence en 2012 par Lafanechére et collaborateurs, et T56-LIMKIi, développée en
2012 par Kloog et collaborateurs.

De nombreux autres inhibiteurs ciblant les LIMKSs ont vu le jour ces dix dernieres
années (le composé CEL-Amide pour le traitement de la leucémie, le Damnacanthal, une
molécule isolée depuis les racines de Morinda citrifolia, TH-257...), avec des résultats in
vitro parfois trés prometteurs [25-28]. Pourtant, aucun de ces composés n’est parvenu au
stade des essais cliniques. Aussi, pour qu’une thérapie ciblant les LIMKs voie le jour, le
développement de nouvelles stratégies d’inhibition est aujourd’hui nécessaire. Au cours du
chapitre précédent, nous avons évoqué I’importance des interactions protéine-protéeine et le
role qu’elles jouent dans le fonctionnement normal de la cellule, ainsi que dans le
développement des pathologies. Cibler I’interaction entre les LIMKs et la cofiline, leur
substrat canonique, semble étre une opportunité thérapeutique particulierement novatrice et
sélective, qui permettrait de cibler spécifiquement le remodelage des filaments d’actine sans
affecter I’activit¢ des LIMKs sur leurs nombreux autres partenaires. Cette stratégie est

d’autant plus pertinente que 1’interaction entre les LIMKSs et la cofiline est parfaitement bien
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caractérisée par la résolution de la structure 3D de ce complexe par cristallographie aux

rayons X qui révele une réelle possibilité d’abolir cette interaction.

[1.2. Une interaction atypique entre les LIMKSs et cofiline

Canoniguement, la reconnaissance entre une kinase et son substrat se fait a plusieurs
niveaux. En premier lieu, la structure du site actif va déterminer la spécificité de la protéine
kinase. De maniére générale, les tyrosine kinases présentent un site actif plus profond que
les serine/thréonine kinases. Les résidus tyrosine, grace a la longueur de leur chaine latérale,
vont pouvoir enfouir le groupement phosphoaccepteur dans le site actif, ce qui est impossible
pour les résidus serine et thréonine dont les chaines latérales sont plus courtes (Figure 2). Il
existe toutefois des protéines kinases, telles que les LIM kinases, capables de phosphoryler
a la fois les résidus serine/thréonine et tyrosine [29,30].

O OH O
HO OH H5C OH
NH> NH,
Sérine (Ser, S) Thréonine (Thr, T)
O
OH
NH
HO ?

Tyrosine (Tyr, Y)

Figure 2 : Structure des résidus sérine, thréonine, tyrosine.
Les phosphorylations ont lieu sur les chaines latérales des acides aminés comportant une fonction alcool (C-OH). Parmi
les 22 acides amineés, seuls 3 peuvent étre phosphorylés : la sérine (Ser, S), la thréonine (Thr, T) et la tyrosine (Tyr, Y).
Outre la structure de la poche catalytique, la reconnaissance kinase-substrat peut se
faire de deux maniéres différentes : les séquences consensus (motif linéaire) et le docking a
distance (distal docking). Ces deux mécanismes de reconnaissance peuvent étre

complémentaires 1’un de 1’autre comme présenté Figure 3.
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Figure 3 : Représentation schématique des mécanismes moléculaires par lesquelles la spécificite
enzyme-substrat est obtenue.
Les séquences consensus (motif linéaire) et le docking a distance (motif de docking) sont indiqués. Ces deux mécanismes
de reconnaissance peuvent étre complémentaires 'un de I'autre.

De part et d’autre du site de phosphorylation, des séquences consensus (motifs
linéaires) permettent la reconnaissance du substrat par la protéine kinase. Ces séquences,
communément d’une longueur de quatre acides aminés, sont situées a proximité immédiate
du site de phosphorylation du c6té N-terminal et C-terminal. Elles forment la boucle
phosphoacceptrice et sont reconnues spécifiqguement par des séquences présentes au sein du
site actif de la kinase par complémentarité de charge, de liaisons hydrogénes et/ou
d’hydrophobicité [31]. M&me si une généralisation semble étre difficile, plusieurs séquences
consensus ont été mises en évidence pour différentes protéines kinases. Elles peuvent étre
partagées au sein d’une méme famille ou étre spécifiques d’une isoforme en particulier
[29,31]. De fagon intéressante, les LIM kinases ne semblent pas présenter de sequences
consensus spécifique au sein de leur site actif. Par ailleurs, le site de phosphorylation de la
cofiline se situe tout au bout de I’extrémité N-terminale, au niveau de la troisiéme sérine (en
réalité second acide aminé de la protéine, puisque la méthionine 1 est clivée) ce qui est
incompatible avec la reconnaissance d’une séquence consensus de plusieurs acides aminés
[32-34].
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Le docking & distance est un mécanisme de reconnaissance qui permet généralement
d’augmenter la spécificité de I’interaction entre 1’enzyme et son substrat [29]. Il pourrait agir
en augmentant localement la concentration de substrat autour de la protéine kinase. Une
flexibilité de la protéine entre le site de docking et le site actif pourrait alors permettre la
formation de complexes enzyme/substrat transitoires de fagon optimale. Au contraire, le
docking pourrait servir a aligner précisement le site de phosphorylation et le site actif, ce qui
présupposerait I’existence d’un complexe enzyme/substrat plutot rigide [29]. Dans tous les
cas, la reconnaissance se fait entre un ou plusieurs motifs de docking situés sur le substrat a
distance du site de phosphorylation, et un ou plusieurs domaines d’interaction situés sur la
protéine kinase. Comme pour les séquences consensus, le docking peut se faire via la
reconnaissance de courtes séquences d’acides aminés, ou il peut également se faire via de
larges surfaces d’interaction [29,31]. Enfin, la reconnaissance peut se faire directement entre
le substrat et la protéine kinase ou via le concours d’adaptateurs ou de protéines
d’échafaudage [29,31]. A noter que le docking a distance peut, dans de rares cas, réguler

négativement ’activité de la protéine kinase [29].

Il n’y a pas de preuve de docking a distance entre les LIMKSs et la cofiline [34].
L’interaction entre les LIMKs et la cofiline ne semble donc pas suivre les regles
classiguement observées dans les interactions entre les kinases et leurs substrats. Et
effectivement, la résolution de la structure du complexe LIMK-cofiline a mis a jour un tout

nouveau mécanisme de reconnaissance [34,35].

En 2016, Hamill et al. mettent en évidence les mécanismes moléculaires de
I’interaction entre le domaine kinase de LIMK1 et la cofiline en résolvant la structure
tridimensionnelle de ce complexe par cristallographie aux rayons X. Les auteurs insistent
sur la structure particuliere de I’hélice a5 de la cofiline, qui sert a la fois d’interface entre les
LIMKSs et la cofiline d’une part, et entre ’actine et la cofiline d’autre part, entrainant une
compétition entre les LIMKSs et I’actine pour leur interaction avec la cofiline. La valine 5 de
I’extrémité N-terminale de la cofiline est prise en sandwich entre cette hélice a5 et les
boucles f2-B3 de la cofiline. L hélice a5 se situe donc structuralement proche de I’extrémité
N-terminale et donc de la sérine 3 (Figure 4A). Cette conformation particuliére, ou la Valine
5 est prise entre les boucles f2-B3 et I’hélice a5, contraint I’extrémité N-terminale a adopter
une position extérieure perpendiculaire au domaine d’interface de la cofiline, avec seulement
les 2 residus du coté N-terminal Serine 3 et Alanine 2 exposeés. Les résidus coté C-terminal

(résidus 6, 7, 8...), quant a eux, sont enfouis dans le cceur hydrophobe de la protéine et
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inaccessibles (Figure 4B). Cette conformation particuliére ne peut pas permettre la
reconnaissance d’une séquence consensus classique de plusieurs acides aminés autour de la
sérine 3 phosphoacceptrice [34]. Le mécanisme de reconnaissance du site a phosphoryler de
la cofiline par les LIMKSs est donc différent. En effet, au cours de I’interaction entre LIMK1
et la cofiline, I’hélice a5 de la cofiline va venir se loger dans un sillon hydrophobe du lobe
C-terminal de LIMKZ1. Cette insertion va mettre en contact trois résidus tres conservés de
I’hélice a5 de la cofiline — la leucine 111, la méthionine 115 et la serine 119 — avec des
résidus également conservés du sillon de LIMK1. D’ailleurs, des mutants de la cofiline dans
cette zone L111/Met115/Ser119 ont montré que ces résidus sont absolument essentiels pour
I’interaction entre LIMKI1 et la cofiline (Figure 4C). La structure du sillon de LIMK1 est
elle-méme stabilisée par des résidus conservés (proline 550 et 554) et n’est pas modifiée par
I’interaction avec I’hélice a5 : la structure des LIM Kkinases les rend disponibles a tout
moment pour interagir avec la cofiline. Une fois placée dans le sillon de LIMK1, I’hélice a5
de la cofiline va servir de guide pour orienter sa serine 3 directement dans le site actif de
LIMK1, ou va s’effectuer le phosphotransfert [34]. Cette interaction originale et tres
spécifique LIMK/cofiline, repose principalement sur la reconnaissance de I’hélice a5 de la
cofiline par LIMK et a été nommée molecular drill jig par Hamill et ses collaborateurs
(Figure 4D) [34].

Trois ans plus tard, Salah et al. (2019) publient a leur tour la structure du complexe
entre le domaine kinase de LIMKT1 et la cofiline, résolue par cristallographie aux rayons X.
Leurs résultats sont en parfait accord avec ceux de Hamill et ses collaborateurs, et confirment
I’interaction atypique entre LIMK1 et la cofiline. Ils nomment leur interaction « rock-and-
poke mechanism ». De maniére similaire, I’hélice a5 de la cofiline s’ancre dans un sillon
bien spécifique de LIMKZ1 ce qui induit un basculement de la Serine 3 dans le site actif de
LIMK1 et donc sa phosphorylation trés sélective. A nouveau, ils concluent que cette
interaction est particulierement atypique : la serine 3 étant a une extrémité et non au milieu

d’une séquence linaire de plusieurs acides aminés reconnus par I’enzyme dédiée [35].
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Figure 4 : Mécanisme d’interaction entre le domaine kinase de LIMKI1 et la cofiline.

A) La structure de la cofiline blogue sa valine 5 entre son hélice a5 et la boucle des feuillets f2-53. B) A gauche,
I’extrémité C-terminale de la cofiline est bloquée dans une conformation perpendiculaire a son hélice a5, ce qui oriente
de fagon rigide sa sérine 3 dans le site actif de LIMKZ1. La sérine 3 est indiquée par la fléche noire. A droite, alignement

des séquences de cofiline-1, cofiline-2 et ADF. C) Représentation en boule du complexe domaine kinase de LIMK1 (en
orange) /cofiline (en vert) avec le focus sur la zone d’interaction par les différents zooms, mettant en évidence le réole-clé
de I’hélice a5 de la cofiline (zoom 1), la sérine 3 seule pointée vers le site actif de LIMK1, la valine 5 étant enfouie (zoom

2) et le role-clé des résidus S119, M115 et L111 de la cofiline (zoom 3) dans cette interaction. D) Représentation

schématique nommeée « Molecular Drill Jig » de ['interaction. L hélice o.5 sert de guide en se fixant dans le sillon de
LIMKZ, la Met115 étant essentielle dans cette interaction. La sérine 3 est alors positionnée dans le site actif de LIMK1 et
le phosphotransfert a lieu dans cette configuration idéale. Figures reprises de Hamill et al. (2016).
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11.3. Nouvelle stratégie d’inhibition des LIMKs : bloquer leur

interaction avec la cofiline via des stapled peptides.

Ainsi, I’interaction entre les LIMKSs et la cofiline est basée sur la reconnaissance de

I’hélice a5 de la cofiline dans un sillon bien caractérisé et conservé des LIMKSs.

Une nouvelle stratégie d’inhibition des LIMKS nous est alors apparue
particulierement pertinente : abolir cette interaction grace a un peptide « leurre » qui
mimerait cette hélice a et prendrait sa place empéchant alors I’interaction de la cofiline

endogéne avec les LIMKSs.

Les peptides sont aussi une classe de molécules thérapeutiques mais leur manque de
pénétration cellulaire et leur instabilité ont été des freins a leur développement. Cependant,
un nouveau type de peptides, les stapled peptides, leve ces verrous et a relancé 1’intérét de
ces molécules en recherche thérapeutique. D’ailleurs, plusieurs stapled peptides sont

actuellement en phase d’essai clinique.

11.3.1. Cibler les interactions protéine-protéine

Comme cela a été évoqué au cours des chapitres précédents, les interactions protéine-

protéine (protein-protein interaction, ou PPI) sont au cceur du fonctionnement cellulaire.
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Toutefois, les PPIs sont hétérogenes et peuvent revétir des réalités souvent trés différentes.
Les PPIs sont généralement caractérisées par de larges surfaces d’interaction (1500-3000
A?) a 1a topologie unique, comprenant des “hot-spots” d’interactions spécifiques dispersés
tout au long de la surface du ou des partenaires (Figure 5) [36,37]. Ainsi, ¢’est la multiplicité
des interactions tout au long de I’interface entre les protéines qui offre aux PPIs toute leur
spécificité. A titre de comparaison, les interactions entre protéines et petites molécules
couvrent une surface moyenne de seulement 300-1000 A?[36,38]. Les biomédicaments, et
notamment les anticorps monoclonaux, sont adaptés a de telles surfaces d’interactions et ont
I’avantage d’étre plus sélectifs et plus affins pour leur cible que les petites molécules, ce qui
se traduit par des effets secondaires et une toxicité diminues. En conséquence, ils sont
généralement mieux tolérés par 1’organisme [37,39]. Cependant, notamment du fait de leur
taille, ils sont peu biodisponibles, ont une faible perméabilité membranaire et sont plus
susceptibles d’étre métabolisés. Ils sont donc globalement moins stables que les petites
molécules chimiques et également plus colteux & produire [37,39]. A I’inverse, les petites
molécules inhibitrices, qui dominent le marché de l'industrie pharmaceutique depuis
plusieurs années et qui ont fait leurs preuves au cours de nombreux d’essais cliniques, ne
sont pas nécessairement adaptées a I’inhibition de PPIs parfois complexes, en dépit
d’avantages évidents en terme de biodisponibilité, de stabilité intracellulaire, de perméabilité

membranaire et de codt de production [37,40] avec toutefois quelques résultats prometteurs

e W

Figure 5 : Les interactions protéine-protéine recouvrent parfois des réalités tres différentes.
A gauche, représentation d'une PPIs via de multiples hot-spots d’interaction. Au centre, hot-spot dinteraction niché au
ceeur de la protéine. A droite, des hot-spots d 'interaction de part et d’autre de la surface protéique.

L’intérét de I’utilisation de peptides réside dans leur potentiel & présenter les
avantages des petites molécules chimiques en termes de biodisponibilité et de faibles codts
de production tout en étant plus adaptés et plus spécifiques des interactions protéine-protéine
[37,44]. 11 est admis que les structures secondaires, et notamment les hélices a et les feuillets

B, sont les plus susceptibles d’étre impliquées dans des PPIs [45]. Le design rationnel des
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peptides passe donc par I’étude structurale de ces éléments et de leur implication dans les
interactions protéine-protéine, 1’idée étant de mimer leur conformation pour créer des
inhibiteurs structuraux capables d’impacter D’interaction entre protéines et cibles
déterminées [44]. Malheureusement, ces éléments structuraux ne sont pas stables une fois
dissociés de la protéine entiere et ont tendance a perdre leur conformation et leurs propriétés
biologiques en solution aqueuse [46]. Par ailleurs, les peptides sont plus sensibles a la
protéolyse que les protéines entieres, ce qui peut limiter leur durée de vie a quelques minutes
seulement. De plus, les peptides ont généralement une faible capacité a traverser les
membranes lipidiques, ce qui réduit fortement leur pénétration intracellulaire. Ces
paramétres diminuent considérablement leur efficacité [37,44]. De fait, une optimisation des
peptides est nécessaire pour assurer leur conformation, leur stabilité dans le milieu

intracellulaire et leur capacité a penétrer dans les cellules.

11.3.2. Historique du développement des stapled
peptides

En 2000, 1’équipe de Gregory L. Verdine met au point un systéme permettant
d’augmenter 1’hélicité et donc la perméabilité membranaire ainsi que la stabilité métabolique
d’un peptide correspondant a I’extrémité C-terminale de la RNAse A grace a une agrafe
(« staple ») hydrocarbonée [47], constituant le premier « stapled peptide » décrit dans la
littérature. Pour ce faire, ils ont substitué deux des acides aminés du peptide par des acides
aminés non-naturels (en position i, i+4 ou i, i+7, ce qui correspond a un tour d’hélice ou
deux tours d’hélice) porteurs de chaines latérales alcéniques de différentes longueurs. 1ls ont
ensuite mis au point une liaison covalente entre les chaines latérales des acides aminés par
métathese (selon un procédé décrit par Blackwell et Grubb en 1996). Cette agrafe a été
décrite comme inerte d’un point de vue biologique en comparaison des ponts disulfures et
lactames utilisés jusque-la. Enfin, ils ont réussi a déterminer quelles étaient les
caractéristiques des agrafes qui permettaient une meilleure hélicité du peptide et une
meilleure résistance a la protéolyse par la trypsine (longueur des chaines hydrocarbonees,
position et chiralité¢ S ou R des acides aminés...). Ainsi, le stapled peptide Ri, i+7S(11)
(peptide avec des acides aminés R et S en position i et i+7 avec une liaison a 11 carbones)

était celui qui présentait les meilleures caracteristiques biologiques [47].

Dans les années qui ont suivi, la recherche sur les peptides cycliques s’est largement
intensifiée du fait de leur potentiel a inhiber les interactions protéine-protéine. En

conséquence, les connaissances sur la synthése et I’optimisation de ces peptides se sont,
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quant a elles, diversifiées [48]. Il semble évident que le choix des acides aminés a substituer
est crucial dans le design du peptide. Les acides aminés impliqués dans I’interaction entre
les partenaires ne peuvent pas servir de charpente a la mise en place de 1’agrafe, et cette
derniére ne doit pas non plus interférer avec I’interaction d’un point de vue structural, par
exemple en appliquant une contrainte stérique [49]. Par ailleurs, il est aujourd’hui
communément admis que la longueur des chaines latérales des acides aminés modifiés joue
un role déterminant dans 1’hélicité du peptide et dans la formation de 1’agrafe. Une chaine
trop courte ne permet pas la formation de 1’agrafe tandis qu’une chaine trop longue n’offre
pas la rigidité nécessaire au maintien de 1’hélice [50]. Ainsi, il existe un compromis entre la
longueur de la chaine et le positionnement des acides aminés utilisés pour ancrer 1’agrafe.
Outre les résultats présentés précédemment eni, i + 4 eti, i + 7, il a été mis au point avec
succes une agrafe de type i, i + 3 avec une liaison a 6 carbones, lors de I’optimisation d’un
peptide dérivé de la protéine d’enveloppe du gp41 du virus de I’ immunodéficience humaine
(Figure 6) [51].

i,i+4 ii+7
single stapled single stapled

i,i+3
single stapled

Figure 6 : Représentation schématique de single stapled peptides agencés en i, i+4, i, i+7 et i, i+3.
D’autres types d’agrafes que les chaines hydrocarbonées ont également été
développés ces derniéres années. Les agrafes perfluoroaromatiques ont comme avantage la
possibilité de réaliser la réaction de ligation a température ambiante avec une grande
sélectivité, permettant d’éviter d’éventuelles cross-réactions [37]. Les agrafes cystéine
développées par Kumita en 2000 tirent profit de la réactivité du thiolate nucléophile lorsque
qu’il est mis en contact d’un linker bis-électrophile [52,53]. La réaction, qui peut étre

effectuée en conditions physiologiques (pH 7 a 9), permet 1’obtention d’un peptide stable
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d’un point de vue structural et métabolique, et dont I’affinité pour sa cible est augmentée
[53]. C’est ce processus qui a notamment été utilisé dans le cadre du projet mené en
collaboration avec Vincent Aucagne, chimiste des peptides au Centre de Biophysique
Moléculaire, sur le developpement de peptides inhibiteurs de I’interaction entre les LIMKs

et la cofiline.

De la méme maniere, il apparait que la longueur du peptide est déterminante dans le
choix du nombre d’agrafes utilisées pour assurer sa structure hélicoidale et sa stabilité [50].
Ainsi, un peptide d’une longueur proche de 30 résidus comme le Vasoactive Interstinal
Peptide (VIP), dérivé du vasoactive intestinal peptide receptor 2 (VPAC?2), a nécessité la
mise en place d’une double agrafe pour assurer sa résistance a la protéolyse [54]. De laméme
maniere, une étude menée par Cromm et al. (2016) a montré que 1’utilisation d’une double
agrafe améliorait non seulement la stabilité, mais aussi la perméabilité membranaire et
I’affinité d’un peptide cyclique ciblant la GTPase Rab8a [55]. Diverses variations de doubles
agrafes ont été également décrites dans la littérature (criss-cross staples, nested staples,
stiched staples...) et certaines ont obtenu des résultats particulierement intéressants (Figure
7). En 2022, Jelinkska et Kannan, ainsi que leurs collaborateurs, ont notamment mis au point
un « stitched peptide » mimant le domaine d’interaction de la protéine oncogénique DAXX
(Death domain Associated protein 6) avec ses partenaires. Ils ont montré que ce peptide se
liait a DAXX avec une meilleure affinité que les autres peptides testés au cours de cette étude
[56]. Jelinkska, Kannan et al. (2023) ont également mis en évidence que leur peptide était
en mesure de lever I’auto-inhibition de la SUMOylation de la protéine DAXX en se fixant
au niveau du motif d’interaction SUMO situé en N-terminal, le rendant ainsi accessible a
SUMO-1. En outre, ils ont montré que leur peptide était non-seulement capable d’entrer dans
la cellule, mais également d’y rester en grande concentration (de 1’ordre du nanomolaire)
pendant plus de 24h sans entrainer de désorganisation de la membrane plasmique [57].
Speltz et al. (2018) ont développeé un « cross-stitched » dans I’optique d’inhiber I’interaction
entre le récepteur aux cestrogenes, impliqué dans le cancer du sein, et ses activateurs. Leur
cross-stitched peptide montrait une meilleure hélicité, une meilleure stabilité et une
meilleure affinité pour le récepteur aux cestrogénes qu’un stapled peptide a une seule agrafe

dirigé contre la méme cible [58].
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i,i+4
Remote staples

C « Stitched peptide »

= R

Criss-cross staples N

Nested staples

Figure 7 : Représentation schématique des double stapled peptides remote staples, stiched staples, criss-
cross staples et nested staples.

Aujourd’hui, les stapled peptides représentent une réelle opportunité thérapeutique
pour I’inhibition des interactions protéine-protéine, offrant une solution intermeédiaire entre
les petites molécules chimiques et les macromolécules biologiques. Méme si, a ce jour, un
seul peptide cyclisé est allé jusqu’au stade des essais cliniques [59], de nombreux autres sont
en développement, avec des résultats trés prometteurs, ouvrant la voie au développement

d’une toute nouvelle catégorie d’agents thérapeutiques.
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OBJECTIFS DE MA THESE

LIM kinase 1 (LIMK1) et LIM kinase 2 (LIMK2) sont des protéines impliquées dans
de nombreux processus essentiels a la vie cellulaire tels que la division cellulaire, la
différenciation ou encore 1’apoptose, via de nombreuses voies de signalisation. Elles jouent
notamment un réle crucial dans la dynamique du cytosquelette en phosphorylant la cofiline,
un facteur de dépolymérisation de l'actine, qu’elles vont inhiber, empéchant ainsi le
remodelage des filaments d'actine. LIMK1 et LIMK?2 participent également au remaniement

des microtubules, par un mécanisme encore inconnu a ce jour.

Du fait de leur role clé dans la dynamique du cytosquelette, les LIM kinases sont
aussi impliquées dans de nombreux phénomeénes pathologiques, comme le cancer, les
maladies neurologiques, les neurofibromatoses ou encore les infections virales. Elles
constituent donc des cibles thérapeutiques d’intérét. De nombreux inhibiteurs « petites
molécules chimiques » ont été développés contre les LIMKS, mais seulement un a atteint le
stade clinique, sans résultats publiés. Pour développer de nouvelles stratégies d’inhibition
originales, sélectives et efficaces, il est donc essentiel de mieux comprendre le mode d’action
et de régulation de ces kinases sur leur substrat, d’un point de vue moléculaire, tout

particulierement vis-a-vis de leur substrat canonique, la cofiline.

Des travaux antérieurs réalisés par des étudiantes de Master 2 ont mis en évidence
que I’'intégralit¢ du domaine kinase de LIMK2 n’est pas suffisante pour permettre la
phosphorylation de la cofiline, et que I’extrémité C-terminale est indispensable pour ce
processus. De plus, en I’absence de cette extrémité C-terminale, LIMK2 n’est plus
phosphorylée. Cette observation a laissé supposer I’existence d’un site de phosphorylation
au niveau de I’extrémité C-terminal, qui serait nécessaire a 1’activité de LIMK2 sur la
cofiline. Le point de départ de ma thése est basé sur ces observations et vise a comprendre
le role moléculaire de cette extrémité C-terminale dans la régulation de I’activité kinase des

LIMKSs vis-a-vis de leur substrat canonique, la cofiline.

Ainsi, la majeure partie de ma these a été consacrée a 1’élucidation des mécanismes
moléculaires nécessaires a 1’activité des LIM kinases sur la cofiline. Grace a I’étude de

mutants ponctuels de 1’extrémité C-terminale, j’ai ainsi pu décrire un tout nouveau
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mécanisme d’activation des LIM kinases, médié spécifiquement par un acide aminé de

I’extrémité C-terminale : la tyrosine 632 pour LIMK1, 630 pour LIMK2.

Au cours de ma thése, j’ai également eu la chance de participer a I’initiation du projet
« Stapled peptides » en collaboration avec 1’équipe de chimie des peptides dirigée par
Vincent Aucagne au Centre de Biophysique Moléculaire. Ainsi, j’ai pu mener des études
d’activité de LIMK?2 en présence des stapled peptides synthétisés par nos collaborateurs et
voir leur efficacité pour I’inhibition de I’interaction entre les LIMKs et la cofiline. Les
résultats préliminaires que j’ai obtenus au cours de ma thése ont permis de déposer une
demande d’ANR a I’automne 2022 qui n’a malheureusement pas été retenue en phase finale
malgré de trés bons retours. Ce projet ANR a été redéposé en octobre dernier et a été

sélectionné pour financement en juillet 2024.

Au cours de ma thése, j’ai également contribué au développement d’une nouvelle méthode
d’analyse de l’interaction entre les LIMKSs et des inhibiteurs petites molécules par
Thermophorese & Micro-Echelle, en collaboration avec 1’équipe de chimie analytique de
I’ICOA (R. Nehmé et R. Nasreddine) via I’encadrement d’une stagiaire de Master 2. Ces
études sont précieuses car dans 1’équipe sont aussi développés des inhibiteurs « petites
molécules » des LIMKs en collaboration avec les équipes de chimie médicinale de I’'TCOA
(S. Routier et K. P1é) et de chémoinformatique (P. Bonnet et S. Aci-Séche). Cet essai permet
de travailler directement sur des lysats cellulaires dans lesquelles les LIMKSs sont
surproduites, ces derniéres ayant été fusionnées a une protéine émettant dans le proche
infrarouge, miRFP670. La mise au point de cet essai permet d’envisager des criblages de
molécules et/ou inhibiteurs par une technique sensible en s’affranchissant de 1’étape
fastidieuse de purification des LIMKSs. Ma contribution dans ce travail a été remise en cause
par Reine Nehmé a la toute fin de la rédaction de ma thése. Aussi, j’ai di retirer ces travaux
de mon manuscrit pour le soumettre dans les temps et ne pas compromettre ma soutenance.
Le Comité a I'Intégrité scientifique et a la Déontologie de la Recherche (CIDR) de
I’université d’Orléans a alors été saisi, et a reconnu, depuis, mon implication dans ce travail

qui est présenté en Annexe 1 en accord avec les recommandations de mes rapporteurs.
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RESULTATS

I. Mécanismes moléculaires régulant ’activité des LIMKSs

I.1. Introduction

Le premier objectif de ma thése était d’élucider les mécanismes moléculaires
nécessaires a 1’activité des LIMKSs sur leur substrat, la cofiline. Les résultats issus des
données préliminaires, auxquels ont été ajoutés ceux de ma thése, font I’objet d’un article
mettant en lumiére des déterminants moléculaires cruciaux impliquant 1’extrémité C-
terminale de LIMKZ2 sur son activation et sur la régulation de son activité kinase. Cet article
sera soumis en 2024.

.2. Article

LIM Kkinase, LIMK1 and LIMKZ2, activity regulation: a
new unexpected mechanism triggering their function on
cofilin and actin filament remodelling

Elodie Villalonga , Samia Aci-Séche 2, Déborah Cassas *, Célina Chalal 1, Michel
Doudeau !, Christine Mosrin * Fabienne Godin %, Pascal Bonnet 2, Héléne Bénédetti * and
Béatrice Vallée 1*

1 Centre de Biophysique Moléculaire ; UPR4301, CNRS, University of Orléans, and
INSERM, 45071 ORLEANS Cedex2, France; elodie.villalonga@cnrs-orleans.fr,
christine.mosrin@cnrs-orleans.fr , michel.doudeau@cnrs-orleans.fr, fabienne.godin@cnrs-
orleans.fr, helene.benedetti@cnrs-orleans.fr, beatrice.vallee@cnrs-orleans.fr

2 Institut de Chimie Organique et Analytique ; UMR7311 ; CNRS, University of Orléans,
45071 ORLEANS Cedex2, France ; samia.aci-seche@univ-orleans.fr

Introduction

LIM kinases are playing a crucial role in cell fate. Due to their role in cytoskeleton
remodelling [60—64], they regulate many physiological processes such as cell cycle [65-70],

cell migration and motility [22,71-75], neuronal differentiation [76—80] and apoptosis [81—
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84]. As a consequence, their implication in numerous pathologies has been shown:
oncogenesis [85-91], viral infections [92-96], development of neurological and
neurodegenerative diseases [97-102] and neurofibromatosis [22,103-105]. They are also a

node in several signalling pathways due to their extensive partners’ network [1].

As promising therapeutic targets, many small molecule inhibitors targeting their
active site have been developed these last 15 years. However, they failed to reach clinical
stages [6,106]. It is then vital to have a better understanding of LIMK functions and
regulations at the molecular level to go further into their characterization and be able to

develop successful therapeutic strategies.

LIM kinases (LIMKSs) are serine/threonine and tyrosine kinases. LIM kinase family
consists of only two members: LIMK1 and LIMK2, encoded by two different genes
(ENSG00000106683, ENSG00000182541) [30]. These proteins are closely related, they
share 50% overall identity and 70% identity in their kinase domain [2,30]. They are
structured in two LIM (Lin11, Isl-1 and Mec-3) domains at their N-terminus, each composed
of two zinc fingers, a central PDZ domain followed by an unstructured proline/serine (P/S)
rich region, and a C-terminal kinase domain [30]. Even though they are highly related,
LIMK1 and LIMK?2 display different cell-type expressions and subcellular localizations,
indicating that they may not have completely overlapping functions [63,70,107,108]. In the
literature, LIM Kkinases are mainly described for their role in the remodelling of the
cytoskeleton, notably through their activity on cofilin, a member of the Actin
Depolymerizing Factor (ADF) family. When phosphorylated by LIM kinases on its serine 3
(S3), cofilin is inhibited, resulting in actin fiber polymerization and formation of stress fibers
[60-62]. LIMKS also play a role in microtubules turnover, but the mechanism by which they

are involved in this phenomenon is yet to be determined [64,109].

Canonically, LIM kinases act as downstream effectors of the members of the Rho
GTPase family, including Rho, Rac and Cdc42, which modulate LIMK activity via their
effectors, Rho-associated protein kinases (ROCK), myotonic dystrophy kinase-related
Cdc42-binding kinases (MRCKa), and p21-activated kinases (PAK), PAK1, PAK2, and
PAK4. LIMK1 and LIMK?2 are activated by phosphorylation of their threonine 508 (T508)
and threonine 505 (T505), respectively [61,110]. However, it is now well-established that
they have many more partners, regulators, substrates and are, in fact, at the very heart of a

vast network of protein-protein interactions [1].
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Our previous study of the isoforms of LIMK2 has uncovered intriguing features on
these proteins. Three isoforms of human LIMK?2 are described in the literature: LIMK2a,
LIMK2b, and LIMK2-1, a Hominidae-specific isoform [111-114]. Those three isoforms
display different tissue-specific expressions, as well as different subcellular localizations,
indicating that they may not have exactly the same functions [114]. For instance, LIMK2
expression upon p53 activation after DNA damage is isoform-dependent: LIMK2b and
LIMK2-1, but not LIMK2a, are upregulated, and leads to G2/M arrest via a cofilin
phosphorylation increase [65]. LIMK2b and LIMK2-1 isoforms differ only from full-length
LIMK?2a at their extremities. The first LIM motif is truncated at the N-terminus of LIMK2b
and LIMK2-1, whereas LIMK2-1 has an extra C-terminal domain identified as a Protein

Phosphatase 1 inhibitory (PP1i) domain by sequence homology (Figure 1) [111-113].

We have previously shown that contrary to LIMK2a and LIMK2b, LIMK2-1 has no
kinase activity on cofilin, whereas it has a kinase activity on Myelin Basic Protein (MBP), a
universal kinase substrate, and it is able to promote actin polymerization [112]. Moreover, it
is activated by upstream kinases on canonical activation site (T484 for LIMK2b and LIMK2-
1, homolog to T505 in LIMK?2a) and it is able to interact with cofilin, indicating that its lack
of kinase activity on cofilin is not due to a default in its kinase domain activity nor in its
ability to interact with its substrate ([112] and data not published). In fact, we showed that
LIMK2-1 acts as an inhibitor of the Protein Phosphatase 1, a protein that is known to
dephosphorylate and activate cofilin [112]. Thus, LIMK2-1 would participate in the increase
of the phosphorylated cofilin pool by preventing its dephosphorylation rather than by
phosphorylating it, as the two other isoforms do [112]. Consequently, small molecules
inhibitors targeting LIMKSs active site might be inefficient towards LIMK2-1 and this

isoform could constitute a bias in therapies targeting LIMKSs.

These results strongly suggest that we are still missing a thorough understanding of
the molecular determinants essential for LIMK activity on cofilin. Hence, it is necessary to
go further into the elucidation of the molecular mechanisms required for the kinase activity
of LIMK on cofilin.

In the present study, we showed that the kinase domain of LIMK?2 is not sufficient
for it to phosphorylate cofilin, and that the very end of its C-terminal domain is also
necessary. We showed that a single amino acid, tyrosine 630 for LIMK2a (Y630), tyrosine
632 (Y632) for LIMKL, is critical for their activity on cofilin. This amino acid mediates
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LIMK dimerization and transphosphorylation, which seems to be a prerequisite for LIMK2
and LIMK1 well-characterized activation by upstream kinases on T505 and T508,

respectively. Our results unravelled an unexpected regulation of LIMK activation.

Materiel and methods

Materials

Anti-ROCK-1 (sc-17794) antibody was purchased from Santa Cruz Biotechnology
Inc, anti-HA (11867423001) antibody from Roche Applied Science, anti-P-LIMK1
(T508)/LIMK2 (T505) (3841S), cofilin (5175S) and Phospho-cofilin (3313L) antibodies
from Cell Signalling Technology. Anti-GFP antibody was purchased from Takara (632592),
as well as TALON® Metal Affinity Resin for 6xHis-tagged protein purification (635502).
EZview™ Red anti-HA affinity gel (E6779) was purchased from Sigma-Aldrich Co, as well
as anti-actin (A1978) antibody and cycloheximide (C-7898). GFP-Catcher beads were
purchased from antibodies-online (ABIN5311508). Lipofectamine™ 2000 was purchased
from Invitrogen (11668019). Recombinant MBP was purchased from Millipore (2243486).

Expression and purification of cofilin-1

6xHis-tag cofilin plasmid was transformed in Rosetta™(DE3)pLacl Competent
Cells, according to the manufacturer instructions. Transformed colonies were selected on
LB plates with ampicillin and chloramphenicol (100 pg/mL), used to generate 50 mL
overnight cultures which were used to inoculate 2L of LB supplemented with ampicillin and
chloramphenicol (100 pg/mL). Cultures were grown at 37 °C with shaking at 180 rpm until
the OD600 nm reached 0.8. Expression of cofilin-1 was then induced with 100uM of
isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) at 16°C overnight with shaking at 110 rpm.
The induced cells were centrifuged at 4000 rpm for 10 minutes at 4°C and resuspended in
30 ml of TBS buffer (20mM Tris, pH 8.0, 150mM NacCl). The cells were then lysed using a
sonicator in presence of a cocktail of proteases inhibitors (S8830, Sigma-Aldrich). Finally,
cells were ultracentrifuged at 30,000 rpm for 30 minutes at 4°C. Proteins of interest, tagged
with 6-histidine, were purified by immobilized metal affinity chromatography using TALON
Metal Affinity Resin. Non-specific proteins were eluted using low concentrations of
imidazole (10-20 mM), Cofilin-1 was eluted using 150mM of imidazole. Fractions
containing the fusion protein were then pooled and dialyzed overnight at 4°C into TBS buffer

at pH 8. A second dialysis was performed the following day for 4 hours. The proteins were
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then concentrated using Amicon® Ultra-4 (UFC800324, Merck-Millipore) for further

analysis.

Plasmid construction

Plasmids were constructed in NEB 10B Competent E. coli using Q5 high-fidelity
DNA polymerase, according to the manufacturer’s instructions. Plasmid DNA was isolated
with NucleoSpin Plasmid Mini Kit and, when necessary, extracted from an agarose gel with
NucleoSpin Gel and PCR Clean up Kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany). All constructs
were verified by restriction digest and Sanger sequencing. Primer synthesis and Sanger
sequencing were conducted by Eurofins Genomics Europe (Luxembourg, Luxembourg).
Oligonucleotides and plasmids used in this study are listed in supplementary data, Table 2

and Table 3, respectively.

Cell culture and transfection

HEK-293 (CRL-1573 ™) and HeLa cells (CRM-CCL-2 ™) were cultured under 5%
CO2 at 37°C in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% foetal calf
serum. HEK-293 cells were transiently transfected with 10 ug of plasmid per 100-mm dish
or 5 pg of plasmid per well of 6-well plates with Calcium Phosphate method. HeLa cells
with transiently transfected with 0,8 pg of plasmid per well of 4-well plates with
Lipofectamine 2000 according to manufacturer’s recommendations. Further experiments

were conducted 48 hours after transfection.

Cell lysates for protein detection

HEK-293 cells were lysed in 0,1 % Triton X-100 lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH
7.5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 10 mM sodium pyrophosphate, 1 mM
NasVOs, 20 mM p-nitrophenyl phosphate, 20 mM B-glycerophosphate, 10 ug/mL aprotinin,
005 pg/mL okaidic acid, 1 ug/mL leupeptin, and 1 mM PMSF) on ice for 10 minutes. Upon
10 minutes centrifugation at 10.000xg, supernatants were collected and Laemmli buffer was

added. Cell lysates were stored at —80°C for further western blot analysis.

Immunoprecipitation

HEK-293 cells were transfected with expression plasmids as described above, and
cultured for 48 hours. Cells were then lysed as described above. Supernatants were incubated
for 2 hours at 4°C either with anti-HA affinity gel for HA-LIMK2 constructs or with GFP-
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trap beads for YFP-LIMK2 constructs. Beads were then washed five times with lysis buffer,
and then eluted with Laemmli sample buffer.

Kinase assay

Immunoprecipitates bound to HA-beads or GFP-beads, as described above, were
washed twice with lysis buffer and then three times with kinase buffer (50 mM HEPES-
NaOH pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgClz, 5 mM MnClz, 50 mM NaF, 1 mM NazVOg4, 20
mM B- glycerophosphate, 1 ng/mL leupeptin, and 1 mM PMSF). Immunoprecipitated beads
were incubated for 20 minutes at 30°C in 22 ul of kinase buffer containing 50 uM ATP, 5
uCi of y[*P]JATP (3,000 Ci/mmol) and 2 pg of purified 6xHis-tag cofilin or 10 ug of
commercial MBP. The reaction was terminated by heating 5 minutes at 90 °C in Laemmli
sample buffer. Samples were then subjected to SDS-PAGE, and analysed by
autoradiography.

Cell staining

HelLa cells were fixed with 4% paraformaldelyde in PBS for 20 minutes and
permeabilized with 0.5% Triton-X100 in PBS for 10 minutes at room temperature. After
blocking with 0.1% Triton-X100, 2% BSA, 0.1% Azide in PBS for 10 minutes, cells were
incubated with anti-HA antibody for 1 hour and subsequently with FITC-conjugated anti-rat
IgG for 45 minutes. AlexaFluor568-conjugated phalloidin was added 20 minutes before the
end of the secondary antibody incubation. The cells were washed three times with 0.1%
Triton-X100 in PBS and nucleus was stained using Hoechst for 10 minutes. The cells were
then washed three more times with 0.1% Triton-X100 in PBS, mounted on glass slides, and
analyzed by fluorescence microscopy using Carl Zeiss Axio Observer Z7 (Carl Zeiss Co.
Ltd., lena, Germany). Images were acquired using ZEN v2.3 pro Zeiss software (Carl Zeiss
Co. Ltd., Jena, Germany).

Cycloheximide chase assay

HEK-293 cells were cultured and transfected with expression plasmids as described
above. After 48 hours of transfection, cells were treated with 100 pg/mL of cycloheximide
at indicated chase time. At the end of the assay, cell samples were collected simultaneously,
and lysed as described above. Cell lysates were stored at —80°C before further western blot

analysis.
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Bioinformatics analysis

Alignments of protein sequences of the C-terminal extremity of LIMK2a in different
species were obtained by performing Multiple Sequence Alignment (MSA) from UniProt
Align tool. Evolutionary rate of each amino acid position in LIMK2 protein was generated
using ConSurf Data Base tool. Further analysis of Y630A mutation impact on protein

integrity were performed using PolyPhen-2 and Mutation t@ster prediction tools.

Statistics

All experiments were repeated at least three times. The data were analysed and the
figures were generated with Prism GraphPad 9 software (GraphPad, Inc., La Jolla, CA,
USA). The results are presented as mean + SEM of at least three biological replicates. First,
normality of data was assessed with Shapiro-Wilk test. Statistical significance was then
determined using one-way ANOVA followed by post-hoc tests using Tukey’s multiple
comparisons test (*** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05).

Results

The C-terminal extremity of LIMK2 is required for its kinase activity on cofilin and its
own phosphorylation

Major differences between LIMK2a/2b and LIMK2-1 lie at their C-terminal
extremities (Figure 1). LIMK2-1 has a truncated kinase domain compared to LIMK2a (a
few amino acids), followed by a PP1i domain. As LIMK2-1 has no kinase activity on cofilin,
we thought that these missing amino acids may be required for its activity on cofilin.

We constructed two truncated mutants missing various length of the C-terminal
extremity of the kinase domain of LIMK2a: LIMK2a-ACT591 and LIMK2a-ACT602
(Figure 2A). LIMK2a-ACT591 corresponds to the truncated kinase domain of LIMK2-1,
whereas LIMK2a-ACT602 corresponds to the full-length kinase domain of LIMK2a, as
described in sequence analysis databanks. None of these two mutants was able to
phosphorylate cofilin in vitro nor in cellulo (Figure 2B and 2C). The 3D structure of the
kinase domain of LIMK2a shows that mutant LIMK2a-ACT602 is missing half of the
penultimate a-helix (Figure 2A), so we decided to construct two more mutants: LIMK?2a-
ACT609, bearing the full-length penultimate a-helix, and LIMK2a-ACT611, bearing two
more amino acids, including a proline residue that might be important. Once more, none of

these two mutants was able to phosphorylate cofilin in vitro nor in cellulo (Figure 2B and
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2C). Interestingly, while performing these kinase assays on cofilin, we noticed that these
four truncated mutants were no longer phosphorylated in our in vitro assay (Figure 2D).

These data suggest that one or several residues present at the C-terminal extremity
(between amino acids 612 and 638) of LIMK2a are required for both LIMK2a
phosphorylation and cofilin phosphorylation by LIMK?2a.

LIMK?2a-Y630A mutant does not phosphorylate cofilin

At the very C-terminal extremity of LIMK2a, five amino acids (T625, S627, Y630,
T633 and S636) are potential sites of phosphorylation (Figure 3A). By site-directed
mutagenesis, we mutated them one by one into alanine residues, and tested the kinase activity

of each of these mutants on cofilin.

HEK-293 cells were transfected with a plasmid allowing the expression of either

LIMK?2a wild-type (WT) or each of these mutants or the unrelated protein Larpé.

In vitro y[*?P]ATP labelling, as well as in cellulo experiments, showed that LIMK2a-
Y630A was unable to phosphorylate cofilin whereas the other mutants phosphorylated
cofilin at the same level as WT LIMK?2a (Figures 3B and 3C).

We then looked at cytoskeleton remodelling induced by LIMK2a by
immunofluorescence, labelling actin filament with phalloidin. Indeed, LIMK?2
overexpression is known to induce actin polymerization leading to stress fiber formation.
HeLa cells were transfected with a plasmid allowing the expression of either LIMK2a WT,
LIMK?2a-Y630A or the unrelated protein Larp6. Contrary to LIMK2a WT, LIMK?2a-Y630A
is unable to induce stress fibers, suggesting that this mutant is inactive on actin filament
polymerization (Figure 3D). This result is in good agreement with our in vitro and in cellulo

results.

We then tested if LIMK2a-Y630A loss of kinase activity was cofilin-specific or if it
was more general towards any substrates. We used MBP, a protein known to be a broad
substrate of many kinases, and tested if LIMK2a-Y630A could phosphorylate it in our in
vitro assay (Figure 3E). LIMK2a-Y630A did phosphorylate MBP, suggesting that its kinase
domain is functional. LIMK?2a-Y630A loss of kinase activity seems to be specific of cofilin

substrate.

We then checked if the role of this tyrosine 630 was also conserved in LIMK1.
Tyrosine 630 of LIMK2 corresponds to tyrosine 632 in LIMK1. We constructed the LIMK1-
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Y632A mutant and tested its activity on cofilin by our vitro assay. LIMK1-Y632A was
unable to phosphorylate cofilin (Figure 3F). These results confirm that the role of this
tyrosine is conserved in both LIMK1 and LIMK2.

Along this line, we analysed the conservation of this tyrosine among evolution.
BLAST alignments revealed that this tyrosine is extremely conserved among species.
ConSurf analysis emphasized the conservation of this tyrosine among evolution (Figure
3G). We also wanted to assess the consequence of the mutation of tyrosine 630 in protein
function using Polyphen and Mutation Taster tools. Both analysis revealed that mutation of
tyrosine 630 was deleterious for LIMK?2a (Figure 3H).

LIMK2a-Y630A mutant downstream and upstream partners

As LIMK2a-Y630A is unable to phosphorylate cofilin, we wondered if it was still
able to interact with its substrate cofilin. By co-immunoprecipitation experiments, we
showed that transfected YFP-LIMK2a-Y630A interacted with endogenous cofilin (Figure
4A). Lack of kinase activity of LIMK2a-Y630A on cofilin is then not due to a loss of

interaction between this mutant and cofilin.

ROCK is one of the upstream kinases activating LIMK2 by phosphorylating it on its
threonine 505. We studied the interaction between LIMK2a and ROCK. By co-
immunoprecipitation experiment, we showed that LIMK2a-Y630A interacted with ROCK
(Figure 4B). Then, we checked if LIMK2a-Y630A was still activated by ROCK via the
phosphorylation of its T505 by western-blot analysis using an anti-phospho-T505 LIMK
specific antibody. It appeared that ROCK did not phosphorylate LIMK?2a-Y630A on its
T505 (Figure 4C).

Which process is mediated by tyrosine 6307
Our results show that Y630 of LIMK2 as well as Y632 of LIMKL are required for
LIMK activity on cofilin and for LIMK phosphorylation on their threonine belonging to the

activation loop. We wanted to know more about the role of this amino acid.

As mutation of tyrosine 630 into an alanine leads to loss of LIMK phosphorylation
on cofilin in our vitro assays, we speculated that this tyrosine may be phosphorylated and
that this phosphorylation might be a prerequisite for T505 phosphorylation, bringing an
explanation to the loss of phosphorylation of LIMK2a-Y630A on its T505.
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First, we mutated tyrosine 630 into another phosphorylatable amino acid, serine (S).
We performed our in vitro assay of cofilin phosphorylation on this new mutant. LIMK2a-
Y630S was unable to phosphorylate cofilin (Figure 5A). Furthermore, LIMK2a-Y630S was

not phosphorylated in our in vitro assay (Figure 5B).

We then decided to mutate Y630 into the phosphomimetic amino acid glutamic acid
(E) and performed the same experiment with this mutant. In our in vitro assay, LIMK2a-
Y630E mutant was unable to phosphorylate cofilin (Figure 5A) and was not phosphorylated
on its own (Figure 5B).

Our results suggest that Y630 phosphorylation hypothesis may be not so relevant. So
we hypothesized that Y630 may play an important role related to its structure. We decided
to mutate Y630 into phenylalanine (F), a closely related amino acid from a structural point
of view. We performed our in vitro cofilin phosphorylation assay with this new mutant.
Interestingly, this mutant was able to phosphorylate cofilin at the same level as WT LIMK2a
(Figure 5A and 5C). We also checked in cellulo phosphorylation of cofilin mediated by this
mutant. It also restored WT level of phospho-cofilin. Furthermore, LIMK2a-Y630F mutant
was phosphorylated in our in vitro assay (Figure 5B). ROCK phosphorylation on T505 was

also fully restored for this mutant (Figure 5D).

Y630/Y632 and LIMK2/1 conformation

Our results suggest that tyrosine 630 is not phosphorylated and rather play a structural

role, crucial for LIMK2a activity on cofilin.

We went further into our study by investigating the impact of this tyrosine 630 in
LIMK2a conformation. We superposed all of the 3D structures of the kinase domains of
LIMK1 and LIMK2 resolved by X-ray crystallography and depicted in the protein databank
(see Figure 6A).

It appeared that tyrosine 630 adopts two different well-defined conformations: so-
called “in” and “out” conformations depending on whether the residue is turned towards the

aC-helix or not (Figure 6A).

Even more interestingly, the position of the tyrosine 630 seems to be correlated to
the status of the aC-helix of LIMK, a conserved structural motif involved, along with DFG
motif, in the balance between active and inactive conformation of the protein. Indeed, in

these structures when Y630 adopts an “out position”, the aC-helix adopts an in-
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conformation, meaning that the conserved glutamic acid (E376/384 in LIMKS) in the aC-
helix forms a salt bridge with the conserved b3 lysine (K360/368 in LIMKS). On the
opposite, when Y630 adopts an “in position”, the aC-helix is in an out-conformation,
meaning that the aC-Glu is turned away from the active site, leading to a displacement of
the a.C-helix. (Figure 6A).

These results suggest that tyrosine 630 may mediate the conformation of the aC
helix. As mentioned before, DFG motif and aC-helix are involved in the conformational
state of the catalytic domain of LIMK, inactive or active, which is responsible of its
T505/T508 phosphorylation. And, indeed, our results showed that LIMK2a-Y630A is not
phosphorylated on its T505, whereas LIMK2a-Y630F is. These data suggest that the
aromatic ring of tyrosine 630 plays a crucial role for LIMK2 conformation and activation on
its T505.

We decided to investigate if we could bypass the role of this tyrosine by taking
advantage of the constitutively active mutant LIMK?2a-T505EE [110]. We constructed a
double mutant combining T505EE and Y630A mutations. We performed our in vitro assay
with this new mutant and compared its activity on cofilin with WT LIMK2a and LIMK2a-
Y630A mutant. Surprisingly, this double mutant was not able to phosphorylate cofilin at all
(Figure 6B). It appeared that when Y630 is mutated in alanine, T505EE is unable to mimick
and bypass ROCK activation.

It is well-established that T505 phosphorylation is required for LIMK2 activity on
cofilin. However, these results suggest that this phosphorylation is not sufficient for LIMK2
optimal kinase activity on cofilin. Tyrosine 630 seems to mediate a process necessary for
LIMK2 optimal activity.

LIMK2 self-phosphorylation occurs by a transphosphorylation triggered by its
dimerization

As our data from the in vitro assay showed that LIMK?2a is phosphorylated on its
own, and that this phosphorylation is lost when Y630 is mutated into alanine, we
hypothesized that Y630 may trigger LIMK2a phosphorylation on one or several sites
different from T505, as LIMK2a-T505EE was still phosphorylated in our in vitro assay.

First, we wanted to assess how the phosphorylation process mediated by Y630 may

occur. Three hypothesis were explored: i) the phosphorylation could be triggered by another
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kinase, ii) it could result from a transphosphorylation, or iii) from an autophosphorylation.
Indeed, LIM kinases are known for their ability to dimerize (homodimer and heterodimer)
and transphosphorylate with the support of Hsp90 protein, which results in an increase of

LIMK stability and activity. LIMKSs are also described to be able to autophosphorylate [115].

To decipher between these three different possibilities, we took advantage of two mutants
well-described in the literature: LIMK2a-D451N and LIMK?2a-P386E. LIMK?2a-D451N is
a kinase-dead mutant of LIMK2a unable to phosphorylate cofilin or itself, while P386E
mutation disrupts the interaction between LIMKs and Hsp90 and prevent LIMKSs

dimerization and transphosphorylation [116].

We performed our in vitro assay with these two mutants. As expected, LIMK2a-
D451N was unable to phosphorylate cofilin. Moreover, it was not phosphorylated on its own
(Figure 7A). This result suggests that another kinase is not responsible for LIMK2a
phosphorylation in these conditions. LIMK2a-P386E did not phosphorylate cofilin and was
not phosphorylated either (Figure 7A). These results show that LIMK2a phosphorylation is
abolished when dimerization is disrupted indicating that, in our assay, LIMK
phosphorylation is neither the result of a phosphorylation by another kinase, nor the result
of an autophosphorylation, but the result of a transphosphorylation.

Altogether, these data suggest that Y630 may rather be involved in LIMK2a
dimerization and transphosphorylation, and that this process is required for its activity on

cofilin.

Y630 plays a crucial role for LIMK2 dimerization, meditating its transphosphorylation
which is crucial for LIMK2 activity on cofilin

Then we wanted to assess if Y630 could play a role in LIMK2a ability to dimerize

and transphosphorylate.

First of all, we studied if Y630 is really involved in LIMK2a dimerization. We
studied the interaction between WT LIMK2a and LIMK?2a mutants Y630A or Y630F by co-
immunoprecipitation experiment. These different HA-tagged constructions were co-
transfected with YFP-tagged WT LIMK2a. An immunoprecipitation with anti-GFP grafted
beads was performed. It appeared that LIMK?2a-Y630F mutant was able to interact with WT
LIMK2a, whereas LIMK2a-Y630A was not (Figure 7B). These results show that Y630

mutation into alanine seems to abolish LIMK2a ability to homodimerize.
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It was previously shown that LIMK2 stability is correlated to its ability to dimerize
[116]. So, we evaluated LIMK2a-Y630A and LIMK2a-Y630F lifespan taking WT LIMK2a
as a reference. For this purpose, we performed a cycloheximide chase assay. Cycloheximide
prevents protein neosynthesis and this treatment allows to determine the lifespan of the
proteins of interest. HEK cells transfected with one of the different mutants of LIMK2a were
incubated with cycloheximide for different times. LIM Kkinases are very stable proteins with
a lifespan around 20 hours. Strikingly, kinase-dead mutants and non-homodimerizable
mutants were shown to have a very reduced lifespan of approximately 4 hours [116]. In our
experiments, LIMK2a-Y630A rapidly and drastically decreased. Upon 1 hour of
cycloheximide treatment, the signal of LIMK2a-Y630A dropped to 50% and reached 10%
protein left only upon 2 hours of treatment. (Figure 7C). On the opposite, LIMK2a-Y630F
lifespan did not seem to be affected, with a constant protein signal all along our time course.
In this range of time, LIMK?2a-Y630F is as stable as WT LIMK2 (Figure 7C). Finally, to
assess the impact of dimerization on protein stability, we constructed a double mutant
LIMK2a-P386E-Y630F in order to disrupt the interaction between LIMK2a-Y630F and
Hsp90, the protein involved in LIMK dimerization. We then performed our cycloheximide
chase assay. In our experiment, LIMK2a-P386E-Y630F mutant display a profile similar to
that of LIMK2a-Y630A. It decreases rapidly upon addition of cycloheximide in the medium,
the signal dropping under 50% after 2 hours of treatment (Figure 7C).

Altogether, our results show that Y630 is involved in LIMK2a dimerization, and

subsequent transphosphorylation, which triggers its stability.

Finally, we studied if there was a possible link between LIMK2
dimerization/transphosphorylation and T505 phosphorylation. We constructed a double
mutant bearing P386E and Y630F mutations. We then checked its activity on cofilin in our
in vitro assay. LIMK?2a-P386E-Y630F did not phosphorylate cofilin, neither did LIMK2a-
P386E mutant, indicating that dimerization play a crucial role in LIMK2a activation and

activity (Figure 8A).

We then assessed T505 phosphorylation of these mutants by western-blot. We
showed that neither LIMK?2a-P386E-Y630F nor LIMK?2a-P386E were phosphorylated on
their T505 (Figure 8B). We conclude that phosphorylation on T505 is linked to LIMK2a
ability to dimerize and transphosphorylate and that dimerization is a necessary, preliminary
step to LIMK2a phosphorylation on T505 and subsequent activation.
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Discussion

LIMK implication in the development of several pathologies, especially cancer, have
been studied thoroughly. LIMK2 in particular was described as a major target for anticancer
therapies, as it has been shown to be dysregulated in breast cancer, prostate cancer,
osteosarcoma and glioblastoma. Three isoforms of human LIMK2 are described in the
literature: LIMK2a, LIMK2b, and LIMK2-1. Most studies have focused on LIMK2a and, to
a lesser extent, LIMK2b and LIMK2-1. Hominidae-specific isoform LIMK2-1 differs from
its counterparts by the presence of an extra C-terminal domain identified as a Protein
Phosphatase 1 inhibitory (PP1li) domain by sequence homology. Moreover, while this
isoform lacks of kinase activity on cofilin, it participates in the upkeep of phosphorylated
cofilin pool by preventing its dephosphorylation by Protein Phosphatase 1. LIMK2-1 is an
exception when compared to other LIM kinases, and the proof that we are still missing some
evidences on the molecular determinants required for LIMK activity on their substrate. Here,
we wanted to go further into the molecular mechanisms regulating LIMK2 activity on

cofilin.

First, we assessed the importance of the C-terminal extremity of the protein in its
activity on cofilin. We studied truncated C-terminal mutants of LIMK?2a of various lengths,
paying attention to the structural specificity of those truncations. Interestingly, none of them
was able to phosphorylate cofilin indicating that C-terminal extremity between residues 612
and 638 plays a role in the activity of LIMK2a on cofilin. As those mutants were no longer
phosphorylated, we hypothesized that this portion of the C-terminal end could actually play
arole in LIMK2a phosphorylation, activation and subsequent activity on cofilin.

We then hypothesized that the LIMK2a C-terminal portion between residue 612
and 638 could bear a phosphorylation site necessary for its activity on cofilin. Five residues
were selected as potential phosphorylation sites: threonine 625, serine 627, tyrosine 630,
threonine 633, and serine 636. We mutated each one of those residues in alanine, a non-
phosphorylatable residue, by site-directed mutagenesis. We identified one amino acid,
tyrosine 630, which appears to be crucial for the kinase activity on cofilin. When this amino
acid is mutated to alanine, cofilin phosphorylation is lost. Yet, the kinase domain of this
mutant appears to be functional, since it is capable of phosphorylating a universal kinase
substrate, MBP. Moreover, Y630A mutation, also impact the phosphorylation of the protein.
LIMK2 overexpression in cell lines induces actin polymerization and stress fibers

appearance within the cytoplasm. We showed that LIMK?2a-Y630A mutant was not able to
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generate stress fibers, as opposed to WT LIMK?2a, confirming the kinase assays results.
Finally, we constructed a LIMK1-Y632A mutant, homologue to LIMK?2a-Y630A mutant,
to see if tyrosine 630 could be as important in LIMK1 as it seemed to be in LIMK2. This
mutant behaved the exact same way as LIMK?2a-Y630A. Finally, using ConSurf-DB, a
bioinformatics tool that estimates the evolutionary conservation of amino acid positions in a
protein molecule based on the phylogenetic relations between homologous sequences, we
demonstrated that this tyrosine is well-conserved through evolution, confirming that this
residue could play a crucial role in LIMK activity. Taken together, those results suggest that
the loss of activity of LIMK2a-Y630A appears to be specific to cofilin, and not the result of
a kinase function loss, and supports the idea that there is a phosphorylation site at the C-
terminus, possibly at tyrosine 630, which is necessary for the activation of the protein and
its subsequent activity on cofilin.

We then further molecularly characterized LIMK2a-Y630A. This mutant still
interacts with its specific substrate cofilin and with one of its upstream activators, ROCK,
but to our surprise, it is no longer phosphorylated on threonine 505, the canonical site of
activation of LIM kinases, as described in the literature. We formulated the hypothesis that
phosphorylation on tyrosine 630 was a preliminary step to T505 phosphorylation. We took
advantage of the mutant LIMK?2a-T505EE, which mimics ROCK activation on the T505 and
is therefore constitutively active, to determine whether a prior event mediated by tyrosine
630 was necessary for the activation of LIMK2 on T505 and therefore for its activity on its
substrate. We constructed a double mutant that is both constitutively active (LIMK2a-
T505EE), therefore allowing to bypass T505 activation, and carrying the Y630A mutation
and assessed its activity on cofilin. To our surprise, LIMK2a-T505EE-Y630A was still
unable to phosphorylate cofilin. Taken together, the results suggest that T505
phosphorylation by upstream kinases, such as ROCK, is not sufficient to allow optimal
activity on cofilin. Tyrosine 630 plays crucial a role in the activation of protein,
independently of T505 phosphorylation.

LIM kinases can adopt two forms depending of their state of activation. When
activated, LIMKs adopt the “DFG-in” conformation, indicating that their activation loop,
typically 20 to 30 residues in length beginning with a conserved DFG motif (usually Asp-
Phe-Gly), is buried in a hydrophobic pocket in the back of the ATP-binding site. This allows
the positioning of the ATP phosphate and subsequent substrate phosphorylation. In “DFG-

out form”, the activation loop is out of its hydrophobic pocket and in the active site, which
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impairs ATP phosphate positioning and substrate phosphorylation. The analysis of several
LIMK2a crystallography structures suggested that tyrosine 630 could be linked to the
activated form of the protein, as it can adopt two different conformations, interior/exterior,
linked to the DFG-out/DFG-in forms of the protein. In order to better understand the
molecular role of this tyrosine 630 within the structure of LIMK2a, we mutated tyrosine 630
into phenylalanine, much closer to tyrosine from a structural point of view. We also
constructed two phosphomimetic mutants of the tyrosine 630. LIMK2a-Y630S, in which
tyrosine is replaced by serine, another phosphorylatable amino acid, and LIMK?2a-Y630E,
as glutamic acid can mimic the phosphorylation state of a residue. LIMK2a-Y630S and
LIMK2a-Y630E mutants were not able to restore cofilin phosphorylation, nor LIMK
phosphorylation. However, to our surprise, the LIMK?2a-Y630F completely restored cofilin
phosphorylation and phosphorylation of the mutant itself, on T505 and more generally on
the whole protein. Those results indicate that tyrosine 630 might, in fact, play a role in the
structure and dynamics of the protein, and its phosphorylation, rather than serve as a
phosphorylation site.

We then wanted to assess which kind of phosphorylation was mediated by tyrosine
630. Our hypothesis were that Y630 could be the anchorage point of another protein
phosphorylating LIMK, or that it could play a role in LIMK ability to self-phosphorylate.
Indeed, Li et al. demonstrated that LIM kinases are capable of forming hetero- and
homodimers, with this assistance of the Hsp90 protein, and to transphosphorylate on sites
that are yet to be found. This dimerization leads to the increase of the stability of LIMK and,
therefore, the increase of their activity. We constructed two more mutants to answer this
question. One the mutant, LIMK?2a-P386E, impairs LIMK ability to dimerize since Proline
386 is the anchorage point of the chaperone Hsp90. The other mutant, LIMK2a-D451N, is a
well-described kinase-dead (KD) mutant. KD mutant was not phosphorylated, nor able to
phosphorylate cofilin, indicating that LIMK cannot be phosphorylated at all if their kinase
activity is impaired. This led us to think that some self-phosphorylation event takes place
before any other kind of phosphorylation, including those happening on T505. Hence, it was
not another kinase that was responsible for Y630-mediated LIMK2a phosphorylation.
Interestingly, LIMK2a-P386E mutant was also not phosphorylated, nor able to
phosphorylate cofilin. Taken together, those results indicate that tyrosine 630 mediates
LIMK dimerization and subsequent phosphorylation.

To confirm those results, we studied the ability of the mutants LIMK2a-Y630A
and LIMK?2a-Y630F to dimerize, as well as their stability. The results indicate that LIMK2a-
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Y630A is indeed unable to dimerization, while LIMK2a-Y630F is. Furthermore, the
LIMK2a-Y630A mutant is less stable than the WT protein. Conversely, the LIMK?2a-Y630F
mutant exhibits stability similar to that of the WT. | then studied the stability of a LIMK2a-
P386E-Y630F mutant unable to dimerize and the results indicate that its stability is
equivalent to that of the LIMK2a-Y630A mutant, i.e. approximately 4 hours. These results
reinforce the idea that the Y630A mutation impact the capacity of LIMK2a to dimerize and
transphosphorylate, thus decreasing its stability as well as its activity on cofilin. Finally, we
wanted to assess how dimerization could impact phosphorylation of T505. We showed that
the LIMK2a-P386E-Y630F mutant was not phosphorylated on T505, indicating that the
dimerization and transphosphorylation of LIM kinases is a crucial phenomenon that occurs

before their activation by upstream kinases on T505.

Here, we have characterized a new mechanism of LIM kinases activity regulation.
First of all, we showed that phosphorylation of Thr505 activation site was not sufficient to
allow optimal cofilin phosphorylation. Indeed, LIMK dimerization and transphosphorylation
are absolutely necessary for T505 phosphorylation to occur. We still need to assess the exact
role of Y630 in the succession of those events. Tyrosine 630 could act as an anchorage point
for LIMK dimerization, by allowing LIMK-LIMK interaction directly, or LIMK-chaperone-
protein LIMK. Moreover, we showed that this mechanism is probably cofilin-specific, since
tyrosine 630 mutation did not impact protein ability to phosphorylate other substrates, which
is really interesting knowing that LIMK are the heart of a very large protein-protein
interaction network. Our work then ought to provide a better understanding of the
remodelling of actin cytoskeleton by the regulation of LIMK activity on cofilin, providing

new elements for the development of future therapies.

La discussion présentée au sein de [’article est une version préliminaire. Les résultats
obtenus en modélisation par notre collaboratrice Samia Aci-Séche, les dernieres
publications sur ['autorégulation des LIMK:s et le recul acquis lors de la rédaction de la
discussion et des perspectives de ce manuscrit constituent une conclusion bien plus
intéressante a cette étude moléculaire.
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Figure 1: LIMK?2 isoforms alignment, major differences between LIMK?2a, 2b and 2-1 lie at their
extremities.

Sequence alignment and domain representation of the three isoforms of human LIMK2. LIMK2 isoforms
are described in Entrez Gene: LIMK2-1 (NP_001026971.1), LIMK2a (NP_005560.1), LIMK2b
(NP_057952.1). The various domains of LIMK2 are shown: LIM, PDZ, S/P rich (Serine Proline rich), KIN
(Kinase), and PP1i (Protein Phosphatase 1 inhibitory).
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Figure 2: The C-terminal extremity of LIMKZ2 is required for its kinase activity on cofilin and its own
phosphorylation.

A) Schematic diagram and 3D structure of C-terminal truncated LIMK2 constructions (PDB structure
4TPT). B) C-terminal truncated mutants of LIMK2a does not phosphorylate cofilin in vitro. HEK-293 cells
were transfected with one of the four YFP-tagged LIMK?2a truncated mutants (ACT591, ACT602, ACT609,
ACT611) or YFP as a negative control. Anti-YFP immunoprecipitated proteins and 6xhis-cofilin were used
in the kinase assay. The anti-YFP immunoprecipitates were also subjected to anti-HA immunoblotting and
Coomassie blue staining. Quantification of the relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph.
Relative cofilin phosphorylation of WT transfected cells was normalized to 100. C) C-terminal truncated
mutants of LIMK2a does not phosphorylate cofilin in cellulo. HEK-293 cells were transfected with one of
the four HA-tagged LIMK?2a truncated mutants (ACT591, ACT602, ACT609, ACT611) or pcDNA3 as a
negative control. Lysates were subjected to western blotting. Quantification of the ratio of phospho-cofilin
versus cofilin is shown in the left graph. Phospho-cofilin vs cofilin ratio of WT transfected cells was
normalized to 100. D) C-terminal truncated mutants of LIMK2a are not phosphorylated in vitro. HEK-293
cells were transfected with one of the four YFP-tagged LIMK?2a truncated mutants (ACT591, ACT602,
ACT609, ACT611) or YFP as a negative control. Anti-YFP immunoprecipitated proteins and 6xhis-cofilin
were used in the kinase assay. The anti-YFP immunoprecipitates were also subjected to anti-HA
immunoblotting and Coomassie blue staining. Quantification of the relative LIMK phosphorylation is
shown in the left graph. Relative LIMK phosphorylation of WT transfected cells was normalized to 100.
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Figure 3: LIMK2a-Y630A mutant does not phosphorylate cofilin.

A) Sequence of the C-terminal extremity of LIMK2a. Potential phosphorylated amino-acids
corresponding to site-directed mutants are indicated by an arrow: T625, S627, T630, T633 and S636. B)
LIMK2a-Y630A does not phosphorylate cofilin in vitro.

HEK-293 cells were transfected with one of the seven HA-tagged LIMK2a point mutants (T625A,
S627A, Y630A, T633A, or S636A) or an unrelated HA-tagged protein, Larp6, as a negative control.
Anti-HA immunoprecipitated proteins and 6xHis-cofilin were used in the kinase assay. The anti-HA
immunoprecipitates were also subjected to anti-HA immunoblotting and Coomassie blue staining.
Quantification of the relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph. Relative cofilin
phosphorylation of WT LIMK?2a transfected cells was normalized to 100. C) LIMK2a-Y630A does not
phosphorylate cofilin in cellulo. HEK-293 cells were transfected with one of the seven HA-tagged
LIMK2a mutants (T625A, S627A, Y630A, T633A, or S636A) or an unrelated HA-tagged protein, Larp6,
as a negative control. Lysates were subjected to western blotting. Quantification of the ratio of phospho-
cofilin versus cofilin is shown in the left graph. Phospho-cofilin vs cofilin ratio of WT LIMK2a
transfected cells was normalized to 100. D) LIMK2a-Y630A is unable to induce stress fibers. HeLa cells
were transfected with HA-tagged WT LIMK2a and mutant LIMK?2a-Y630A. HA-tagged Larp6 was used
as a negative control. Cells were fixed and actin cytoskeleton was stained using phalloidin. Anti-HA
antibody was used to show transfected cells. The scale bar represents 50 um. E) LIMK2a-Y630A is able
to phosphorylate MBP in vitro. HEK-293 cells were transfected with YFP-tagged WT LIMK2a or mutant
LIMK2a-Y630A. Plasmid peN1-YFP was used as a negative control. Anti-YFP immunoprecipitated
proteins and commercial purified MBP were used in the kinase assay. The anti-YFP immunoprecipitates
were also subjected to anti-YFP immunoblotting and Coomassie blue staining. Quantification of the
relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph. Relative cofilin phosphorylation of WT
LIMK?2a transfected cells was normalized to 100. F) LIMK1-Y632A does not phosphorylate cofilin in
vitro either. HEK-293 cells were transfected with HA-tagged WT LIMK2a and LIMK1, and mutants
LIMK2a-Y630A and LIMK1-Y632A. HA-tagged protein Larp6 was used as a negative control. Anti-
HA immunoprecipitated proteins and 6xHis-cofilin were used in the kinase assay. The anti-HA
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immunoprecipitates were also subjected to anti-HA immunoblotting and Coomassie blue staining.
Quantification of the relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph. Relative cofilin
phosphorylation of WT LIMK2a or WT LIMK1 transfected cells was normalized to 100. G) Tyrosine
630 is highly conserved in LIMK2a. Up panel: Alignments of protein sequences of the C-terminal
extremity of LIMK2a in different species: Homo sapiens (P53671), Rattus norvegicus (P53670), Mus
musculus (054785), Pan troglodytes (AOA6D2WGC5), Bos taurus (Q32L23), Gallus gallus domesticus
(P53666), Danio rerio (Q6DG29). Tyr630 is indicated by a black arrowhead. Down panel: Evolutionary
rate of each amino acid position in LIMK2 protein using ConSurf Data Base on PDB 4TPT. Tyr630 is
indicated by a black arrowhead. H) Analysis of Y630A mutation by bioinformatics tools predicts highly
damaged protein. Predictive effects of the mutation were evaluated using two different bioinformatics
tools: Polyphen2 (up panel) and MutationTaster (down panel).
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Figure 4: LIMK2a-Y630A mutant downstream and upstream partners.

A) LIMK2a-Y630A is able to interact with endogen cofilin. HEK-293 cells were transfected with YFP-
tagged WT LIMK?2a, or mutant LIMK?2a-Y630A. YFP-peN1 was used as a negative control. Lysates and
anti-YFP immunoprecipitates were subjected to western blotting. B) LIMK2a-Y630A is able to interact
with the upstream kinase ROCK. HEK-293 cells were co-transfected with HA-tagged LIMKs (WT
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LIMK2a, LIMK2a-Y630A or LIMK?2a-T505A) and cMyc-tagged ROCK. HA-tagged Larp6 was used as
a negative control. Lysates and anti-HA immunoprecipitates were subjected to western blotting. C)
LIMK2a-Y630A is not phosphorylated by ROCK on T505. HEK-293 cells were co-transfected with HA-
tagged LIMKs (WT LIMK2a, LIMK?2a-Y630A or LIMK2a-T505A) and cMyc-tagged ROCK. HA-
tagged Larp6 was used as a negative control. Lysates were subjected to western blotting.
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T505 phosphorylation by upstream kinases
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Figure 5: Which process in mediated by tyrosine 6307

A) LIMK2a-Y630F restores cofilin phosphorylation in vitro. HEK-293 cells were transfected with one of the
four HA-tagged LIMK2a mutants (Y630A, Y630F, Y630S, or Y630E) or an unrelated HA-tagged protein,
Larp6, as a negative control. Anti-HA immunoprecipitated proteins and 6xHis-cofilin were used in the kinase
assay. The anti-HA immunoprecipitates were also subjected to anti-HA immunoblotting and Coomassie blue
staining. Quantification of the relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph. Relative cofilin
phosphorylation of WT LIMK2a transfected cells was normalized to 100. B) LIMK2a-Y630F is
phosphorylated in vitro. HEK-293 cells were transfected with one of the four HA-tagged LIMK2a mutants
(Y630A, Y630F, Y630S, or Y630E) or an unrelated HA-tagged protein, Larp6, as a negative control. Anti-
HA immunoprecipitated proteins and 6xHis-cofilin were used in the kinase assay. The anti-HA
immunoprecipitates were also subjected to anti-HA immunoblotting and Coomassie blue staining.
Quantification of the relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph. Relative cofilin
phosphorylation of WT LIMK2a transfected cells was normalized to 100. C) LIMK?2a-Y630F phosphorylates
cofilin in vitro. HEK-293 cells were transfected with one of the four HA-tagged LIMK2a mutants (Y630A,
Y630F, Y630S, Y630E) or an unrelated HA-tagged protein, Larp6, as a negative control. Lysates were
subjected to western blotting. Quantification of the ratio of phospho-cofilin versus cofilin is shown in the left
graph. Phospho-cofilin vs cofilin ratio of WT LIMK?2a transfected cells was normalized to 100. D) LIMK?2a-
Y630A is not phosphorylated by ROCK on T505. HEK-293 cells were co-transfected with one of the four
HA-tagged LIMK2a mutants (Y630A, Y630F, Y630S, or Y630E) and cMyc-tagged ROCK. HA-tagged
Larp6 was used as a negative control. Lysates were subjected to western blotting. Quantification of the ratio
of phospho-LIMK versus lysates is shown in the left graph. phospho-LIMK versus lysates ratio of WT
LIMK2a transfected cells was normalized to 100.
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PDB.ID DFG oC helix Y630/630 Protein
5NXD out out in LIMK2
4ATPT out out in LIMK?2
7QHG out out in LIMK2
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5NXC in out in LIMK1
7B8W out out in LIMK1
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B) In vitro phosphorylation of cofilin
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Figure 6: Tyrosine 632/630 conformation is correlated to LIMK1/LIMK?2 activation state.

A) Y632/Y630 orientation is linked to aC-helix conformation in LIMK1/LIMK2 structures. Upper panel:
superposition of 3D structures of LIMK1 kinase domain available in PDB (7b8w (blue) and 3s95 (pink)).
Orientation of Y632 and a.C-helix are zoomed in. Lower panel: comparison of tyrosine 632/630 and o.C-
helix orientations for all existing LIMK structures in PDB. B) LIMK2a-T505EE-Y630A does not
phosphorylate cofilin in vitro. HEK-293 cells were transfected with HA-tagged WT LIMK?2a, or mutants
LIMK2a-Y630A or LIMK?2a-T505EE-Y630A. HA-tagged Larp6 was used as a negative control. Anti-
HA immunoprecipitated proteins and 6xHis-cofilin were used in the kinase assay. The anti-HA
immunoprecipitates were also subjected to anti-HA immunoblotting and Coomassie blue staining.
Quantification of the relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph. Relative cofilin
phosphorylation of WT LIMK?2a transfected cells was normalized to 100.
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Figure 7: LIMK2 self-phosphorylation occurs by a transphosphorylation triggered by its
dimerization.

A) LIMK2 self-phosphorylation occurs by a transphosphorylation. HEK-293 cells were transfected with
HA-tagged WT LIMK?2a, or mutants LIMK?2a-P386E or LIMK2a-D451N. HA-tagged Larp6 was used
as a negative control. Anti-HA immunoprecipitated proteins and 6xHis-cofilin were used in the kinase
assay. The anti-HA immunoprecipitates were also subjected to anti-HA immunoblotting and Coomassie
blue staining. Quantification of the relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph. Relative
cofilin phosphorylation of WT LIMK?2a transfected cells was normalized to 100. B) Y630 is involved in
LIMKZ ability to dimerize. HEK-293 cells were co-transfected with YFP WT LIMK2a and HA-tagged
LIMK2a constructs (WT LIMK2a, LIMK2a-P386E, LIMK2a-Y630A or LIMK2a-Y630F. An
immunoprecipitation with anti-GFP grafted beads was performed. Lysates and eluates were subjected to
western blotting. C) LIMK2a-Y630A and LIMK2a-P386E-Y630F mutants are less stable than WT. HEK-
293 cells were transfected with HA-tagged WT LIMK?2a or mutants LIMK2a-Y630A, LIMK?2a-Y630F
and LIMK?2a-P386E-Y630F. Cycloheximide was added at specific time points (4h, 2h, 1h and 0Oh) before
lysis. Lysates were subjected to western blotting.
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Figure 8: Y630 plays a crucial role for LIMK2 Dimerization and transphosphorylation which are
crucial for LIMK2 activation.

A) Dimerization and transphosphorylation mediated by Y630 are necessary to activate LIMK2.

HEK-293 cells were transfected with one of the five HA-tagged LIMK2a constructs (WT LIMK2a,
LIMK2a-Y630F, LIMK?2a-P386E-Y630F or LIMK?2a-P386E) or an unrelated HA-tagged protein, Larp6,
as a negative control. Anti-HA immunoprecipitated proteins and 6xhis-cofilin were used in the kinase
assay. The anti-HA immunoprecipitates were also subjected to anti-HA immunoblotting and Coomassie
blue staining. Quantification of the relative cofilin phosphorylation is shown in the left graph. Relative
cofilin phosphorylation of WT LIMK2a transfected cells was normalized to 100. B) Transphosphorylation
is preliminary to T505 phosphorylation. HEK-293 cells were co-transfected with one of the three HA-
tagged LIMK?2a constructs (WT LIMK2a, LIMK?2a-P386E, LIMK?2a-P386E-Y630F) and cMyc-tagged
ROCK. HA-tagged Larp6 was used as a negative control. Lysates were subjected to western blotting.
Quantification of the ratio of phospho-LIMK versus lysates is shown in the left graph. phospho-LIMK
versus lysates ratio of WT LIMK?2a transfected cells was normalized to 100.
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Supplementary data

Plasmid

Description

Reference

pcDNA3-(HA)2-LARP6

PCMV-(HA)2-LARP6

Team H. Bénédetti & B. Vallée

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a

PCMV-(HA)2-LIMK2-2a

Vallée et al., 2012

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-ACT591

PCMV-(HA)2-LIMK2ACT591

Team H. Bénédetti & B. Vallée

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-ACT602

PCMV-(HA)2-LIMK2ACT602

Team H. Bénédetti & B. Vallée

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-ACT609

PCMV-(HA)2-LIMK2ACT609

Team H. Bénédetti & B. Vallée

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-ACT611

PCMV-(HA)2-LIMK2ACT611

Team H. Bénédetti & B. Vallée

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-T625A

PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-T625A

Team H. Bénédetti & B. Vallée

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-S627A

PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-5627A

Team H. Bénédetti & B. Vallée

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-Y630A

PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-Y630A

This work

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-T633A

PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-T633A

Team H. Bénédetti & B. Vallée

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-S636A

PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-S636A

Team H. Bénédetti & B. Vallée

PEN1-(YFP) pCMV-(YFP) Team H. Bénédetti & B. Vallée
PEN1-(YFP)-LIMK2-2a pCMV-(YFP) Team H. Bénédetti & B. Vallée
pEN1-(YFP)-LIMK2-2a-Y630A pCMV-(YFP) This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK1 pcDNA3-(HA)2-LIMK1 Team H. Bénédetti & B. Vallée
pcDNA3-(HA)2-LIMK1-Y632A pcDNA3-(HA)2-LIMK1-Y632A This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-Y630S PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-Y6305 This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-Y630E PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-Y630E This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-Y630F PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-Y630F This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-T505A PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-T505A This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-T505EE PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-T505EE This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-P386E PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-P386E This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-D451N PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-D451N This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-P386E-Y630F PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-P386E-Y630F This work
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-T505A-Y630F PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-T505A-Y630F This work
Table 1: Details of the plasmids used in this study
Construction Origin Primer Sequence (5'-3') Fragment
vector lenght
HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For GAGCATGCAGGCCGGCCTGACC 7286
2a Rev ACAGTGTGGTCCAACTCC
YFP-LIMK2-2a-  HA-LIMK2-  For CGACGTGAATTCGCCACCATGTCCGCGCTGGCGGGTGAA 1947
2a-Y630A  Rev CTGAGCCCGCGGTGAGGGAGGTGAGTCCCGGGTCA
HA-LIMK1- HA-LIMK1  For CTGGGAGACCGCCCGGCGCGGC 7385
Rev AAACCTCTGTCCAGCTGCTC
HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For GAAGCGCTACGCGGTGGTGGG 7286
2a Rev TTGCGGTCGTTCTTGCGC
HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For GAGCATGCAGTCCGGCCTGAC 7286
2a Rev ACAGTGTGGTCCAACTCC
HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For GAGCATGCAGGAGGGCCTGACCC 7286
2a Rev ACAGTGTGGTCCAACTCC
HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For GAGCATGCAGTTCGGCCTGAC 7286
2a Rev ACAGTGTGGTCCAACTCC
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HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For GAAGCGCTACGAGGAGGTGGTGGGAAACCC 7289
TS05EE 2a Rev TTGCGGTCGTTCTTGCGC

HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For CCTGGACCACGAGAATGTGCTCAAG 7286
P386E 2a Rev CTGCGCATCACTTTCACC

HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For CATCCACCGGAATCTGAACTC 7286
D451N 2a Rev ATGCACATAGAGTGCAAATAG

HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For CCTGGACCACGAGAATGTGCTCAAG 7286
P386E-Y630F 2a-Y630F  Rev CTGCGCATCACTTTCACC

HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For GAGGAGACGTGCCCTAAGGCG 7286
S283A 2a

HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For CAAGAAACGCGCCTTGCGCAA 7286
T494A 2a Rev GTGGTGGCCTTCTCCATG

HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For CAAGAAACGCGCCTTGCGCAA 7286
S283A-T494A 23-5283A  Rev GTGGTGGCCTTCTCCATG

HA-LIMK2-2a- HA-LIMK2-  For GAAGCGCTACGCGGTGGTGGG 7286
S283A-T494A- 23-5283A-  Rev TTGCGGTCGTTCTTGCGC

T505A T494A

Table 2: Details of the primers and vectors used in this study
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I.3. Données complémentaires

1.3.1. Recherche de potentiels sites de phosphorylation de
LIMK2 médiés par la tyrosine 630

1.3.1.a. Introduction

Au cours de ma these, j’ai mis en évidence que le phénomeéne de dimérisation et de
transphoshorylation des LIMKS était un prérequis essentiel a leur activation ainsi qu’a leur

activité sur la cofiline et que la tyrosine 630/632 jouait un réle crucial dans ce processus.
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Cette transphosphorylation pourrait s’effectuer sur un ou plusieurs sites des LIMKS, de fagon
simultanée ou séquentielle, avec pour conseéquence un changement dans la conformation des
protéines. Ce changement de conformation pourrait permettre la phosphorylation des LIMKs
sur la thréonine 505/508 et I’enfouissement de la boucle d’activation (conformation « DFG
in ») dans une poche hydrophobe située en arriere du site actif, libérant ce dernier pour que
s’effectue le phosphotransfert sur la sérine 3 de la cofiline. In fine, ce processus permettrait

aux LIMKs d’avoir la structure-fonction nécessaire a leur activité sur la cofiline.

Or, les LIM kinases sont au cceur d’un vaste réseau d’interactions moléculaires. Elles
phosphorylent et sont phosphorylées par de nombreux partenaires permettant ainsi la
régulation de multiples voies de signalisation. Trois sites de phosphorylation de LIMK2 ont
été decrits dans la littérature : la thréonine 505, site d’activation canonique des LIMKs et
phosphorylée par de nombreux partenaires au nombre desquels ROCK, PAK et MRCKa, la
thréonine 494 et la sérine 283, toutes deux phosphorylées par Aurora A (AURKA). En
particulier, AURKA interagit avec LIMK2 et I’active par phosphorylation sur les sites Sérine
283, Thréonine 494 et le site d’activation canonique Thréonine 505 [117]. Johnson et al.
(2012) ont montré que la phosphorylation sur T505 entraine une augmentation de I’activité
kinase de LIMK2, et que les phosphorylations sur S283 et T494 participent & une diminution
de la dégradation de LIMK?2 par le protéasome et la restriction de sa localisation cellulaire
dans le cytoplasme [117]. Nous avons donc cherché a déterminer si ces sites de
phosphorylation de LIMK2 (5283 et T494), capables de moduler sa stabilité et son activité
lorsqu’ils sont phosphorylés, pouvaient egalement constituer des sites de

transphosphorylation.
1.3.1.b. Matériel et méthodes

Le matériel et les méthodes employés dans cette section sont identiques a ceux
détaillés dans I’article 1. Les plasmides mentionnés dans cette étude sont listés dans la Table

1. Les amorces et vecteurs utilisés pour les construire sont listés dans la Table 2.

Plasmide Description Référence/source
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-S283A PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-5283A Cette thése
pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-T494A PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-T494A Cette these

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-S283A-T494A PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-S283A-T494A  Cette these

pcDNA3-(HA)2-LIMK2-2a-S283A-T494A-  PCMV-(HA)2-LIMK2-2a-S283A-T494A-  Cette thése
T505A T505A

Table 1: Détails des plasmides utilisés pour I’étude des sites de phosphorylation T494A, S283A et T505A.
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Longueur du

Construction Plasmide template Sens Séquence (5'-3") fragment
For GAGGAGACGTGCCCTAAGGCG

HA-LIMK2-2a-S283A HA-LIMK2-2a Rev  AGTGTCCCCTCCAGATTCTC 7286
For CAAGAAACGCGCCTTGCGCAA

HA-LIMK2-2a-T494A HA-LIMK2-2a Rev GTGGTGGCCTTCTCCATG 7286

HA-LIMK?2-2a- HA-LIMK2-2a- For CAAGAAACGCGCCTTGCGCAA 7986

S283A-T494A S283A Rev GTGGTGGCCTTCTCCATG

HA-LIMK?2-2a- HA-LIMK2-2a- For GAAGCGCTACGCGGTGGTGGG 7986

S283A-T494A-T505A S283A-T494A Rev TTGCGGTCGTTCTTGCGC

Table 2 : Amorces et vecteurs utilisés pour la construction des plasmides pour I’étude des sites de phosphorylation
T494A, S283A et T505A.

1.3.1.c. Résultats
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Figure 8: Les mutations S283A et T494A n'affectent pas la phosphorylation de LIMK2.
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Les cellules HEK-293 ont été transfectées avec un plasmide permettant [’expression des mutants suivants : HA-LIMK?2a-

S283A, HA-LIMK2a-T494A, HA-LIMK?2a-T505A, HA-LIMK2a-S283A-T494A ou HA-LIMK?2a- S283A-T494A-T505A. La

protéine HA-Larp6 a été utilisée comme contrdle négatif. Les protéines tagguées HA sont immunoprécipitées et incubées

avec de la cofiline recombinante 6-his et du [y-3?P] ATP. Les protéines sont séparées par gel SDS-PAGE et colorées au
bleu de Coomassie puis révélées par autoradiographie. La phosphorylation de la cofiline par LIMK2a sauvage a été

normalisée a 100. La quantification relative de la phosphorylation de LIMK sur le graphique de gauche. La
quantification relative de la phosphorylation de la cofiline par les différents mutants est montrée sur le graphique de
droite. La phosphorylation de LIMK2a sauvage a été normalisée a 100.

Par mutageneése dirigée, nous avons construit les mutants LIMK2a-T505A, LIMK2a-
S283A et LIMK2a-T494A. Nous avons aussi voulu nous affranchir d’un potentiel effet de
compensation d’un site de phosphorylation sur un autre en construisant des « double »
(LIMK2a-S283A-T494A) et «triple » mutants (LIMK2a-S283A-T494A-T505A). Nous
avons ensuite testé la phosphorylation de ces différents mutants par notre test in vitro en

radioactivité [y->2P] ATP, ainsi que leur activité kinase sur la cofiline.

Par test de phosphorylation in vitro au y-[*?P] ATP, nous avons montré que tous les
mutants sont phosphorylés (Figure 8). Nous avons également montré qu’ils sont tous
capables de phosphoryler la cofiline. Il existe toutefois des différences d’activité entre les
différentes constructions. Les mutants LIMK2a-S283A, LIMK?2a-T494A et le « double »
mutant semblent avoir une activité lIégerement en-deca, autour de 65-70%, ou équivalente a
celle de la protéine sauvage. Le « triple » mutant, en revanche, présente une activité kinase
en-dessous de celle de la protéine sauvage, d’environ 50%, reflétant I’'impact de la mutation
T505A sur I’activité de LIMK?2 (Figure 8). Cette expérience n’a été réalisée qu’une seule
fois. Cependant, ces résultats suggérent que la S283 et la T494 ne sont pas des sites de
transphosphorylation de LIMK2.

1.3.1.d. Conclusion

En 2006, Li et al. ont décrit que les LIM kinases sont capables de se dimériser via le
concours de la protéine Hsp90 et de se transphosphoryler, avec pour conséquence une
augmentation de leur stabilité et de leur activité kinase sur la cofiline [116]. Les résultats que
j’ai obtenus au cours de ma thése montrent que ce phénoméne est en réalité un prérequis
essentiel a la phosphorylation des LIMKSs sur la thréonine 505/508, leur site canonique
d’activation, nécessaire a leur activité kinase sur la cofiline. Or, a ce jour, les sites de
transphosphorylation des LIM kinases ne sont toujours pas clairement identifiés, méme s’il
a été envisagé qu’ils se situeraient du coté de I’extrémité C-terminale des protéines,
possiblement au niveau de leur domaine kinase et majoritairement sur des sérines
[2,108,116,118]. Au vu de nos résultats, les mutations S283A et T494A ne semblent pas

avoir d’effet notable sur I’activité kinase de LIMK2 sur la cofiline. Seule la mutation T505A
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a effectivement conduit & une diminution forte de la phosphorylation de la cofiline, en accord
avec les résultats obtenus par Johnson et al. [117], quoiqu’il persiste une activité d’environ
50% méme en 1’absence du site d’activation canonique des LIMKs, la T505. Ainsi, si les
sites de phosphorylation S283A et T494A jouent assurément un réle dans la stabilité de la
protéine [117], elles ne participent probablement pas directement a I’activation de la protéine
et a son activité kinase sur la cofiline. De la méme maniere, le site de phosphorylation T505
seul ne permet pas non plus d’avoir une activité optimale sur la cofiline, tout comme son
absence n’entraine pas une perte totale d’activité de LIMK2. Par ailleurs, la mutation des
sites de phosphorylation S283, T494 et T505 en alanine, un acide aminé non-phosphorylable,

n’a pas entrainé¢ de diminution de la phosphorylation globale de la protéine.

En conclusion, les acides aminés S283, T494 et T505 ne constituent probablement
pas les sites de transphosphorylation recherchés de LIMK2. Il existe donc probablement
d’autres sites de la protéine qui, eux, sont toujours phosphorylés. Pour LIMKI, trois autres
sites de phosphorylation sont décrits dans la littérature. Deux d’entre eux ne sont pas
conservés chez LIMK2. 1l serait intéressant de tester ces trois sites de phosphorylation par
une approche similaire sur LIMKZ1. Une autre approche, plus globale, consisterait a réaliser
une étude de phosphoprotéomique. En seconde intention, il serait aussi intéressant de tester
les acides aminés phosphorylables conservés chez LIMK?2 au cours de 1’évolution, comme
nous I’avons fait précédemment par mutation dirigée, en mutant ces résidus en acides amines
non-phosphorylables, alanine par exemple, et en évaluant I'impact de cette mutation sur
I'activité kinase des LIMKSs sur la cofiline. En particulier, nous pourrions regarder les résidus
conservés au niveau du domaine kinase. En effet, Proschel et al. (1995) suggerent que le
domaine kinase est capable de s’auto-phosphoryler, ce qui indique qu’il contient des acides
aminés en mesure d’étre phosphorylés et en particulier des sérines [108]. Cette hypothése a
été appuyée par d’autres auteurs dans la littérature [2,116,118].

1.3.2. Expression des domaines kinase de LIMK1 et LIMK2 en
systeme Baculovirus

1.3.2.a. Introduction

Les résultats obtenus au cours de ma thése, y compris lors des tests de
phosphorylation in vitro, ont pour 1’essentiel été réalisés sur des lysats cellulaires de cellules
transfectées. Méme si les protéines d’intérét ont été immunoprécipitées, il n’est pas possible
d’exclure que d’autres protéines co-immunoprécipitées ont pu avoir une influence sur les

résultats obtenus lors des expérimentations in vitro. De méme, il est envisageable que les
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résultats obtenus soient propres au systéme cellulaire utilisé (HEK-293, des cellules
embryonnaires humaines) et puissent varier d’un systéme a un autre. Aussi, pour confirmer
nos découvertes, nous avons voulu voir si les résultats obtenus avec les lysats étaient
indépendants de I’environnement cellulaire et de la méthode choisie, et pouvaient étre

reproduits avec des protéines purifiées produites dans un systéme orthologue.

Dans la littérature et dans le commerce, les LIM kinases purifiées sont produites en
cellules de Spodoptera frugiperda, Sf21 ou Sf9, grace au systeme baculovirus. Utilisé
comme vecteur d’expression de protéines recombinantes, le systéme baculovirus présente
de nombreux avantages au titre desquels sa facilit¢ d’utilisation, son rendement de
production et sa sécurité d’utilisation [119]. Quelques désavantages sont toutefois notables,
notamment au niveau de la glycosylation des protéines, qui différe entre les cellules d’insecte
et les cellules de mammifére, ou encore la lyse des cellules hotes du fait du cycle lytique du
baculovirus [119]. Malgré tout, ¢’est un systéme qui est robuste, maitrisé depuis longtemps
et utilisé classiquement pour la production des LIM kinases, ¢’est pourquoi nous avons fait

le choix de I'utiliser nous aussi pour la production de nos protéines recombinantes.

J’ai eu la chance d’étre regue pendant une semaine au sein de 1’équipe « Biologie des
infections a Polyomavirus » de I’Université de Tours, dirigée par le Professeur Antoine
Touzé, afin d’acquérir des compétences dans 1’utilisation du systeme baculovirus comme
vecteur d’expression pour la production de protéines en cellules d’insecte Sf21. A I’issue de
cette semaine, j’ai €té en mesure de produire les domaines kinases des protéines
recombinantes LIMK?2a sauvage et LIMK2a-Y630A. Le matériel et méthodes ainsi que les
résultats obtenus sont présentés ci-dessous.

1.3.2.b. Matériel et méthodes
Matériels

Les cellules Sf21 (Spodoptera frugiperda 21) utilisées pour la production des
protéines recombinantes ont été cultivées en culture stationnaire a 27°C en conditions
atmosphériques dans du milieu de Grace (Grace’s insect medium, #11595030, Gibco BRL)
complémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF, #11570506, Gibco BRL). L’anticorps
anti-LIMK2 a été acheté chez Abcam (ab45165), I’anticorps anti-6-histidine a été acheté
chez Takara (#631212).
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Construction du bacmide et production de baculovirus recombinant

Les bacmides ont été produits grace au systeme commercial Bac-to-Bac™
(Invitrogen™ Bac-to-Bac™ Baculovirus Expression System, #10403802) selon les

recommandations du fournisseur.

L’ADN codant pour les domaines kinases taggués 6-histidine a été cloné dans le

vecteur pFastBac grace aux amorces Bac-KIN2a For
(CGACGTGAATTCATGCACCATCACCATCACCATGAAAACCTGTACTTCCAAAG
TATCTCCAAGTCCCCTGGC) et Bac-KIN2a Rev

(CTGAGCTCTAGACTAGGGAGGTGAGTCCCGGGTCAGGCC), et transformé dans
des bactéries E. Coli DH10Bac porteuses d’un bacmide parent contenant I’intégralité du
génome du baculovirus. La cassette d’expression du plasmide pFastBac s’est recombinée
avec le bacmide parent dans E. Coli DH10Bac par transposition, grace a la présence des
éléments transposables du transposon Tn7 (Tn7R et Tn7L). Le bacmide ainsi modifié
contient I’ADN d’intérét, les génes de résistance permettant la sélection antibiotique et le
geéne codant pour la B-galactosidase sous promoteur inductible a I’IPTG permettant une
sélection blanc/bleue des bactéries recombinantes. Les colonies blanches obtenues sont
mises en culture sous agitation pendant 36h a 37°C, en présence d’antibiotiques
(kanamycine, gentamycine, tetracycline) pour permettre I’extraction de I’ADN bacmidique.
L’ADN bacmidique est ensuite extrait par minipréparation d’ADN, ou lyse alcaline. Les
cellules sont mises en suspension dans une solution I, tampon isotonique contenant Tris-
HCI, glucose, EDTA a pH 8. Elles sont ensuite lysées au moyen d'une solution 11 contenant
un détergent fort (ici, dodécyl sulfate de sodium (SDS) 1%) en présence de soude (NaOH),
a pH 13. A ce pH trés alcalin, I'ADN est dénaturé. On neutralise ensuite rapidement la
solution a I’aide d’une solution Il contenant de I’acétate de potassium et de I’acide acétique
glacial, ce qui permet la neutralisation du pH de la solution 11 et la renaturation des acides
nucléiques. L'ADN chromosomique, trés long, ne parvient pas a se réapparier complétement
et forme des enchevétrements insolubles tandis I'ADN bacmidique, plus court, parvient a se
renaturer et se mettre en solution. On sépare alors les especes par centrifugation. Les
protéines précipitées, sont également éliminées avec le détergent et I'ADN chromosomique.
L'ADN bacmidique est alors lavé et concentré par précipitation a l'alcool. La présence du
bacmide est détectée par PCR en utilisant des amorces universelles s’hybridant dans le

bacmide de part et d’autre des séquences du transposon Tn7. Le principe de la transposition
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du pFastBac dans le bacmide, les amorces utilisees pour la PCR et le gel d’agarose sont
présentés Figure 9.

A)

Séquence pFastBac™
transposée Domaine kinase de LIMK2

ADN bacmidique

mini-atftn7
—_— —
pUC/M13 pUC/M13
Forward Reverse
B)
Amorce Séquence
pUC/M13 Forward 5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’
pUC/M13 Reverse 5’-AGCGCATAACAATTTCACACAGG-3’
C)
& \@&\q‘,\\\“”
o‘"’é
3500 pb Pt 3500 pb

Figure 9 : Construction du bacmide contenant ’ADN codant des domaines kinases de LIMK2a
sauvage et du mutant LIMK2a-Y630A.
A) lllustration de la transposition de la séquence du pFastBac contenant I'ADN complémentaire du géne d'intérét
(domaine kinase de LIMK?2a sauvage ou LIMK2a-Y630A) dans I'ADN bacmidique. B) Amorces ayant servi a détecter la
transposition de la séquence pFastBac dans le bacmide par PCR. C) Photographie de I'électrophorése sur gel d ‘agarose
des produits d’amplification de PCR. Les bandes d’amplification sont révélées par incorporation de bromure d’éthidium
et illumination sur table UV.

Les cellules Sf21 sont ensuite transfectées par le bacmide afin de permettre la
production du stock PO de baculovirus. Environ 8x10° de cellules Sf21 sont ensemencées
par puits d’une plaque 6-puits. La transfection a été réalisée grace a la CellFECTIN, agent

de transfection commercial inclus dans le kit commercial Bac-to-Bac™ selon les
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recommandations du fournisseur. Pour cela 5ul de bacmides purifiés ont été complexés a
8uL d’agent de transfection dans du milieu de Grace sans SVF, puis le mélange a été réparti
sur les cellules. Aprés cing heures d’incubation du mélange bacmide/CellFECTIN avec les
cellules, le milieu a été changé par du milieu de Grace complémenté. Les cellules ont ensuite

¢té¢ mises a I’incubateur a 27°C pendant quatre a cing jours.

Quatre a cing jours post-transfection, les cellules vont commencer a produire du
baculovirus recombinant que 1’on va pouvoir récolter dans le surnageant. La titration virale
étant alors trop faible pour permettre la production des protéines recombinantes, cet
inoculum initial PO va étre utilisé pour infecter de nouvelles cellules Sf21 et générer un stock
viral P1 de titration plus élevée et avec lequel on va pouvoir réaliser 1’infection d’un plus
grand volume de culture de cellules Sf21. Les cellules ayant servi a genérer le stock P1
peuvent d’ores et déja étre lysées pour contrdler la production initiale des protéines
recombinantes. Les inoculums sont conservés a 1’obscurité a 4°C pour une conservation a

court-terme et a -80°C pour une conservation a long terme.

Lyse des cellules Sf21 du stock P1 et détection des protéines recombinantes

Aprés avoir récolté le stock P1 de baculovirus, les cellules ont été lysées dans 1 mL
de tampon de lyse a 0,1% de Triton X-100 (50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM de NaCl,
5 mM d’EDTA, 50 mM de NaF, 10 mM de sodium pyrophosphate, 1 mM de Na3VO4, 20
mM de p-nitrophenyl phosphate, 20 mM de B-glycerophosphate, 10 pug/mL d’aprotinine,
0,05 pg/mL d’acide okadaique, 1 ng/mL de leupeptin, and 1 mM de PMSF) et incubées sur
glace pendant 10 minutes. Aprés 10 minutes de centrifugation a 10.000xg a 4°C, le
surnageant a été récupéré et le tampon Laemmli a été ajouté. Les lysats cellulaires ont ensuite

été stockés a -80°C avant d’étre analysés par western-blot.
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Les plasmides mentionnés dans cette étude sont listés dans la Table 3. Les amorces

et vecteurs utilisés pour les construire sont listés dans la Table 4.

Plasmide Description Référence/source
pFastBac-6his-KIN-LIMK2-2a pPH-6his-KIN-LIMK2-2a Cette these
pFastBac-6his-KIN-LIMK2-2a-Y630A pPH-6his-KIN-LIMK2-2a-Y630A Cette these

Table 3: Détails des plasmides utilisés pour la génération de baculovirus recombinants.

Construction Plasmide Sens  Séquence (5'-3") Longueur du fragment
template
CGACGTGAATTCATGCACCATCACCAT
_ For CACCATGAAAACCTGTACTTCCAAAGT
Ghis-KIN- HA-LIMKz- ATCTCCAAGTCCCCTGGC 1116
LIMK2-2a 2a CTGAGCTCTAGACTAGGGAGGTGAGTC
Rev CCGGGTCAGGCC
CGACGTGAATTCATGCACCATCACCAT
6his-KIN- HALIMK2. FOF  CACCATGAAAACCTGTACTTCCAAAGT
LIMK2-2a- a630A ATCTCCAAGTCCCCTGGC 1116
Y630A ey COACGTTCTAGACTAGGGAGGTGAGTC
CCGGGT

Table 4 : Amorces et vecteurs utilisés pour la construction des plasmides pFastBac.

1.3.2.c. Résultats
J’ai donc construit des baculovirus recombinants exprimant les domaines kinases de

LIMK?2a sauvage (KIN-LIMK2a) ou du mutant LIMK2a-Y630A (KIN-LIMK2a-Y630A).
Apres infection des cellules Sf21, je les ai lysées et j’ai analysé les lysats par western-blot.
La présence des domaines kinases de LIMK2a sauvage ou du mutant LIMK2a-Y630A dans
les lysats cellulaires a été montrée par 1’utilisation d’un anticorps anti-LIMK2 et d’un
anticorps dirigé contre le tag 6-histidine avec lequel les protéines recombinantes sont
étiquetées. Avec ces deux anticorps, j’ai pu mettre en évidence la présence des protéines
d’intérét dans les lysats cellulaires, attestant que les baculovirus qui avaient été construits
étaient efficaces pour induire la production des domaines kinases de LIMK2a sauvage et
mutante dans les cellules d’insecte Sf21, et ouvrant ainsi la voie a de futures expériences sur

des protéines purifiées (Figure 10).
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Figure 10 : Production des domaines kinases de LIMK2a sauvage et du mutant LIMK2a-Y630A en
cellules d'insecte.
Les cellules Sf21 ont été infectées avec des baculovirus permettant [’expression des domaines kinases de la protéine
LIMK?2a sauvage ou du mutant LIMK2a-Y630A. Les lysats cellulaires ont ensuite été analysés par western-blot avec un
anticorps dirigé contre le tag 6-histidine ou contre la protéine LIMK?2a.

1.3.2.d. Conclusion

La production des domaines kinases de LIMK2a sauvage et du mutant LIMK?2a-
Y630A en cellules d’insecte est un premier pas vers des expériences complémentaires qui
auraient été particuliéres intéressantes dans le cadre de ce sujet de these. Malheureusement,

je n’ai pas eu le temps de produire ces protéines en plus grande quantité et de les purifier.

Dans un premier temps, j’aurais pu confirmer les résultats que j’ai obtenu au cours
de ma thése quant au réle de la tyrosine 632/630 sur des LIMKSs produites dans un systeme
orthologue et purifiées pour s’affranchir de I’environnement cellulaire et des spécificités
liées au choix du systéme d’expression eucaryote en HEK-293. Ainsi, a titre d’exemple, les
tests de phosphorylation de la cofiline pourraient étre menées in vitro sur protéines purifiées
afin de voir si les résultats préalablement obtenus dépendent uniquement de la mutation
Y630A ou s’il existe un effet spécifique di a ’environnement cellulaire. Cependant, mes
travaux de these montrent que la phosphorylation de la cofiline nécessite une activation de
LIMK2 qui s’opére i) dans un premier temps par dimérisation et une transphosphorylation,
laquelle nécessite probablement le concours de la protéine Hsp90, et ii) dans un second
temps par une phosphorylation de la T505 sur la boucle d’activation de la protéine par une
kinase activatrice. Une protéine purifiée, théoriquement, ne devrait pas étre en mesure de
phosphoryler la cofiline de fagon optimale puisqu’elles ne seraient pas en mesure de se
dimériser sans la présence de la proteine Hsp90, ni ne serait activee sur la T505 sans la
présence de protéines activatrices dans le lysat cellulaire. Les résultats issus de ces tests,
quels qu’ils soient, pourraient enrichir notre compréhension des mécanismes mis en

évidence au cours de ces études moléculaires.
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La purification de domaine kinase du mutant LIMK2a-Y630A aurait également pu
permettre des études préliminaires sur la structure de ce domaine et de son extrémité C-
terminale. J’ai émis I’hypothése que la tyrosine 630 jouait un role dans la structure-fonction
de LIMK?2a et que sa mutation en alanine entrainait une déstructuration du domaine C-
terminal de la protéine avec un effet direct sur son activation et sur son activité kinase vis-a-
vis de la cofiline. L’obtention de protéines purifiées pourrait permettre de mettre en évidence
une différence entre la structure de I’extrémité C-terminale de LIMK?2a sauvage et celle du
mutant LIMK2a-Y30A, par exemple par utilisation du dichroisme circulaire ou, de facon
plus poussee, par RMN ou cristallographie aux rayons X. Ces données pourraient permettre
de confirmer les hypothéses émises quant au réle de la tyrosine 632/630, et notamment de

son cycle aromatique, dans la structure-fonction des LIM kinases.

I.4. Conclusion du chapitre |

Mes travaux de thése ont permis de mettre en évidence un nouveau mécanisme de
régulation de ’activité des LIM kinases vis-a-vis de leur substrat principal, la cofiline. Mes
études moléculaires des LIMKS ont démontré qu’un acide aminé de I’extrémité C-terminale
des LIMKS, la tyrosine 630 pour LIMK2 et la tyrosine 632 pour LIMK1, joue un réle-clé
par leur activité vis-a-vis de leur substrat principal, la cofiline. Cette tyrosine est requise pour
permettre la dimérisation des protéines, probablement via le concours de la protéine Hsp90,
et leur transphosphorylation sur un ou plusieurs sites de phosphorylation jusqu’alors non-
identifiés. Ces phosphorylations permettraient d’augmenter la stabilité¢ des LIMKS, mais
également leur phosphorylation par des kinases activatrices sur leur site d’activation
canonique, la thréonine 505 pour LIMK?2 et la thréonine 508 pour LIMKZ1, permettant ainsi
leur activité kinase optimale sur la cofiline. Ainsi ’activation de ces protéines par
phosphorylation de leur T505/T508, tel que décrit dans la littérature, est nécessaire mais pas
suffisante pour permettre une activité kinase optimale sur la cofiline. Les LIMKSs doivent au
préalable dimériser et s’autophosphoryler, un mécanisme médié¢ par leur Y630/632 qui
jouerait un réle crucial dans la structure-fonction de la protéine, de par sa nature aromatique

trés particuliére.

Nous ne sommes malheureusement pas parvenus a mettre en évidence les sites de
transphosphorylation des LIMKSs, ce qui aurait constitué un résultat fondamental dans
I’étude moléculaire de ces protéines. Les sites de phosphorylation potentiels que nous avons

testés, les sérine 283 et thréonine 494, et que 1’on sait phosphorylées par AURKA sur
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LIMK2, n’ont pas montré d’implication dans 1’activité des LIM kinases vis-a-vis de leur
substrat, méme s’il est admis qu’ils jouent un réle dans la stabilité des protéines. Les
mutations de ces sites n’ont pas non plus eu d’effet sur la phosphorylation de la protéine
entiére, indiquant que d’autres sites de phosphorylation, encore non-découverts, restent
malgré tout phosphorylables/phosphorylés. Proschel et al. (1995) ont mis en évidence que le
domaine kinase, tout seul, était capable d’autophosphorylation, en particulier sur des résidus
sérines [108]. Il pourrait étre intéressant de creuser cette hypothese en mutant de fagon
spécifique les sérines presentes dans le domaine kinase. L’une des autres pistes envisagées
pour mettre en évidence ces sites de phosphorylation est 1’utilisation de la spectrométrie de
masse pour des études de phosphoprotéomique qui permettraient, en comparant les profils
des différents mutants construits au cours de 1’étude, de mettre en évidence des sites de
phosphorylation potenticllement intéressants mais qui n’ont pas encore €té découverts a ce
jour et qui jouent trés certainement un role déterminant dans la régulation de I’activité des

LIM kinases vis-a-vis de la cofiline.

Enfin, la production des domaines kinases de LIMK2a sauvage et du mutant LIMK?2a-
Y630A en systeme baculovirus, en plus de permettre de valider les résultats obtenus
jusqu’alors dans un systéme orthologue, est une premiére étape vers la production de
protéines purifiées. Ces derniéres pourront permettre des études structurales essentielles a la
compréhension du rdle joué par la tyrosine 632/630 dans la structure et la dynamique des
LIMKSs, lequel n’est toujours pas pleinement élucidé. 1l semble y avoir une corrélation entre
I’orientation de cette tyrosine et la position de I’hélice aC, un motif structural conservé qui,
comme la boucle d’activation DFG sur laquelle se situe la thréonine 505, joue un réle crucial
dans le statut conformation active/inactive établissant ainsi un lien évident entre la tyrosine
632/630 et 1’état d’activation de la protéine. Pour certaines kinases (EGF-r et B-Raf) cette
hélice a.C serait impliquée dans leur dimérisation, ce qui pourrait étre aussi le cas pour les
LIMKs, d’autant plus que la proline 394/386, impliquée dans I’interaction avec Hsp90 et la
dimérisation des LIMKS, est située sur une boucle attenante a I’hélice a.C. De la méme fagon,
il existe un lien entre la présence d’un acide aminé aromatique en position 632/630 et la
stabilité des LIMKSs, indiquant que la tyrosine 632/630 pourrait jouer un role dans la
structuration de 1’extrémité C-terminale et, de fait, de la protéine entiére, en plus de son role
dans la dynamique fonctionnelle de la protéine. Des études structurales du mutant LIMK2a-
Y630A pourraient ainsi permettre d’apporter des éléments de réponse a ces questions

structurales qui, a la fin de cette étude, restent en suspens.
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Malgré tout, les mécanismes de régulation mis en évidence par cette étude sont un
premier pas vers une compréhension plus exhaustive du fonctionnement moléculaire de ces
protéines, cibles thérapeutiques d’intérét dont I’implication dans des phénomenes

physiologique et pathologiques n’est, elle, plus a démontrer.
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1. Développement de stapled peptides en vue d’inhiber
spécifiquement D’interaction LIMK/cofiline: une
nouvelle stratégie thérapeutique pour cibler la

dynamique du cytosquelette

I1.1. Introduction

Depuis de nombreuses années, les LIM kinases sont considérées comme des cibles
thérapeutiques intéressantes du fait de leur implication dans la dynamique du cytosquelette
[6]. En jouant un réle dans le remodelage des filaments d’actine et dans celui des
microtubules, les LIMK participent a de nombreux processus indispensables a la vie
cellulaire (cycle cellulaire, apoptose, différentiation, motilité cellulaire...) [1]. La
contrepartie, ¢’est que la littérature abonde également d’exemples ou I’implication des
LIMK dans des processus pathologiques est mise en évidence, au nombre desquels la
tumorigeneése, le développement de maladies neurologiques et neurodégénératives ou encore

les neurofibromatoses [1].

Toutefois, a ce jour, aucune petite molécule chimique développée pour cibler les
LIMK n’a passé le stade des essais cliniques pour une mise sur le marché. Ainsi, en dépit de
leur potentiel en tant que cibles thérapeutiques, et malgré le fait que de nombreux inhibiteurs
de type «petite molécule chimique » ciblant le site actif de ces protéines aient été
développées au cours des derniéres annees, les LIM kinases restent des cibles
« undruggable » [6]. Par ailleurs, on sait désormais que ces protéines se trouvent au ceeur
d’un vaste réseau d’interactions moléculaires et que certains de leurs partenaires sont
impliqués dans des mécanismes cellulaires différents du remodelage du cytosquelette, si bien
que la plupart des voies de signalisation impliquant les LIMK n’ont sans doute pas encore
éte completement elucidées [1]. De fait, I’utilisation d’inhibiteurs ciblant I’activité kinase de
ces protéines pourrait étre préjudiciable quant a leurs roles multiples dans le fonctionnement
cellulaire, dont certains n’ont sans doute pas encore ¢€té parfaitement identifiés. En
conséquence, il apparait que de nouvelles stratégies d’inhibition doivent étre envisagées pour
espérer pouvoir développer des molécules qui soient a la fois hautement sélectives de ces
kinases, tres efficaces, capable de cibler spécifiquement leur réle dans la dynamique du
cytosquelette mais également avec de bons parametres de pharmacocinétigue (ADME :

absorption, distribution, métabolisme et excrétion) et des effets secondaires limités.
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Face & ces défis, la mise au point d’une stratégie ciblant de maniére spécifique
I’interaction protéine-protéine tres atypique entre les LIMK et la cofiline, leur substrat dans
le remodelage du cytosquelette, est une piste particulierement prometteuse. L’interaction
LIMK/cofiline a la particularité de reposer exclusivement sur I’enfouissement de 1’hélice a5
de la cofiline dans un sillon de LIMK, permettant le basculement de la sérine 3 de la cofiline
dans le site actif des LIMK et sa phosphorylation, selon un mécanisme de type « rock-and-
poke » [35]. Ainsi, cette interaction est particuliérement adaptée a I’utilisation de stapled
peptides, dont la conformation en hélice a est contrainte par des agrafes chimiques.
Stratégiquement, 1’idée est de synthétiser un stapled peptide qui mimerait I’hélice o de la
cofiline et entrerait en compétition avec cette derniére pour I’interaction avec les LIMK. In
fine, cela permettrait d’inhiber I’interaction entre les LIMKSs et la cofiline et donc la

phosphorylation de la cofiline par les LIMKs (Figure 11).
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Figure 11 : Stratégie d'inhibition de I'interaction entre LIMKZ1 et la cofiline.

En gris, structure 3D de LIMKZ, obtenue en cristallographie aux rayons X. En jaune, structure 3D de la cofiline, obtenue
en cristallographie aux rayons X. En rose et vert, hélice a5 de la cofiline en interaction avec LIMK]I et dont la séquence,
indiquée au-dessus, est utilisée pour mettre au point les stapled peptides. A droite, stapled peptide synthétisé a partir de

la séquence native de la cofiline. Adaptée d aprés Vincent Aucagne.

Au cours de ma thése, j’ai eu la chance de participer au développement de stapled
peptides ciblant de manicre spécifique ’interaction entre les LIMK et la cofiline. En
collaboration avec 1’équipe « Proteines de Synthése et Chimie Bioorthogonale » du CBM
dirigée par Vincent Aucagne, différents stapled peptides ont été synthétisés (Table 5) et j’ai
testé leur capacité a inhiber la phosphorylation de la cofiline par LIMK2, par test de

phosphorylation in vitro. Ces données sont présentees ci-apres.
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11.2. Matériel et méthodes

Le matériel et les méthodes que j’ai employés pour 1’étude de phosphorylation in
Vvitro sont identiques a ceux détaillés dans I’article 1. Les peptides mentionnés dans cette

étude sont listés dans la Table 5.

11.3. Résultats

11.3.1Génération des stapled peptides par synthese sur phase
solide (SPPS)
Les stapled peptides ont été synthétisés par 1’équipe « Protéines de Synthese et

Chimie Bioorthogonale » du CBM dirigée par Vincent Aucagne.

Le principe de la synthese peptidique sur phase solide repose sur 1’utilisation d’une
résine (phase solide) disposant d’un lien covalent (linker) doté d’une fonction amine sur
lequel vont étre greffés les acides aminés les uns apres les autres [121]. La fonction acide
carboxylique de 1’acide aminé libre en solution va réagir avec la fonction amine de 1’acide
aminé fixe sur la phase solide pour former la liaison peptidique. Une fois la synthese
terminée, le peptide est clivé du linker pour libérer I’extrémité carboxy-terminale du peptide.
Cette synthese a donc la particularité de s’effectuer de la terminaison carboxyle du peptide
vers sa terminaison amine (« C-to-N »), en opposition avec la biosynthése des protéines qui

s’effectue, elle, de I’extrémité N-terminale vers I’extrémité C-terminale [121].

Les acides aminés sont des espéces chimiques trés réactives en raison de leurs
nombreux groupes fonctionnels (fonction amine, fonction thiol, fonction carboxylique...)
[122]. Pour optimiser les rendements de production des peptides et éviter les réactions
parasites, les fonctions amines liées au carbone a et les fonctions des chaines latérales des
acides aminés sont masqueées par des groupes protecteurs orthogonaux : il est possible de
déprotéger un groupe spécifique sans nécessairement déprotéger les autres [122]. Au cours
de la synthése, le groupe protecteur de la fonction amine liée au carbone a doit étre déprotégé
pour permettre la condensation des acides aminés et 1’¢longation du peptide. Ainsi, la
synthese se fait selon des cycles de déprotection-couplage. La déprotection des chaines
latérales survient a la fin de la synthese, au cours de I’étape qui permet également le clivage

du linker et la libération du peptide néo-synthétisé [122] (Figure 12).
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Figure 12 : Stratégie de synthese de peptide sur phase solide (SPPS).

Il existe deux stratégies de synthése peptidiques: la stratégie Boc (t-
butyloxycarbonyl) et la stratégie Fmoc (9-fluorenylmethoxycarbonyl), du nom des
groupements protecteurs qui permettent le masquage de la fonction amine reliée au carbone
a (Figure 13) [121]. Plus recente, la stratégie Fmoc permet la déprotection de la fonction
amine par ’utilisation d’une base faible, la pipéridine, tandis que la stratégie Boc nécessite
I’utilisation d’un acide fort, 1’acide trifluoroacétique (TFA), composé trés corrosif qui peut
impacter I’intégrité de la chaine peptidique lorsqu’il est utilisé a de trop nombreuses reprises
au cours des cycles déprotection/couplage [121,121,123]. Préférentiellement, c’est la
stratégie Fmoc qui a éte adoptée au cours de la synthése de nos stapled peptides. Elle a été
utilisée conjointement a 1’utilisation de groupes protecteurs Boc, pour masquer les chaines
latérales des lysines, lesquelles contiennent une fonction amine qui ne doit surtout pas étre
déprotégée au cours des cycles de déprotection/couplage, et tert-butyl (tBu) pour masquer

les chalnes latérales des sérines.
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Figure 13 : Formules des fonctions Boc (a gauche) et Fmoc (a droite).
Ces groupes sont utilisés pour protéger les fonctions amines des acides aminés dans les stratégies de synthése sur solide
éponymes.

Dans le cadre de la synthése d’un stapled peptide, et plus particulierement d’un
double stapled peptides, les acides aminés permettant la mise en place des agrafes nécessitent
des groupes protecteurs particuliers. Le procédé utilisé pour la synthese de nos stapled
peptides est détaillé plus loin dans ce chapitre. Toutefois, la synthése de stapled peptides
nécessite des contraintes supplémentaires, parmi lesquelles le choix des acides aminés a

agrafer, le nombre d’agrafes, la nature de la réaction permettant la mise en place de ’agrafe

et enfin la nature méme de ’agrafe.

Les peptides qui ont été genérés sont bases sur la séquence native de la cofiline
impliquée dans [D’interaction avec LIMK2. Les acides aminés impliqués dans cette
interaction ont été détermines par 1I’analyse des structures 3D de LIMK?2 disponibles et par
bio-informatique. Cela a permis de mettre en évidence quels résidus ne devaient surtout pas
étre impliqués dans 1’établissement des agrafes, sous peine d’impacter négativement
I’interaction avec LIMK2, et lesquels pouvaient étre utilisés sans risque. Ainsi, ce sont les
résidus de I’hélice a5 situés sur la face opposée a celle impliquée dans I’interaction avec

LIMK2 qui ont été déterminés comme adaptés a la mise en place des agrafes (Figure 14).

Comme cela a été évoqué dans le chapitre introductif sur les stapled peptides, il existe
plusieurs possibilités pour la mise en place des agrafes, faisant varier la longueur de la chaine
entre les deux bras de 1’agrafe, eux-mémes liés de fagcon covalente aux acides aminés choisis.
Nous avons retenu, dans le cadre de ce projet, les stratégies i, i+4 (un tour d’hélice) et i, i+7
(deux tours d’hélice), cette derniere ayant montré des résultats prometteurs dans la littérature
en termes d’hélicité du peptide et de pénétrabilité des cellules [47] (Figure 14). De la méme
maniere, I’impact du nombre d’agrafes sur I’hélicité et la rigidité du peptide a été discuté
dans le chapitre d’introduction dédié aux stapled peptides. Ici, le choix a été fait de
synthétiser des single stapled et double stapled peptides (en conformation remote ou criss-

crossed).
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Figure 14 : Design rationnel des stapled peptides selon la séquence native de la cofiline.

Les acides aminés impliqués dans ['interaction avec LIMK?2 sont spécifiés en rouge (Ceux cruciaux pour l’interaction), en
orange (ceux en contact avec LIMK2), en (ceux situés du cdté de I’hélice en contact avec LIMK2) ou en vert (ceux
situés de I'autre coté de I'hélice). A droite, modélisation de I'interaction entre [’hélice a5 de la cofiline et LIMK2. Les
acides aminés impliqués dans l'interaction sont indiqués avec le méme code couleur. Au-dessus de la séquence, les
positions des acides aminés pour le positionnement des agrafes (i, i+4 ou i, i+7) sont également spécifiées. D apreés
Vincent Aucagne.

La stratégie générale utilisée dans le cadre de ce projet pour mettre au point nos
stapled peptide est celle utilisant les agrafes cystéine développées par Kumita et al. (2000).
Elle tire profit de la réactivité de la fonction thiol des chaines latérales des cystéines vis-a-
vis d’un bis-électrophile, ce qui rend la réaction d’addition de I’agrafe trés sélective en plus
d’étre réalisable a pH physiologique [53]. En outre, cette stratégie est compatible avec de
nombreuses agrafes commerciales, de nature chimique variée, a la foisen i, i+4 et i, i+7. Elle
nécessite toutefois la mutation de plusieurs des résidus du peptide en cystéines ou p-

cystéines.

Dans le cas d’un single stapled peptide, la réaction entre le thiol des chaines latérales
des cystéines et le bis-electrophile a lieu aprés la déprotection des chaines latérales et le
clivage du peptide de la résine. Dans ce cas, la déprotection des thiols s’effectue de fagon
simultanée avec le reste des chaines latérales, ce qui implique 1’utilisation d’un groupe
protecteur compatible avec le traitement au TFA, par exemple le S-trytil (Trt) [124]. Dans
le cas d’un double stapled peptide, cette fois, les réactions de conjugaison se font de facon
séquentielle. Les deux paires de cystéines sont donc protégées par des groupes protecteurs
dont la labilité est différente et les déprotections ne surviennent pas de fagcon simultanée.
Dans le cadre de la synthése de nos stapled peptides, les deux groupes protecteurs choisis
sont les groupes Trt et S-acetamidomethyl (Acm) [124]. Aprés la fin de la synthese
peptidique, le traitement au TFA permet le retrait des groupes protecteurs labiles en
conditions acides (Boc, tBu et Trt) et le clivage du linker, donc la libération du peptide néo-
synthétisé [123]. Apres la mise en place de la premiére agrafe, les groupes protecteurs Acm
sont enlevés par traitement a 1’iode en conditions réductrices. La mise en place de la seconde

agrafe peut alors avoir lieu. Enfin, le peptide est purifié par HPCL (Figure 15).
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Figure 15 : Stratégie utilisée pour la synthése des double stapled peptides.
D’apres Vincent Aucagne.

Acm removal -

e

Au cours de ma thése, j’ai eu ’occasion de tester treize des peptides synthétisés par
I’équipe « Protéines de Synthése et Chimie Bioorthogonale ». Ces peptides, leurs

caractéristiques et les résultats du test d’activité in vitro, sont détaillés dans la Table 5.
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CofiPep 00-1 Inactif (110-128] 19 Aucune Aucune Ac- PLKSKMIYASSKDAIKKKL -NH2 Pas d'agrafe
CofiPep 00-2 Inactif [110-121] 12 Aucune Aucune Ac- PLKSKMIYASSK -NH2 Pas d'agrafe
CofiPep 11-1 " (110-121] 12 $113 Y117 Ac- PLKCKMICASSK -NH2 m xylylene
CofiPep 12-1 - (110-128] 19 113 Y117 Ac- PLKCKMICASSKDAIKKKL -NH2 m xylylene
CofiPep 12-3 Inactif [110-128] 19 113 Y117 Ac- PLKCKMICASSKDAIKKKL -NH2 p -xylylene
CofiPep 12-4 " (110-128] 19 $113 Y117 Ac- PLKCKMICASSKDAIKKKL -NH2 p -tefrafluorophenylene
CofiPep 91-1 Inactif [110-128] 19 Y117 1124 Ac- PLKSKMI CASSKDACKKKL -NH2 p -biphenyldimethylene
CofiPep 91-2 Inactif [110-128] 19 Y117 1124 Ac- PLKSKMICASSKDACKKKL -NH2  p -octafluorobiphenylene
COFpep-003 ++ [110-121] 12 K114 A118 Ac- PLKSCMIYCSSK -NH2 m xylylene
COFpep-008 ++ [110-120] 11 S113/K114 Y117/A118 Ac- PLKCCMICCSSK -NH2 m -xylylene x2
COFpep-009 ++ (110-128] 19 $113/K121 Y117/K125  Ac- PLKCKMICASSCDAICKKL -NH2 m -xylylene x2
COFpep-010 - (110-118] 9 K114 (D-Cys) Y117 Ac- PLKScMICAISK -NH2 disulfide
COFpep-015 ++ (113-121] 9 S113 Y117 Ac- CKMICASSK -NH2 m xylylene

Table 5 : Stapled peptides synthétisés dans le cadre de ce projet de these.

La localisation sur la cofiline, le nombre d’acines aminés, les positions des acides aminés mutés en cystéine, la séquence du peptide et le type d’agrafe sont spécifiés. L activité du peptide

sur LIMK2, déterminé par test de phosphorylation in vitro, est également indiquée. Inactif désigne des peptides sans efficacité et ++ désigne les peptides trés efficaces sur I’inhibition de
la phosphorylation de la cofiline par LIMK2. Dans la séquence du peptide, la premiére paire de cystéines mutées est surlignée en orange. La seconde paire de cystéines mutées est
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11.3.2Test de phosphorylation in vitro

Par test de phosphorylation in vitro au y-[3P] ATP, j’ai évalué la capacité de nos
peptides & inhiber la phosphorylation de la cofiline par LIMK2. Pour ce faire, les peptides
ont été incubés en présence de LIMK2 immunoprécipitée et de la cofiline purifiée,

préalablement a I’ajout de y-[*?P] ATP. Deux tendances se sont dégagées de nos tests :

Cinq peptides n’ont démontré aucune capacité a inhiber I’activité de LIMK2. C’est

le cas des peptides linéaires CofiPep 00-1, CofiPep 00-2, et des single stapled peptides
CofiPep 91-1, CofiPep 91-2 et CofiPep 12-3 (Figure 16A et 16B).

Huit peptides ont montré une efficacité importante a inhiber 1’activité de LIMK?2,

laguelle se situe en-dessous de 60%. Ce sont les single stapled peptides CofiPep 11-1,
CofiPep 12-1, CofiPep 12-4, COFpep-003, COFpep-010, COFpep-015 et les double
stapled peptides COFpep-008 et COFpep-009 (Figure 16A et 16B).

De fagon particulierement intéressante, aucun de ces peptides n’a eu d’impact sur
la phosphorylation de LIMK2, contrairement au composé LX7101 qui a contribué a la
diminuer fortement (~20% de phosphorylation au lieu de ~90-100%) (Figure 16C). Nos
peptides inhibent donc spécifiquement la phosphorylation de la cofiline par LIMK2 sans

affecter I’activité kinase de cette derniére.

Certaines de ces mesures n’ont été réalisées qu’une seule fois. Cependant, ces
résultats donnent une bonne vue d’ensemble des peptides sur lesquels il peut étre

intéressant d’effectuer des analyses plus approfondies.
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Figure 16 : Huit stapled peptides inhibent efficacement I’activité de LIMK2a sur la cofiline.

Les cellules HEK-293 ont été transfectées avec un plasmide permettant [’expression de la protéine HA-LIMK?2a
sauvage. La protéine HA-Larp6 a été utilisée comme contrdle négatif. Les protéines tagguées HA sont
immunoprécipitées et incubées avec la cofiline recombinante 6-his en présence de 1L de différents stapled peptides.
L’ensemble a ensuite été incubé avec du [y-*P] ATP pendant 20mn a 30°C. Les protéines sont séparées par gel SDS-
PAGE et colorées au bleu de Coomassie (CBB) puis révélées par autoradiographie. La phosphorylation de la cofiline
par LIMK?2a sauvage a été normalisée a 100. La phosphorylation de LIMK?2a sauvage a été normalisée a 100. Les
colorations au CBB et les autoradiographies sont présentées en A). La quantification relative de la phosphorylation de
la cofiline par LIMK?2a en absence ou en présence de stapled peptides est montrée sur le graphique B). La

quantification relative de la phosphorylation d

e LIMK en absence ou en présence de stapled peptides est présentée sur
le graphique C).
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11.3.34nalyse de I’hélicite des peptides synthétisés par
dichroisme circulaire

L’utilisation de stapled peptides en tant que stratégie thérapeutique repose sur les
propriétés biologiques des hélices o en matiere de perméabilité membranaire, de stabilité
et, dans le cas précis de I’inhibition de I’interaction protéine/protéine LIMK/cofiline, de
son affinité avec la protéine [55]. De fait, il apparait crucial de pouvoir évaluer 1’hélicité
des peptides qui ont été synthétisés pour déterminer s’il est nécessaire d’améliorer leur
propension a adopter une conformation hélicoidale. Si elle ne donne pas des
renseignements précis sur la structure des peptides comme pourraient le faire la
cristallographie aux rayons X ou la RMN, le dichroisme circulaire (CD) est une méthode
de spectroscopie rapide et efficace pour I’analyse des structures secondaires des
polypeptides [125]. Elle repose sur la génération d’un faisceau de lumiere E polarisée
circulairement. Cette polarisation entraine la division du faisceau en deux entités qui vont
tourner dans des sens opposés (une a droite Ep et une a gauche Eg) [125,126] (Figure 17).

Lors du passage du faisceau polarisé au travers d’un échantillon, ces deux entités peuvent :

- Ne pas étre absorbées ou étre absorbées de maniere identique ; dans ce cas,
I’onde restituée sera polarisée linéairement et 1’échantillon sera considéré
comme optiquement inactif (non-chiral) (Figure 17A) [125,126].

- Etre absorbées de facon différentielle, I’une étant plus absorbée que I’autre ;
dans ce cas, ’onde restituée sera elliptiquement polarisée et 1’échantillon sera

considéré comme optiquement actif (chiral) (Figure 17B) [125,126].

Le spectre dichroique, exprimé en ellipticité molaire [0] (deg™*.cm2.dmol™), correspond a
la différence d’absorbance entre ces deux composantes a une longueur d’onde donnée,
laquelle dépend elle-méme de I’échantillon testé. Par exemple, 1’UV lointain (190 a 240
nm) permet de caractériser qualitativement et quantitativement les structures secondaires
des polypeptides (hélice a, feuillet B, tours et structures désordonnées), gréce a la liaison
peptidique qui agit comme un chromophore [125-127]. LUV proche (250 a 290 nm) va
plutdt permettre de donner des informations sur la structure tertiaire des polypeptides,
notamment grace aux chaines latérales des résidus aromatiques et donc de déterminer

I’environnement de ces acides aminés [125,126].
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Figure 17 : Principe du dichroisme circulaire.
En A) les composantes Eg et Ep passe au travers d'un échantillon optiquement inatif, la résultante est un faisceau E
polarisé linéairement. En B) les composantes Ec et Ep passe au travers d'un échantillon optiquement atif, la résultante
est un faisceau E polarisé elliptiquement selon un angle o (exprimé en degré). Figure adaptée de Brittain (1999).

Les structures secondaires des polypeptides présentent des signatures dichroiques
bien particuliéres. Les hélices a, notamment, sont particuliérement bien caractérisées en
CD ce qui est un argument supplémentaire pour 1’utilisation de cette technique dans le
cadre de notre étude. Par ailleurs, le spectre dichroique de 1’hélice a est presque
indépendant de la nature des chaines latérales et du solvant utilisé. Enfin, les hélices a ont
une signature spectrale particulierement bien caractérisée en dichroisme circulaire, avec un
maximum autour de 190 nm et deux minimums respectivement a 208 et 222 nm (Figure
18) [128].
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Figure 18 : Spectre dichroique de trois structures secondaires peptidiques.
En rouge, le spectre dichroique d’un peptide majoritairement composé d’hélice o. En vert, le spectre dichroique d’'un
peptide majoritairement composé de feuillets 5. En bleu, le spectre dichroique d’un peptide conformé en pelote
aléatoire. Figure reprise de Rogers et al. (2019).
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Le spectre dichroique d’un échantillon est une combinaison linéaire des différents
signaux obtenus par détection des structures secondaires. Les données expérimentales
obtenues peuvent étre analyseées de plusieurs facons. Dans le cas de polypeptides
majoritairement composés d’un type particulier de structure (par exemple 1’hémoglobine,
majoritairement composé d’hélices o), le spectre dichroique peut simplement étre comparé
a des spectres de référence pour la structure en question. Dans le cas de polypeptides plus
complexes, comportant plusieurs structures secondaires différentes, il est possible de
réaliser des analyses plus poussées, quantitatives, par déconvolution du spectre dichroique.
Cette derniére analyse permet notamment de déterminer le pourcentage de chacune des
structures secondaires des protéines a I’aide d’un ensemble de protéines dont les structures
ont été bien caractérisées [125]. L’analyse par déconvolution a été choisie dans le cadre de
cette ¢tude, puisqu’elle permet de déterminer le pourcentage d’hélicité du peptide tout en
prenant en compte I’effet de I’agrafe sur le spectre dichroique. Certains peptides ont été
analysés en dichroisme circulaire par Vincent Aucagne. Les résultats sont présentés Figure
19.

>
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2

0 (deg.cm2.dmol?)

Figure 19 : La mise en place d’une double agrafe augmente I’hélicité du des stapled peptides.
Spectres en dichroisme circulaire de deux single stapled peptides (CofiPep 12-1 en vert et CofiPep 12-3 en rouge),
d’un double stapled peptide (COFpep-009 en bleu) ainsi que d’un peptide linéaire reprenant la séquence de la
cofiline en violet. Figure adaptée d’aprés Vincent Aucagne.

Les single stapled peptides et le peptide linéaire ne présentent pas le profil typique
d’une hélice o, avec un maximum autour de 190 nm et un minimum autour de 195 nm
correspondant a une structure peptidique désordonnée [129]. En revanche, le double
stapled peptide présente un minimum autour de 200 nm et un autre autour de 222 nm, ce

qui correspond a ce qui est observé classiquement en dichroisme circulaire pour les
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peptides adoptant une conformation hélicoidale. Ces exemples mettent en évidence

I’importance de la double agrafe pour une meilleure hélicité du peptide.

I1.3.4Imagerie en microscopie

Les LIMKSs sont des cibles thérapeutiques intéressantes mais pour lesquelles aucun
inhibiteur n’a jusqu’a présent passé le stade des essais cliniques [6]. Ainsi, le
développement des stapled peptides ciblant I’interaction entre LIMK et cofiline vient avant
tout répondre a un besoin dans le domaine thérapeutique. Or, les tests d’activité que nous
avons menés jusqu’alors dans le cadre de ce projet ne rendent pas nécessairement compte
de la réalité biologique de I’utilisation de peptide en tant que molécule inhibitrice. Les
peptides sont confrontés a des limitations supplémentaires par rapport aux petites
molécules chimiques, au nombre desquelles la perméabilité membranaire, la stabilité et la
biodisponibilité [37,39,44]. L’ajout de I’agrafe rend les stapled peptides plus résistants a la
protéolyse, et leur permet une meilleure pénétrabilité [47], mais il reste des challenges a
surmonter dans le développement de peptide-inhibiteurs. Or, les tests que nous avons
réalisés jusqu’alors ont été effectués in vitro, directement sur des lysats cellulaires ou sur
des protéines immunoprécipitées. Dans ces conditions, les protéines étaient disponibles
pour interagir le peptide, lui-méme rajouté extemporanément au lysat. Il semble donc
nécessaire de pouvoir également vérifier I’efficacité de ces peptides a passer la barriere
membranaire. Béatrice Vallée a testé la capacité de certains peptides a traverser la

membrane cellulaire.

Pour ce faire, des cellules HeLa ont été incubées avec le CofiPep 11-1, lequel a
donné des résultats prometteurs en test de phosphorylation in vitro, a 25uM pendant 2
heures a 37°C sous CO.. Ce peptide a été fusionné avec le fluorophore isothiocyanate
(FITC) pour permettre son suivi en microscopie a fluorescence. Aprés incubation, les
cellules vivantes ont été lavées deux fois avec du PBS puis remises en milieu DMEM et
observées par vidéo-microscopie sur Carl Zeiss Axio Observer Z7 (Carl Zeiss Co. Ltd.,
lena, Germany). Les résultats semblent indiquer que le CofiPep 11-1 est effectivement
capable de pénétrer les cellules, ce qui est d’autant plus encourageant que ce peptide a
obtenu de bons résultats en test de phosphorylation in vitro. Le marquage ne semble pas
diffus dans tout le cytoplasme, mais plutdt concentré dans un compartiment qui pourrait
étre le noyau (Figure 20). Pour Vérifier cette hypothése, un co-marquage avec du Hoechst

devra étre réalisé.
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Figure 20 : Le peptide FITC-CofiPep 11-1 est capable de passer la barriére membranaire des cellules HeL a.

Le peptide FITC-CofiPep 11-1 est incubé pendant 2 heures & 37°C avec des cellules HeLa. Les cellules HelLa sont

alors lavées deux fois au PBS puis remises en milieu DMEM. Les cellules vivantes sont alors observées au vidéo-
microscope. D aprés Béatrice Vallée.

I1.4. Conclusion du chapitre 11

Prés de vingt ans apres le développement du premier inhibiteur petite molécule des
LIMKS, LIMKIi3/BMS5, les LIM kinases restent des protéines pour lesquelles aucune
molécule inhibitrice n’a passé le stade des essais cliniques en vue d’une mise sur le marche.
Puisque les inhibiteurs qui ciblent leur site actif ne permettent pas d’aller vers des essais
thérapeutiques, il semble nécessaire de mettre au point des modes d’inhibition originaux,
sélectifs et efficaces dans I’espoir de débloquer le verrou thérapeutique existant autour de
ces kinases. Nous avons tenté de répondre a cette problématique par le développement de
stapled peptides visant a inhiber spécifiquement I’interaction entre les LIMKS et leur
principal substrat, la cofiline. Les données préliminaires de ce projet ont été obtenues dans
le cadre d’une collaboration avec 1’équipe « Protéines de Synthése et Chimie
Bioorthogonale » du CBM dirigée par Vincent Aucagne. Elles ont mis en évidence qu’il
était possible de développer des peptides cyclisés pour inhiber spécifiquement 1’interaction

entre la cofiline et les LIMK, ce qui n’avait jamais été réalisé jusqu’alors.

Plusieurs dizaines de peptide ont été synthétisés dans le cadre de ce projet, couvrant
ainsi une large variété de constructions aux propriétés chimiques différentes. Pour générer
cette diversité, plusieurs caractéristiques des peptides ont été modifiées, au nombre
desquelles i) la longueur du peptide, ii) le choix des acides aminés substitués en cystéine
pour établir 1’agrafe, iii) I’espacement entre les cystéines mutées (i, i+4, i, i+7, 1, i+3, 1,
i+11...), iv) le nombre d’agrafe, v) I’agencement des double agrafes (remote, stitched,
criss-crossed...), v) la nature de I’agrafe (m-xylyléne, disulfide, p-tetrafluorophenylene...).

Il existe de nombreuses agrafes commerciales compatibles avec la réaction thiol-
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électrophile a la base de la méthode choisie pour accrocher 1’agrafe sur nos peptides, ce qui
permet de changer rapidement et simplement la nature chimique de 1’agrafe. Les autres

caractéristiques sont déterminées directement lors de la synthése sur phase solide.

Parmi les peptides qui ont éte synthétisés, treize ont été testés pour leur activité sur
LIMK2 par test de phosphorylation in vitro. Dans le cadre du projet, j’ai été en charge de
réaliser ces tests. J’ai mis en évidence deux catégories de peptides : ceux qui étaient
inefficaces et ceux qui montraient une efficacité pour inhiber la capacité de LIMK2 a
phosphoryler la cofiline. Parmi les peptides inefficaces, nous avons pu mettre en évidence
que les peptides non-stapled (linéaires) ne présentaient aucune activité sur LIMK2, mettant
en évidence que I’agrafe était absolument nécessaire pour assurer 1’efficacité d’inhibition
du peptide. Le peptide CofiPep 12-3 ne présentait pas non plus d’activité sur LIMK?2. Ce
peptide ne différe de CofiPep 12-1 (qui, lui, est actif) que par la nature de son agrafe : p-
xylylene au lieu de m-xylyléne. Les préfixes p- et m- font référence a la nomenclature des
dérivés benzéniques et aux positions para- ou méta- sur lesquels viennent se fixer les
substituants autres que I'nydrogene sur un hydrocarbure aromatique. 1l est possible que le
changement de position (para au lieu de méta) des substituants ait entrainé un changement
de conformation de 1’agrafe qui a nui a I’efficacité du peptide, par exemple en induisant un
encombrement stérique. Enfin, les CofiPep 91-1 et 91-2 sont les deux autres peptides qui
se sont avérés inefficaces pour inhiber LIMK2. Ces peptides different par la nature de leurs
agrafes (p-biphenyldimethylene et p-octafluorobiphenylene respectivement), mais ce sont
également les deux seuls peptides pour lesquels a été utilisé un espacement de type i, i+7
et les seuls pour lesquels on a substitué la tyrosine 117 et de I’isoleucine 124. Sans analyse
complémentaire, il est impossible de déterminer quel réle a joué 1'une ou I’autre de ces
caractéristiques dans 1’activité du peptide. Les huit autres stapled peptides (CofiPep 11-1,
CofiPep 12-1, CofiPep 12-4, COFpep-003, COFpep-008, COFpep-009, COFpep-010,
COFpep-015), qui varient tant en longueur, qu’en nombre d’agrafes, en espacement ou
encore en en nature de I’agrafe, ont montré une bonne efficacité pour inhiber la
phosphorylation de la cofiline par LIMK2 et constituent des bases de travail pour
I’élaboration et I’optimisation de la génération suivante de stapled peptides. De fagon
particulierement intéressante, aucun de ces peptides n’a inhibé la capacité¢ de LIMK2 a
s’autophorphoryler. Or, I’autophosphorylation des LIMKS est un mécanisme essentiel a
leur activation et a leur stabilité, comme cela a été évoqué au cours du chapitre | des

Résultats. Par ailleurs, on peut émettre 1’hypothése que les stapled peptides que nous avons
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synthétisés, puisqu’ils ciblent I’interaction protéine-protéine entre les LIMKSs et leur
substrat, sont spécifiques de la phosphorylation de la cofiline par les LIMKSs et qu’ils

n’auront pas d’effet sur d’autres partenaires ou substrat des LIMKSs.

L’hélicité de certains des peptides a été testée en dichroisme circulaire. Cela a
permis de mettre en évidence que les peptides qui n’étaient pas agrafés, et demeuraient
donc linéaires, ne présentaient pas le profil-type d’une hélice a. Les peptides CofiPep 12-
1 et CofiPep 12-3 présentaient un profil intermédiaire, ou les courbes présentaient bien les
deux minimums caractéristiques du spectre de I’hélice a en dichroisme circulaire, mais pas
aux bonnes longueurs d’onde (195 nm et 230 nm, respectivement). Enfin, le peptide double
stapled COFpep-009 présente un profil extrémement proche de ce qui est attendu pour un
peptide structuré en hélice a, avec un maximum autour de 190 nm et deux minimums
autour de 208 nm et de 220 nm. Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature qui
corrélent le nombre d’agrafes et 1’hélicité des stapled peptides. La encore, ce sont des
données trés encourageantes pour le développement de peptides inhibiteurs, puisque 1’on
sait que I’hélicité du peptide va permettre une meilleure résistance a la protéolyse,

perméabilité membranaire et affinité pour sa cible.

Enfin, I’étude par microscopie a fluorescence a permis de mettre en évidence que
le peptide FITC- CofiPep 11-1 était capable de passer la barriere membranaire des cellules
HelLa. Les images suggérent que le peptide n’est pas diffus dans tout le cytoplasme mais
localisé dans un compartiment cellulaire qui pourrait étre le noyau. Pour confirmer cette
hypothése, il faudrait réaliser un co-marquage avec par exemple du Hoechst qui se localise
précisément dans le noyau des cellules. Les conditions dans lesquelles ont été réalisées les
expériences, notamment le fait qu’elles aient été réalisées sur des cellules vivantes et donc
sans possibilité de réaliser une analyse par microscopie confocale, ne permettent pas de
préciser la localisation cellulaire du peptide (cytoplasme ou noyau). Il faudrait alors
envisager des expériences sur cellules fixées avec différents marqueurs de divers
compartiments cellulaires. Etant donné que les LIMKSs et la cofiline sont localisés dans le
cytoplasme et le noyau, la présence du stapled peptide (qui ne posséde pourtant pas de
NLS) dans le noyau n’est pas un probléme. Toutefois, cette expérience a offert de
précieuses informations sur I’efficacité du peptide a passer les barrieres cellulaires, un
critere absolument crucial pour permettre son utilisation en tant que molécule

thérapeutique. Sans possibilité de passer les membranes cellulaires, le peptide ne peut
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jamais atteindre sa cible. Il est donc inutile. D’autres peptides ont depuis été testées, avec
des résultats tres encourageants, notamment pour le peptide COFpep-009 (données non-

montrées).

Les données préliminaires obtenues au cours de cette étude sont extrémement
encourageantes. Elles mettent en évidence ’efficacité de stapled peptides, un type d’agent
thérapeutique novateur et trés prometteur, a empécher de fagon spécifique Ila
phosphorylation par LIMK2 de la cofiline. Cette méthode d’inhibition n’avait encore
jamais été mise au point pour ces protéines. Or, les résultats obtenus en test de
phosphorylation in vitro, et les données complémentaires en dichroisme circulaire et

microscopie a fluorescence mettent en évidence la pertinence de ce projet.

Le potentiel des stapled peptides pour inhiber spécifiquement les LIM Kkinases est
certain et ouvre la voie au développement de thérapies innovantes pour cibler des protéines

jusque-la considérées comme « undruggable ».
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Au cours de mes travaux de thése, j’ai eu I’opportunité d’étudier les LIM kinases
sous deux aspects, a la fois différents et complémentaires 1’un de 1’autre : le fondamental,
a travers 1’étude moléculaire de ces protéines, et 1’appliqué, a travers le développement de

thérapies innovantes les ciblant. La discussion sera donc abordée sous ces deux angles.

Etude moléculaire de la régulation de U'activité
des LIM kinases

Le cytosquelette est un élément essentiel a I’homéostasie cellulaire, et sa
dynamique est au cceur de nombreux phénomenes essentiels a la vie de la cellule. Sans
cytosquelette, pas de cycle cellulaire, pas d’apoptose, pas de différenciation ou encore de
motilité cellulaire [1]. En tant qu’actrices majeures du remodelage du cytosquelette, les
LIM Kinases prennent part a ces nombreux processus cellulaires et leur implication a été
largement étudiée au cours des trente derniéres années [1]. Découvertes respectivement en
1994 et 1995, LIMK1 et LIMK2 appartiennent a de multiples voies de signalisation, les
premiéres décrites etant celles impliquant les GTPases de la famille Rho (Figure 21)
[30,115]. Leur substrat le plus décrit est la cofiline, un facteur de dépolymérisation (Actin
Depolymerizing Factor, ADF) de I'actine. En inhibant la cofiline par phosphorylation de
sa sérine 3, les LIM kinases vont empécher le remodelage des filaments d'actine [60]. Il est
admis que ces protéines jouent également un role dans le remaniement des microtubules,
méme si leur mode d’action et les voies de signalisation associées restent inconnus a ce

jour.
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Figure 21 : Régulation de la cofiline par LIMK1 et LIMK?2, situées en aval des voies de signalisation des
GTPases de la famille Rho.
Figure reprise de Villalonga et al. (2023).

Lorsqu’un acteur aussi important de la vie cellulaire est dérégulé, les systemes
auxquels il prend part le sont aussi. Ainsi, les LIMKs sont impliquées dans de nombreux
phénomenes pathologiques au titre desquels le cancer, les maladies neurologiques, les
neurofibromatoses ou encore les infections virales [1]. Depuis de nombreuses années, les
LIMKS sont considérées comme des cibles pharmacologiques intéressantes, parce qu’elles
offrent un espoir thérapeutique pour les pathologiques pour lesquels il n’existe aucun
traitement, mais également parce qu’elles pourraient constituer une alternative a certaines
des thérapies actuelles [6]. Les thérapies anti-cancéreuses, notamment les taxanes et le
cisplatine, ont des effets secondaires qui viennent drastiquement détériorer la qualité de vie
des patients et qui peuvent engendrer le développement de résistance tumorale [4,5].
Malheureusement, en dépit de leur potentiel et de plusieurs décennies de recherche, les
LIMKSs restent aujourd’hui des impasses thérapeutiques pour lesquelles aucun inhibiteur

de type « petite molécule chimique » n’a passé le stade des essais cliniques [6].

A ce jour, il reste difficile de faire un état des lieux des raisons pour lesquelles les
inhibiteurs des LIMKS ont échoué a aboutir & une mise sur le marché. Certains des résultats
obtenus in vivo sur des modeles de souris se sont avérés treés prometteurs et, malgré cela,
ces études n’ont pas ouvert la voie a des essais cliniques [6,106]. Peut-étre que le fait de

cibler le site actif des LIMK n’est pas une stratégie adaptée a 1’inhibition de ces kinases ?
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Le substrat principalement décrit des LIMKSs est la cofiline, mais 1’étude de la littérature a
montré que ce n’était pas leur seul substrat et que bien d’autres ont été mis en évidence ces
derniéres années, dont certains en lien avec le développement de pathologies [1]. Par
exemple, la protéine CDKG6 est régulée négativement par LIMK1 et LIMK2 [91]. Or,
CDKG6 est une protéine impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire et dont la dérégulation
a été associée au développement de cancers. A ce jour, on ignore si les LIMK régulent
CDKG6 par phosphorylation mais, si ¢’est le cas, qu’advient-il de cette protéine lorsque I’on
inhibe le site actif des LIMK et qu’elles ne sont plus en mesure de la réguler ? Les auteurs
ont en partie répondu a cette question, en montrant notamment que 1’inhibition de LIMK 1
et LIMK2 entrainait une augmentation de 1’expression de CDKG6 [91]. De la méme maniére,
on ignore toujours de quelle maniere les LIMKSs régulent le remaniement des microtubules.
De fait, on ignore aussi les conséquences que peut avoir leur inhibition sur les processus,
absolument cruciaux pour la vie cellulaire, dans lesquels les microtubules sont impliqués
[17].

Ainsi, pour espérer comprendre ce qui freine le développement de molécules
thérapeutiques ou pour mettre au point des thérapies innovantes qui ciblent les LIMKSs de
facon spécifique et efficace, il faut aller plus loin dans le détail de leur mécanisme
moléculaire de fonctionnement et leur implication. C’est cette problématique qui a
constitué le point de départ de mes travaux de these, lesquels visaient a étudier en détail la
régulation des LIMKSs vis-a-vis de leur substrat principal, la cofiline. Ainsi, au cours de ma

these, j’ai mis en évidence un mécanisme de régulation inédit des LIM kinases.

Historiquement, il a été montré dés 2001 que les LIMKs sont activées par
phosphorylation de leur thréonine 505 pour LIMK2 et 508 pour LIMKZ1, par différentes
kinases de la voie des Rho GTPases (ROCK 1 et 2, PAKL, 2 et 4, MRCKa)
[61,68,130,131]. Par la suite, Li et al. ont mis en évidence que la dimérisation et la
transphosphorylation des LIMKSs ont pour conséquence directe I’augmentation de I’activité

et de la stabilité de ces protéines [116].

Au cours de ma these, j’ai montré que ces deux processus d’activation sont
complémentaires et finement orchestrés dans le temps. La phosphorylation des thréonines
505/508 est nécessaire mais pas suffisante pour assurer une activité kinase optimale des

LIMKSs sur la cofiline. La dimérisation des LIMKs médiant leur transphosphorylation est
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un prérequis nécessaire pour permettre leur activation et leur activité sur la cofiline. Les

tyrosines 630/632, de par leur nature aromatique, jouent un réle clé dans ce processus.
D’autres processus de régulation des LIMKSs sont décrits dans la littérature.

En 1996, Hiraoka et al., sous la direction de Kensaku Mizuno (un pionnier trés actif
dans I’étude des LIMKs), ont décrit que les domaines LIM des LIMKS interagissaient avec
leur domaine kinase pouvant ainsi former des diméres en configuration téte-béche ou des
monomeres en se repliant sur elles-mémes. Le rdle fonctionnel de ce processus n’a pas été
élucide a 1’époque (Figure 22) [132]. Trois ans plus tard, la méme équipe de Kensaku
Mizuno a mis en évidence que cette interaction domaines LIM/domaine kinase permet en
réalité de réguler négativement I’activité kinase de LIMK 1. En effet, un mutant tronqué du
domaine LIM de LIMKZ1, ALIM-LIMKZ1, a une activité de phosphorylation de la cofiline
exacerbée (3 a 5 fois plus de phosphorylation) par rapport a la protéine sauvage. Par
ailleurs, la phosphorylation de la cofiline par LIMKZ1 est inhibée de facon dose-dépendante
par ajout du domaine LIM. Ce mutant ALIM-LIMK1 a des effets drastiques sur le
cytosquelette d’actine, avec la formation de structures ponctuées. De méme lorsque les
cystéines des doigts de zinc des domaines LIM sont mutées en glycine, détruisant ainsi la
structure tertiaire du doigt de zinc et donc les interactions associées, 1’activité kinase de ce
mutant sur la cofiline est exacerbée (3 a 7 fois plus de phosphorylation) [133]. La méme
année, Edwards et al. ont corroboré ces résultats en se concentrant sur 1’é¢tude du
cytosquelette d’actine. La délétion du domaine LIM perturbe drastiquement le
cytosquelette d’actine. Par ailleurs, ils ont aussi montré que le domaine PDZ régulait aussi
négativement 1’activité¢ des LIMKs sur le remaniement du cytosquelette d’actine, en
utilisant un mutant PDZ-GL177EA qui abolit les interactions canoniquement décrites des

domaines PDZ avec leurs partenaires [131].
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Figure 22 : Les domaines LIM et les domaines kinases sont capables d’interagir 'un avec Pautre.
L’interaction peut s effectuer via la formation d’homodimeéres ou par repliement de la protéine sur elle-méme. Adapté
de Hiraoka et al. (1996).

Trés récemment, 1’équipe de Titus Boggon, qui avait déja mis en évidence le
mécanisme d’interaction atypique entre le domaine kinase de LIMKI1 et la cofiline, a publié
une ¢tude structurale trés détaillée sur le role du domaine PDZ dans 1’autoinhibition des
LIMKs [134]. Globalement, la conformation du domaine PDZ de LIMK1 et LIMK2
présente un repliement caractéristique des domaines PDZ répertoriés dans la littérature.
Cependant, des spécificités ont été mises en évidence. Notamment, la séquence
caractéristique des domaines PDZ « X - ¢ - G - ¢’ », ou x est n’importe quel résidu et ¢ et
¢’ sont des résidus hydrophobes et qui est impliquée dans leur interaction avec leurs
partenaires, est différente. Le premier résidu hydrophobe ¢ est une arginine, qui est tout de
méme orientée vers le ceeur hydrophobe de la protéine ce qui engendre une conformation
plus souple de cette zone du domaine PDZ qui perd son potentiel d’interaction [134]. Par
ailleurs, cette séquence «x - ¢ - G - ¢’ » correspond au GL177 qu’Edwards et
collaborateurs ont muté dans leur étude de 1999 [108], elle joue donc un réle dans
I’autoinhibition des LIMKs. I serait intéressant de muter 1’arginine pour voir son impact
sur I’activité de phosphorylation des LIMKSs sur la cofiline. De plus, le groupe de Boggon
a mis en évidence un groupe de réesidus tres conserveés présents dans trois brins 3 distincts
éloignés de la séquence prédite d’interaction « X - ¢- G - ¢’ » et formant une zone tres
conservée a la surface de la protéine. Des mutations ponctuelles de ces résidus conserves
exaltent D’activité kinase des LIMKs vis-a-vis de la cofiline dans un test de
complémentation chez la levure [134]. Tous ces éléments structuraux insolites conféerent

au domaine PDZ des LIMKs une activité d’autorégulation négative de leur activité kinase
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vis-a-vis de la cofiline, mais sans élucider clairement un meécanisme moléculaire :
repliement de la protéine, probléme de stabilité, de solubilité, de structuration... Par
ailleurs, on ne sait pas si ces différents parameétres affectent I’activité kinase des LIMKs
vis-a-vis d’autres substrats. Les résultats que j’ai obtenus au cours de ma thése mettent a
jour un processus similaire de régulation des LIMKS : la mutation d’un acide aminé distant
de la boucle d’activation des LIMKs peut avoir un fort impact sur son activation et son

activité sur la cofiline.

D’autres résultats du groupe de Boggon sont aussi particulierement intéressants
quant a la régulation des LIMKs. Dans la voie des Rho GTPases, PAK4 phosphoryle
LIMK1 sur sa Thr508 activant son activité kinase sur la cofiline. Or, dans la littérature
PAK4 phosphoryle tres preférentiellement les sérines. En effet, les auteurs ont montré que
la substitution de la thréonine 508 de LIMKZ1 par une sérine donnait un substrat beaucoup
plus efficacement phosphorylé. Par ailleurs, la conformation de PAK4 pour reconnaitre son
site de phosphorylation Thr508 de LIMK1 n’est pas des plus favorables. L’ensemble de
ces données suggerent que la phosphorylation de la thréonine 508 est suboptimale et
pourrait constituer un mécanisme de régulation des LIMKs spécifique de la voie
Rac/PAK/LIMK [135].

Par ailleurs, Dong et al. (2012) ont montré que I’interaction entre LIMKI et la
protéine Tropomyosin-related Kinase B (TrkB), elle-méme induite par la protéine Brain-
Derived Neurotrophic Factor (BDNF), entraine la dimérisation de LIMK1 [136]. Cette
dimérisation permet la phosphorylation de LIMKZ1, laquelle est indépendante de la fonction
kinase de TrkB. Elle permet également sa stabilisation, par la diminution de sa degradation,
ainsi que 1I’augmentation de son activité kinase sur la cofiline. Les auteurs suggéerent que
I’homodimérisation de LIMK1 pourrait induire sa transphosphorylation et donc permettre
son activité sur la cofiline [136]. Ces travaux décrivent des mécanismes d’activation des
LIMKSs similaires & ceux que nous avons mis en évidence dans cette these. De fagon
intéressante, leurs resultats suggerent que la dimeérisation et transphosphorylation de
LIMK1 pourrait étre induite par I’un de ses partenaires, ce qui n’avait encore jamais été

montré auparavant.

D’autre part, les LIMKs sont situées au cceur d’un vaste réseau d’interactions
protéine-protéine et la nature de leur interaction avec certains de leurs partenaires n’est pas

encore parfaitement élucidée [1]. D’autres partenaires sont en mesure de phosphoryler les
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LIMKSs, avec pour conséquence la modulation de leur activité. C’est notamment le cas de
la protéine AURKA qui phosphoryle LIMK2 sur ses sérine 283, thréonine 494 et thréonine
505 ce qui augmente son activité kinase sur la cofiline, la ségrégue dans le cytoplasme et
la stabilise en empéchant sa dégradation via le systéme ubiquitine/protéasome [117]. Le
groupe de Shah a étudié la régulation des LIMKSs via le systeme ubiquitine/protéasome
notamment dans le cancer de la prostate [88,89,137,138]. Lim et al. (2007) ont montré que
la protéine Parkin, qui agit comme une E3 ubiquitine ligase, permet 1’ubiquitination de
LIMK1 et une diminution de la phosphorylation de la cofiline dans les cellules BE(2)-M17
dérivées de neuroblastome [102]. Aussi, il serait intéressant d’explorer plus avant le role

de I’ubiquitination dans la régulation de 1’activité des LIMKs.

Nos résultats s’inscrivent parfaitement dans I’ensemble de ces données de la
littérature et dans la complexité de la régulation des LIMKSs laquelle comporte encore de
nombreuses parts d’ombre. Ils apportent une nouvelle pierre a cet édifice en démontrant
que la dimérisation et la transphosphosphoryaltion des LIMKSs est un prérequis a leur
phosphorylation sur la thréonine de leur boucle d’activation et a leur activité subséquente

sur la cofiline.

Une question reste toutefois en suspens : de quelle maniére la dimérisation et la
transphosphorylation des LIMKSs influencent la phosphorylation de la thréonine 505/508,

P’activation des LIMKSs et leur activité sur la cofiline ?

Le processus que j’ai mis a jour fait intervenir I’extrémité C-terminale de ces
protéines et plus précisément la tyrosine 632/630, un acide aminé situé¢ a I’extrémité de
I’hélice a C-terminale des LIMKSs, moins de dix résidus avant la fin de leur extrémité C-

terminale (Figure 23).
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Figure 23 : Représentation 3D de I'extrémité de LIMK2 avec zoom sur la tyrosine 630.
Image générée avec AlphaFold, a partir de sept structures de LIMK?2 disponible sur PDB d’apres la référence P53671.
La tyrosine 630 est indiquée par une téte de fleche noire.

Le mécanisme moléculaire par lequel agit cet acide aminé dans la dimérisation des

LIMK ainsi que I’effet de leur transphosphorylation sur leur activation restent a élucider.

L’analyse des différentes structures des LIMKs présentes dans la PDB par notre
collaboratrice Samia Aci-Séeche a mis en évidence que les Y630/Y632 pouvaient adopter
deux orientations différentes (Figure 24) et qu’il existait une tres forte corrélation entre la
position de ces tyrosines et la position de I’hélice aC. Or, chez certains kinases, EGFR et

B-Raf, cette hélice est connue pour médier des dimérisations [139,140].

Figure 24 : La tyrosine 632/630 s’oriente différemment sur les structures de LIMK1 et LIMK2.
Image générée avec AlphaFold, a partir de dix structures de LIMK1 disponibles sur PDB d’apres la
référence P53667 (a gauche) et sept structures de LIMK?2 disponible sur PDB d’apres la référence P53671
(a droite).

On peut aussi imaginer que la Y632/Y630 jouerait un réle dans la structure-fonction
des LIMKSs en assurant le repliement correct de 1I’extrémité C-terminale de ces protéines et

en permettant ’interaction de 1’hélice a au bout de laquelle elle se situe (hélice aJ) avec
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I’hélice o avec laquelle est en contact (hélice aG). Cette structure serait elle-méme cruciale
pour la dimérisation des protéines, leur transphosphorylation, leur activation et leur activité
sur la cofiline. Sur les structures disponibles sur AlphaFold, la Y632 de LIMK1 se situe en
face d’une leucine, la L567, tandis que la Y630 de LIMK2 se situe en face d’une valine, la
V560 (Figure 25). Ces acides aminés sont tous des acides aminés hydrophobes. Or, il est
admis que les interactions hydrophobes, et donc ces acides aminés, jouent un réle crucial
dans 1I’établissement et la stabilité de la structure tertiaire des protéines [141,142]. Il n’est
pas impossible d’envisager que la longueur de la chaine latérale et le cycle aromatique de
la tyrosine, que nous avions conservé lorsque nous 1’avons muté en phénylalanine mais pas

lorsque nous 1’avons muté en alanine, joue un role dans cette interaction hydrophobe.

Q _
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Figure 25 : Représentation 3D de I’extrémité C-terminale des LIMKSs avec zoom sur la tyrosine 632/630.
Image générée avec AlphaFold, a partir de dix structures de LIMKZ1 disponibles sur PDB d’aprés la
référence P53667 (a gauche) et sept structures de LIMK?2 disponible sur PDB d’apres la référence P53671
(a droite). La tyrosine 630 est indiquée par une téte de fleche noire. La valine 560 est indiquée par une téte
de fleche rouge. La leucine 567 est indiquée par une téte de fleche verte.

Au cours de notre étude, nous avons également mis en évidence que la
transphosphorylation était un processus indispensable a ’activation de la protéine. La
question que 1’on peut se poser est la suivante : est-ce que la transphosphorylation des
LIMKSs pourrait avoir un impact sur leur structure et leur activation subséquente ? 1l a été
décrit dans la littérature que les modifications post-traductionnelles, et plus
particuliecrement la phosphorylation, étaient capables d’induire des changements
structuraux a I’échelle locale (6 A) et globale d’une protéine [143,144]. Il est donc tout &
fait possible d’envisager que la transphosphorylation des LIMKSs entrainerait un
changement de structure des LIMKSs, et ce changement serait d’autant plus important que
le nombre de résidus phosphorylés augmente. Ce changement de structure serait nécessaire

pour permettre leur activité sur la cofiline en rendant par exemple accessible la T505 pour
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permettre sa phosphorylation et I’activation subséquente de la protéine ou en levant
I’inhibition des domaines LIM et PDZ sur le domaine kinase. La résolution de la structure
tridimensionnelle de LIMK2 sauvage et des mutants Y630A/Y630F, avec un focus sur leur
extrémité C-terminale pourraient offrir de pistes de réflexion sur le role de cette tyrosine
dans la structuration de 1’extrémité C-terminale des LIMKSs. Au cours de ma thése nous
avons été en lien Sebastian Mathea du Buchmann Institute for Molecular Life Science a
Francfort, cristallographe spécialiste des LIMKs (qui a publié plusieurs structures des
LIMKSs en complexe avec des inhibiteurs ou la cofiline et avec lequel I’équipe collabore
déja avec Sylvain Routier et Pascal Bonnet dans le cadre des recherches sur la découverte
de nouveaux inhibiteurs petites molécules chimiques) dans le but de résoudre ces
structures. Nous avons envoyé les plasmides de nos différents mutants. Malheureusement,

les travaux de cristallisation n’ont pas aboulti.

De la méme fagon, 1’étude en cristallographie aux rayons X du dimere LIMK/LIMK
permettrait de mettre lever un certain nombre d’interrogation sur la maniére dont les
LIMKSs interagissent I’une avec 1’autre et permettraient de donner des indications sur la
localisation des sites possibles de transphosphorylation. Par ailleurs, [I’étude
phosphoprotéomique, et la mise en évidence de ces sites, est une étape indispensable a la
compréhension du mécanisme de régulation des LIMKSs par transphosphorylation. Cette
étude en phosphoprotéomique pourrait par ailleurs se confronter a la bioinformatique
puisque des ¢tudes font état de la possibilité de prédire les sites de phosphorylation d’une

protéine grace a I’apprentissage automatique (Figure 26) [145-147].
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Figure 26 : L’outil NetPhos permet de faire des prédictions des sites de phosphorylation possibles de LIMK?2.
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Enfin, de fagon tout a fait intéressante, j’ai pu montrer que ce processus était
spécifique de la phosphorylation de la cofiline. En effet, les mutants de LIMK non-actifs
sur la cofiline sont toujours en mesure de phosphoryler MBP, un substrat universel des
kinases. Ce résultat signifie que le site actif de ces protéines est toujours fonctionnel et que
la perte d’activité kinase est spécifique de la cofiline. Ainsi, non seulement ces résultats
ont permis de mettre en lumiére un nouveau mode d’activation des LIM kinases, préalable
a la phosphorylation de la T505 et indépendant d’elle, mais ils ont également mis en
évidence que la phosphorylation de la cofiline passait peut-étre par un mécanisme
spécifique qui n’était pas partagé par les autres substrats des LIMKS. Un résultat d’autant
plus intéressant qu’il pourrait permettre de mettre au point des inhibiteurs spécifiques de la
voie de signalisation LIMK/cofiline, impliquée dans le remodelage du cytosquelette
d’actine, et ce sans impacter les autres partenaires de LIMK et des potentielles voies de

signalisation associees.

Mes résultats ont permis de répondre a certaines questions concernant la régulation
des LIMKSs, des kinases trés atypiques et fascinantes. Mais le champ d’investigation reste

vaste et finalement, suite a mon travail, de nombreuses autres questions se posent encore.
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Vers la mise au point d’une nouvelle méthode
d’inhibition des LIM kinases

Nous I’avons vu au cours de la section précédente, il reste des zones d’ombre quant
aux déterminants moléculaires nécessaires a 1’activité des LIM kinases sur leur substrat, la
cofiline. Par ailleurs, ces protéines sont impliquées dans des interactions avec de nombreux
partenaires et appartiennent & de multiples voies de signalisation, dont certaines n’ont pas
encore eté parfaitement élucidées. Dans ces conditions, mettre au point des methodes
d’inhibition originales et spécifiques de la voie LIMK/cofiline peut s’avérer étre un

véritable défi.

La pierre angulaire du projet « Stapled Peptides » est la résolution, en 2016, de la
structure en cristallographie du complexe d’interaction entre LIMK1 et la cofiline, et que
nous avons décrit en détail dans le paragraphe III de I’introduction. Les auteurs, Hamill et
collaborateurs, ont décrit ce mécanisme de reconnaissance comme jamais vu auparavant.
En effet, cette interaction trés atypique ne repose pas sur la reconnaissance de séquences
linéaires situées de part et d’autre du site phosphoaccepteur, ce qui est classiqguement
observé dans la reconnaissance kinase/substrat. La sérine 3 de la cofiline, située tout au
bout de I’extrémité N-terminale de la protéine, est basculée directement dans le site actif
sans qu’il y ait de reconnaissance particuliere entre les résidus qui I’entourent et le site actif
de LIMKZ1. Le distal docking entre le sillon de LIMKZ1 et I’hélice a5 de la cofiline ne permet
pas seulement une meilleure reconnaissance entre les deux partenaires, comme c’est
classiquement le cas pour la reconnaissance entre kinase et substrat, mais prend réellement
part au phototransfert en permettant la bascule de la sérine 3 dans la bonne position, au
ceeur du site actif de LIMKI1. C’est cette interaction trés atypique, et notamment
I’implication particuliere de 1’hélice a5 de la cofiline, qui a fait naitre 1’idée de mettre au
point des stapled peptides pour inhiber spécifiguement 1’interaction entre les LIMKS et la

cofiline.

Les stapled peptides sont des peptides courts (10 a 20 acides aminés) dont certains
des acides aminés sont modifiés afin d’introduire une agrafe ou staple qui va les rigidifier,

induire leur structuration en hélice a,, augmenter leur capacité a traverser les membranes et
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leur conférer de meilleures propriétés pharmacologiques, notamment en augmentant leur

biostabilité.

La stratégie utilisée pour I’¢laboration de ces stapled peptides tire profit de la
grande réactivité de la fonction thiol des chaines latérales des cystéines vis-a-vis d’un bis-
électrophile. Cette particularité rend la réaction entre la cystéine et I’agrafe tres sélective
en plus d’étre réalisable a pH physiologique et dans des solvants a base d’cau, compatibles
avec le vivant [53]. Cette méthode a également 1’avantage d’utiliser un acide aminé
protéinogeéne, la cystéine, qui s’incorpore aisément dans une structure peptidique ou
polypeptidique (en comparaison d’autres acides aminés non-naturels comme ceux utilisés
pour la mise en place des agrafes de type lactame et hydrocarbure) [53]. Toutefois, cette
méthode présente également des désavantages. Plusieurs études montrent notamment
qu’elle est moins efficace pour stabiliser les hélices a que d’autres méthodes d’agrafage
[148-150]. Par ailleurs, la liaison thioether formée entre la cystéine et 1’agrafe peut étre
convertie en sulfoxyde sous certaines conditions (oxydatives, notamment) ce qui peut avoir
un impact sur la structure du peptide, en particulier son hélicité et son activité [53,151].
Néanmoins, ce propos est a nuancer. Moiola et al. (2019) avance que cette conversion
pourrait par exemple augmenter la solubilité des peptides dans 1’eau en changeant leur
polarité, ce qui serait un avantage dans le cas de peptides tres hydrophobes. Cependant, des
données théoriques déterminent que les agrafes de type « cysteine crosslinking » ont un
moins bon potentiel de désolvatation que d’autres agrafes (comme les ponts lactames)
[151]. Or, la désolvatation est une étape essentielle pour permettre la pénétration d’un
composé au travers de la membrane cellulaire [48]. Cette méthode d’agrafage a toutefois
I’avantage d’étre compatible avec de nombreuses agrafes disponibles dans le commerce,
de nature chimique parfois tres différente, ce qui permet de générer facilement une grande
variété de peptides. A ce titre, Fairlie et Dantas De Araujo (2016) relévent que la nature
chimique de 1’agrafe joue un réle crucial sur les propriétes biophysiques des peptides [53].
Au cours de notre étude, nous avons pu observer que les peptides CofiPep 12-3 et 12-4, qui
ne différent que par la nature de leur agrafe (p-xylyléne et m-xylyléne, respectivement), ne
présentaient pas du tout la méme activité sur LIMK2. Ce résultat peut &tre mis en paralléle
d’une autre étude qui fait état d’une observation similaire. Crone et al. (2020) ont géneré
neuf peptides en changeant la disposition de 1’agrafe et son isomérie (méta, ortho ou para).
Ils ont montré qu’il existait, pour leurs peptides, une différence significative de constante

de dissociation (Kp) avec des agrafes de type cystéine/bis-électrophile dont le noyau
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aromatique était en conformation méta/ortho ou para. De fagon trés intéressante, les
auteurs décrivent que I’agrafe de conformation p-xyléne diminuait I’hélicité de leurs
peptides en dichroisme circulaire en particulier lorsqu’elle était placée sur la deuxiéme
heptade de la séquence du peptide. Les auteurs en concluent que le p-xyléne est trop gros
pour permettre la formation d’une hélice a idéale [152]. Ces résultats mettent en évidence
qu’une attention particuliére doit étre apportée a la nature de 1’agrafe chimique. Outre les
données empiriques, une fagon de déterminer I’effet d’une agrafe sur la structure du peptide
et/ou sa capacité a interagir avec sa cible peut étre I’utilisation de la modélisation
moléculaire du complexe entre les partenaires peptide agrafé et leur cible.

Parmi les treize peptides testés, cing peptides (dont CofiPep 12-3) n’ont eu aucun
effet sur la capacité de LIMK2 a phosphoryler la cofiline. Les peptides linéaires non-
agrafés, CofiPep 00-1 et CofiPep 00-2, n’ont démontré aucune capacité a inhiber LIMK2
dans notre test de phosphorylation in vitro. Dissociés du reste de la protéine, et des
interactions imposées par la structure tertiaire, les peptides ont tendance a perdre leur
conformation native lorsqu’ils sont mis en solution [46]. Ces observations sont a mettre en
paralléle des résultats obtenus par Vincent Aucagne en dichroisme circulaire et qui
montrent que les peptides non-stapled constitués seulement de la séquence native de la
cofiline ne présentent pas le spectre dichroique typique des hélices a mais une
conformation totalement déstructurée [128]. Etant donné I’importance de 1’hélice a5 de la
cofiline pour son interaction avec LIMK, et au vu des résultats, on peut estimer que la
structuration en hélice o des stapled peptides est indispensable pour assurer une inhibition
efficace des LIMKSs. Les peptides CofiPep 91-1 et 91-2 n’ont pas non plus montré de
capacite a inhiber I’activité de LIMK2 sur la cofiline. Or, ces peptides sont de type i, i+7.
Ce résultat est surprenant, parce que la position 1, i+7 est 'une des plus communément
utilisées dans le cadre du développement de stapled peptides et elle a montré des résultats
particulierement intéressants dans des études précédentes [47,150,153]. Par ailleurs, il est
admis que I’isoleucine, parce qu’elle contient un deuxieme carbone asymétrique (carbone
B), fait partie des résidus qui ont tendance a déstabiliser les hélices o [154]. La substitution
1124C devrait, théoriqguement, induire une meilleure hélicité du peptide et, potentiellement,
une meilleure activité, ce qui va a I’encontre de ce qui a été observé. Néanmoins, ces
peptides comportent également des agrafes de nature chimique différente et qui n'ont pas
été testées par ailleurs avec d’autres peptides. Il est donc difficile de réellement conclure

sur les resultats observés pour les peptides CofiPep 91-1 et 91-2.
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Pour ceux qui ont été testés en dichroisme circulaire, les single stapled peptides
présentaient une hélicité supérieure aux peptides linéaires. En accord avec les données de
la littérature, les peptides double stapled présentaient une hélicité encore plus importante,
avec un profil dichroique tres proche de ce qui est attendu pour une hélice a [54,55,155].
Il est admis que I’hélicité des peptides est a corréler avec leur capacité a pénétrer la
membrane des cellules [48,156]. Plusieurs peptides, dont le peptide CofiPep 11-1, présenté
dans le chapitre 1l des résultats, ont été fusionnés au fluorophore FITC et testés en
microscopie a fluorescence pour leur capacité a pénétrer les cellules. Les résultats obtenus
semblent indiquer que certains peptides sont capables de pénétrer la membrane cellulaire
de cellules HeLa. Néanmoins, les conditions d’expérience (sur des cellules vivantes, non-
fixées, sans marqueur du noyau de la cellule) n’ont pas permis de déterminer avec plus de
précision si leur localisation était limitée au cytoplasme ou si le marquage FITC co-
localisait avec le noyau de la cellule ou avec un autre compartiment cellulaire. Par ailleurs,
il serait intéressant de quantifier la fluorescence des cellules pour évaluer et comparer la
capacité des différents stapled peptides a pénétrer la membrane plasmique. Une étude
complémentaire en cytométrie en flux pourrait permettre de déterminer si les double
stapled peptides montrent une meilleure capacité a passer la membrane cellulaire que les
single stapled peptides. Par ailleurs, une étude sur d’autres types cellulaires pourrait
s’avérer intéressante. Par exemple, dans le cadre du développement d’un peptide a visée
thérapeutique, il pourrait étre intéressant d’étudier la pénétrabilité des peptides sur des
modéles cellulaires spécifique comme les modéles glioblastomes (par exemple U251 ou
uU87), cancer du sein (MCF-7) ou neurofibromatoses (CRL-3387), puisqu’on sait que les
LIMKSs sont impliquées dans le développement de ces pathologies et qu’elles constituent

les cibles thérapeutiques d’intérét.

Huit peptides ont montré une efficacité importante a inhiber I’activité de LIMK2
en test de phosphorylation in vitro. Ces mémes peptides n’ont pas affecté
I’autophosphorylation de LIMK2, ce qui signifie que le site actif des LIM kinases est
toujours fonctionnel. Nous avons abordé dans la discussion dédiée a 1’étude moléculaire
des LIMKS que ces protéines étaient impliquées dans de nombreuses interactions
protéine/protéine, dont certaines n’ont pas encore été pleinement identifiées, et qu’elles
jouent un réle crucial dans de nombreuses voie de signalisation régulant les processus
cellulaires [1]. Dans la plupart des cas, les interactions entre les LIMKS et leurs partenaires

font intervenir leur fonction de kinase [1]. Nous avons émis I’hypothése que cibler le site
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actif de ces protéines pouvait étre préjudiciable aux fonctions qu’elles exercent au sein de
la cellule. Or, nous avons ici des inhibiteurs d’une génération nouvelle qui ne ciblent pas
le site actif des LIMKs mais leur interaction spécifique et trés atypique avec I’un de leurs
partenaires, la cofiline. Les tests de phosphorylation in vitro que j’ai menés ont d’ailleurs
montré que la capacité d’autophosphorylation de LIMK?2 n’était pas affectée. Quid des
autres substrats des LIMKs ? Pour répondre a cette question, nous pourrions réaliser le test
de phosphorylation in vitro en présence d’un autre substrat de LIMK. La protéine MBP,
par exemple, a permis de montrer au cours de notre étude moléculaire que la mutation de
la Y630 en alanine n’affectait pas la capacité de LIMK?2 a phosphoryler d’autres cibles que
la cofiline. Cette protéine pourrait étre utilisée exactement de la méme maniére mais, cette
fois, en présence de nos stapled peptides. De cette maniére, on pourrait déterminer si
I’inhibition de LIMK2 est bien cofiline-spécifique. Par ailleurs, il serait intéressant de tester
I’activité des peptides in cellulo, puisque les tests de phosphorylation in vitro, ou 1’on
travaille sur des protéines purifiées/immunoprécipitées, ne rendent pas bien compte de la
réalité biologique. Par exemple, les peptides pourront étre incubés directement avec les
cellules, le lysat des cellules sera analysé par western-blot en utilisant des anticorps anti-

phospho-cofiline et anti-cofiline.

Dans le cadre du développement d’une molécule thérapeutique, il est nécessaire de
déterminer rapidement et précisément la capacité d’un inhibiteur a interagir avec sa cible
(target engagement). Ce tri initial (screening) est déterminant pour I’avancée des études
cliniques et souvent une étape préalable a toute étude biologie (étude d’activité, toxicité,
clairance...). Comme cela a été abordé dans le chapitre d’introduction qui lui est dédié, la
thermophorése a micro-échelle (MST) serait une méthode de choix pour mener a bien le
screening de I’interaction de molécules thérapeutiques, comme les stapled peptides, avec

leur cible.

Ces travaux sur les stapled peptides ont permis de constituer un ensemble solide de
données preliminaires pour déposer un projet ANR, actuellement en phase 2 pour la

deuxiéme année consécutive.
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Conclusion générale
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CONCLUSION GENERALE

Lorsque j’ai commencé mon doctorat, I’étude moléculaire de la régulation des LIM

kinases, LIMK1 et de LIMK2, constituait le cceur de mon sujet.

Les LIMKSs sont régulées de multiples facons. Toutefois, il est décrit dans la
littérature que leur activation se fait principalement par la phosphorylation de la thréonine
505, elle-méme assurée par des kinases situées en amont de leurs voies de signalisation. A
I’issue de ma thése, j’ai mis a jour un nouveau mécanisme de régulation de I’activité de ces
protéines sur leur substrat principal, la cofiline. J’ai montré que la phosphorylation sur la
thréonine 505 était nécessaire mais pas suffisante pour assurer une activité kinase optimale
des LIMKSs sur la cofiline. La dimérisation et la transphosphorylation des LIMKS sont deux
processus fondamentaux pour permettre, d’une part, la phosphorylation de la thréonine 505
et, d’autre part, leur activité sur la cofiline. La tyrosine 630, un acide aminé situé tout au
bout de I’extrémité C-terminale et dont le réle n’a pas encore été pleinement élucidé est

crucial pour que ces processus aient lieu.

Ces travaux, qui s’inscrivent dans 1’étude approfondie des systemes de régulation
des LIMKSs découverts il y a prés de trente ans, constituent, je ’espére, un pas de plus vers

la compréhension pleine et entiére de leur fonctionnement moléculaire.

L’étude moléculaire du fonctionnement des kinases est le socle sur lequel se
construisent la recherche et le développement de molécules a visée thérapeutique. J’ai eu
la chance extraordinaire de pouvoir prendre part aux deux aspects de 1’étude de ces
protéines, en menant de front 1’étude moléculaire de leur régulation et en prenant part au
développement de molécules thérapeutiques qui les ciblent. Ce second projet a été mené
en collaboration avec 1’équipe « Protéines de Synthése et Chimie Bioorthogonale » du
CBM dirigée par Vincent Aucagne. Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence
des inhibiteurs d’un genre nouveau, des stapled peptides, qui inhibent les LIMKSs en ciblant
de facon trés spécifique leur interaction avec la cofiline. Parmi les treize peptides testés,

j’ai montré que huit d’entre eux avaient une activité sur LIMK?2.

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont un espoir pour le développement
de thérapies ciblant les LIM kinases, des protéines qui, bien qu’aucun inhibiteur les ciblant
n’ait abouti @ une mise sur le marché, demeurent encore aujourd’hui des cibles

thérapeutiques d’intéreét.

161



En conclusion, ce travail de recherche doctoral a permis d'apporter des
contributions significatives a la compréhension du fonctionnement des LIM kinases et au
développement de thérapies les ciblant. Elles constituent une base solide pour des

recherches futures visant ces protéines.

Sur une note plus personnelle, je suis extrémement fiere du travail mené au cours
de ces quatre derniéres années, de ce voyage dans le monde passionnant et déroutant des
LIM kinases. Un voyage un peu frustrant, aussi. Parce qu’a chaque question a laquelle j’ai
répondu au cours de cette thése, plein d’autres Se sont posées — avec leur lot

d’incompréhensions et, parfois, d’émerveillement.

Aussi, je terminerai par cette citation de Marie Curie :

« Je suis de ceux qui pensent que la science est d'une grande beauté. Un scientifique dans
son laboratoire est non seulement un technicien : il est aussi un enfant placé devant des

phénomenes naturels qui I'impressionnent comme des contes de fées. »
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ANNEXES

Annexe 1: La Thermophorése a Micro-Echelle (MicroScale
Thermophoresis, MST), un nouvel outil d’analyse des
interactions entre biomolécules

Au cours de ma thése, j’ai contribué au développement d’une nouvelle méthode d’analyse
de I’interaction entre les LIMKSs et des inhibiteurs petites molécules par Thermophorése a
Micro-Echelle, en collaboration avec 1’équipe de chimie analytique de I’'ICOA (R. Nehmé
et R. Nasreddine) via I’encadrement d’une stagiaire de Master 2. Ces études sont précieuses
car dans 1’équipe sont aussi développés des inhibiteurs « petites molécules » des LIMKS
en collaboration avec les équipes de chimie médicinale de I’'TCOA (S. Routier et K. PIé) et
de chémoinformatique (P. Bonnet et S. Aci-Seche) dans le but de concevoir de nouvelles
thérapies ciblant les LIMKSs. In fine, le but de cette étude en thermophorese est de pouvoir
cribler a quasi-haut débit des librairies de composés (petites molécules chimiques, peptides,
protéines) pour mettre en évidence des molécules qui interagissent avec les LIMKS et qui
pourraient potentiellement influencer leur activité, soit en inhibant leur activité kinase, soit
en bloquant leur interaction avec leurs partenaires (stratégie de Protein/Protein Interaction

disruption).

Ma contribution dans cette étude a été remise en cause par Reine Nehmé a la toute fin de
la rédaction de ma thése. Aussi, j’ai d supprimer cette partie « MST » de mon manuscrit
pour le soumettre dans les temps et ne pas compromettre ma soutenance. Le Comité a
I'Intégrité scientifique et a la Déontologie de la Recherche (CIDR) de I’université d’Orléans
a alors été saisi. Par arbitrage du CIDR en date du 21 juin 2024, il a finalement été décidé
que ma contribution dans ces travaux était effective et que je serai associée aux publications
qui en découlent. Je remercie chaleureusement les membres du comité pour avoir fait valoir
ma participation a ces travaux. Mes rapporteurs ont souhaité que cette partie « MST » soit
réintégree dans mon manuscrit final en Annexe. Cette Annexe 1 correspond donc a cette
partie « MST ». Il y sera présenté 1’introduction/étude bibliographique, les résultats et la

conclusion de ces travaux.
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I.  Introduction/Etude bibliographique : La Thermophorese a Micro-
Echelle (MicroScale Thermophoresis, MST), un nouvel outil
d’analyse des interactions entre biomolécules

I.1.  Principe de la thermophorese, ou effet Soret

La thermophoréese (du grec thermos « chaud » et phoresis « port, portage », aussi
appelée thermodiffusion, thermomigration, effet Soret, ou encore effet Ludwig-Soret) est
un phénomene physique correspondant au mouvement de particules lorsqu’elles sont
soumises a un gradient de température, typiquement du chaud vers le froid pour les
particules lourdes (effet Soret positif) et du froid vers le chaud pour les particules légéres
(effet Soret négatif). Durant tout ce temps, la thermophorese va entrer en compétition avec
le phénomeéne de diffusion de la matiére qui tend a homogénéiser la composition du milieu,
entrainant une diffusion des régions les plus concentrées vers les moins concentrées. Le
principe de thermophorése est connu depuis longtemps, puisque les premieres observations
du phénoméne sur des mélanges gazeux remontent au milieu du XIX®™ siécle. Le
chercheur allemand Carl Ludwig a été le premier a décrire la thermophorése sur des
mélanges liquides [157]. Mais il aura fallu attendre vingt ans et les travaux de Charles Soret
sur 1’eau saline pour avoir une description exhaustive du phénomeéne auquel on donna son
nom [158]. Cependant, aujourd’hui encore, les mécanismes thermodynamiques expliquant

le principe de la thermodiffusion en milieu liquide sont sujets a débat.

La thermophorese, qui a été largement étudiée pour ses applications en chimie et
en physique des matériaux, a connu un regain de popularité a partir des années 2000 de par
son utilisation pour I’analyse du comportement de particules complexes comme les
biomolécules. En 2002, Braun et Libchaber décrivaient le comportement de 1’ADN
plasmidique en solution lorsqu’il était soumis a un gradient de température provoqué par
I’application locale d’un laser : dans une chambre a température ambiante, ’ADN va fuir
la zone chaude et s’accumuler au niveau de la zone froide en grande concentration. A
I’inverse, dans une chambre froide, on observe le phénomene inverse et I’ADN va se

réfugier au niveau des zones chaudes [159].

Piazza et ses collaborateurs furent, quant a eux, les premiers a appliquer le principe

de thermophorése a des protéines en solution. Ils mirent notamment en évidence que le
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comportement de lysozymes soumis a un gradient de température différait de celui de
particules plus simples. Si les protéines présentent un caractere « thermophobe » lors de
I’établissement du gradient de température, elles deviennent « thermophiles » lorsque celle-
ci diminue. Les auteurs soulignent alors le role des interactions faibles, et notamment les
interactions hydrophobes, dans le comportement de biomolécules complexes lors de la
thermophorése [160].

Il est aujourd’hui communément admis que la thermophorése est un effet
thermodynamique local extrémement sensible qui dépend de plusieurs paramétres tels que
la taille de la molécule, sa charge ou encore sa sphére d’hydratation. Ces paramétres
peuvent eux-mémes varier en fonction de I’environnement microscopique de la molécule :
il a, par exemple, été mis en évidence I’'importance cruciale du choix du solvant dans les
analyses en thermophorése, mais également 1’état libre ou li¢ de la molécule voire sa
conformation. Ces découvertes ont été cruciales dans 1’utilisation de la thermophorése pour
les études d’interaction entre biomolécules, qui a connu une explosion ces derniéres années

grace a la mise au point de la thermophorése a micro-échelle [161-164].

1.2. Lathermophorese a micro-échelle

1.2.1. Principe
La thermophorése a micro-échelle (MicroScale Thermophoresis, ou MST) est une

application du principe de thermophorése a 1’analyse quantitative d’interactions entre
molécules. Elle permet de mesurer le mouvement de molécules fluorescentes soumises a
un gradient de température de quelques degrés Kelvin (2 a 6) créé par 1’application locale
d’un laser infrarouge, et ce a 1’échelle microscopique (Figure 27). Le mouvement
thermophorétique dépend de plusieurs parametres physiques au nombre desquels la taille
de la molécule et sa sphére d’hydratation, et il est perturbé par les interactions moléculaires.
Ainsi, une molécule libre aura un mouvement thermophorétique différent de celui d’une
molécule liée a un ligand, ce qu’il est possible de quantifier du fait de la sensibilité de la
technique. Depuis sa mise au point par NanoTemper [162], la MST a connu de nombreuses
applications dans le domaine de la recherche en sciences de la vie, en facilitant I’analyse
de I’interaction entre biomolécules mais également ’interaction entre biomolécules et
molécules synthétisees chimiquement, ce qui a notamment ouvert la voie a son utilisation

en screening pharmacologique [165].
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La MST dispose de nombreux avantages en comparaison des autres méthodes
d’analyse d’interactions biophysiques telles que la résonance plasmonique de surface
(Surface Plasmon Resonance, ou SPR), le titrage calorimétrique isotherme (Isothermal
Titration Calorimetry, ou ITC) ou encore la diffusion dynamique de la lumiere (Dynamic
Light Scattering, ou DLS). Elle montre également des avantages consequents par rapport
aux méthodes biochimiques classiques telles que I’ELISA, le FRET ou le Western-Blot
[161,166].

La MST est une méthode d’analyse quantitative entiérement optique, qui requiert
simplement que 1’'un des partenaires de Il’interaction soit capable d’émettre de la
fluorescence sous une lumicre d’excitation émise dans I’alignement du laser IR. Pour cela,
plusieurs possibilités existent. La molécule peut étre couplée a un fluorophore de fagon
extrinséque, comme dans le cas des protéines recombinantes ou la protéine d’intérét est
fusionnée a une autre protéine auto-fluorescente, ou bien par couplage chimique d’un
fluorophore a la protéine d’intérét purifiée. Par ailleurs, une méthode label-free permet de
tirer profit de la fluorescence intrinséque des protéines riches en acides aminés aromatiques
(tyrosine, phénylalanine, tryptophane) pour 1’analyse de [I’interaction avec leurs
partenaires, cette protéine étant purifiée [161,163,166]. Pour la suite de ce chapitre, la

molécule couplée a un fluorophore sera dénommée molécule-cible.

De nombreux tampons sont compatibles avec 1’¢tude en MST, ce qui rend
avantageuse 1’utilisation de cette méthode, permettant I’analyse de cibles de nature variée.
Lorsque I’on suit la fluorescence extrinséque de la molécule-cible (protéine de fusion ou
couplage chimique d’un fluorophore), I’analyse peut s’effectuer directement a partir de
sérum ou de lysat cellulaire, ce qui permet de s’affranchir des étapes parfois délicates de
purification. A contrario, lorsque I’on suit la fluorescence intrinséque de la molécule-cible
(autofluorescence des acides aminés aromatiques), il est nécessaire qu’elle soit purifiée
[161,163,167,168]. La MST requiert également une quantité trés faible d’échantillon,
puisque 1’analyse se fait directement dans des capillaires d’une contenance de quelques
microlitres [166], et ne requiert pas de concentrations élevées de la molécule-cibles car
cette technique est trés sensible. Enfin, parce qu’elle se fait directement en solution,
I’analyse en MST ne nécessite pas I’immobilisation de la molécule-cible, ce qui permet de

préserver sa conformation et d’assurer 1’intégrité des interactions moléculaires. On peut
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ainsi déterminer la constante de dissociation du couple étudié (Kp) de fagon plus précise et
pertinente, et dans des conditions plus physiologiques [161,168].

Appareil a MST

Laser IR/
- LED d'excitation

Frorm (%)

| Termgs (s)

Signal MST

Y Sens de lecture

Capillaires contenant les
complexes molécule
fluorescente/ligand

Figure 27 : Principe de la Thermophorese a Micro-Echelle (MST).
Des capillaires contenant le complexe molécule fluorescente/ligand sont chauffés sous l’effet d 'un laser infra-rouge
(IR). Une LED vient exciter la molécule fluorescente pour permettre le tracé du signal MST.

1.2.2. Analyse du signal MST
Tout au long de I’analyse MST, la fluorescence de I’échantillon est mesurée en

temps réel, normalisée et exprimée en pourcentage de fluorescence. Comme décrit par
Jerabek-Willemsen et al. (2011) [162], le signal MST se découpe en plusieurs étapes
distinctes, preésentées Figure 28:

- Fluorescence initiale, ou initial fluorescence

Avant que le capillaire ne soit chauffé, la fluorescence initiale est mesurée. La
molécule fluorescente est alors répartie de facon homogeéne dans la solution. Il est possible
que la mise en contact de la molécule fluorescente et de son partenaire engendre des
variations dans le signal de fluorescence du fait par exemple des modifications dans la
sphére d’hydratation, dans la taille ou dans la conformation de la molécule-cible, et ce
avant méme ’allumage du laser. Dans la plupart des cas, toutefois, le signal de fluorescence

est constant durant cette phase.
- Saut de température, temperature jump, ou T-jump

Le T-jump correspond a 1’allumage du laser infrarouge et a 1’augmentation rapide

(moins d’une seconde) de la température dans le capillaire. C’est une phase tres courte, de
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quelques millisecondes, qui permet d’observer la sensibilité intrinséque du fluorophore a
la chaleur, avant méme que le mouvement thermophorétique n’entre en jeu. On observe
lors de cette phase un changement abrupt du signal de fluorescence, qui dépend
exclusivement du fluorophore et de son environnement (tampons utilisés, acides aminés

environnants), et qui est donc indépendant de la molécule-cible et/ou de son ligand.
- Thermophorese, ou thermophoresis

La phase de thermophorése, qui dure en moyenne une trentaine de secondes,
correspond a 1’échappement des molécules fluorescentes de la zone chaude apres
I’allumage du laser infrarouge. Durant cette phase, la fluorescence décroit progressivement
jusqu’a atteindre un plateau ou les forces de thermophorése et de diffusion chimique
s’équilibrent. Cette phase permet de discriminer les mesures ot la molécule-cible est seule
de celles ou elle se trouve en interaction avec son partenaire. S’il existe une différence
significative d’intensité de fluorescence entre les deux tracés, alors il existe une interaction

entre les partenaires.
- Saut de température inversé, ou inverse T-jump

Lors de I’extinction du laser, le fluorophore va retourner a son état initial, lors du
phénomene inverse du T-jump appelé inverse T-jump. Cette phase va également
correspondre au refroidissement rapide de I’échantillon et a la disparition du gradient de
température a I’intérieur du capillaire. Elle se déroule immédiatement avant 1’étape de

rétrodiffusion.
- Rétrodiffusion, ou backdiffusion

Lors de la thermophorese, de par I’effet du gradient de chaleur, il y a hétérogénéité
des concentrations a I’intérieur du capillaire. Dernieére étape du signal MST, la
rétrodiffusion est le retour de I’échantillon a son état d’équilibre par I’effet de la diffusion
chimique, qui permet de nouveau une répartition homogéne des molécules dans
I’échantillon. Lors de cette phase, la fluorescence croit de nouveau. Le retour a un état
d’équilibre dépend de la taille de la molécule-cible et la rétrodiffusion permet d’obtenir des
informations sur 1’intégrité de celle-ci apres la thermophorése. Par exemple, si un
changement de fluorescence est observé apres la rétrodiffusion, il est possible d’envisager
que la molécule ait changé de caractéristique physique (oligomérisation, agrégation,

dégradation, changement de taille) aprés la thermophorese.
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Figure 28 : Représentation du signal MST.
Sont représentées : en A) les différentes phases (fluorescence initiale, T-jump et électrophorese, Inverse T-jump et
rétrodiffusion), en B) les zones froides et chaudes correspondant au gradient de température dii a [’allumage et a
Dextinction du laser et C) les courbes d’affinité de la cible seule et de la cible lié a son ligand.

1.3.  Application a [’étude des interactions entre biomolécules

Les interactions entre biomolécules, qu’il s’agisse de protéines ou d’acides nucléiques,
jouent un role central dans I’homéostasie de la cellule. De fait, I’analyse de leurs
interactions est un enjeu essentiel pour la compréhension des mécanismes moléculaires qui
régissent la vie cellulaire, qu’ils soient physiologiques ou pathologiques. La mise au point
de la MST a ouvert une nouvelle voie pour la recherche fondamentale en biologie
moléculaire mais aussi pour la recherche clinique, en permettant de faciliter 1’étude des
interactions entre molécules du vivant et molécules pharmacologiques [165,168-171].
Quelques exemples de son application dans 1’étude des interactions entre biomolécules sont

développés ci-dessous.
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1.3.1. Interaction protéine-protéine
Les interactions protéine-protéine (Protein-protein interactions, ou PPIs) sont un

domaine essentiel de la recherche sur le vivant. Le développement de la MST a permis de

faciliter I’é¢tude de ces phénomenes dans des conditions plus physiologiques.

Arbel et al. (2012) ont, par exemple, réussi & mettre en évidence Il'interaction entre
les protéines purifiées Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra Large) et VDACL (Voltage-
Dependent Anion Channel 1) par MST. Bcl-xL est une protéine de la famille Bcl-2 aux
propriétés anti-apoptotiques. Lorsque Bcl-xL est surexprimée dans le cancer, elle est alors
corrélée a une plus grande malignité des tumeurs solides et une résistance a la
chimiothérapie. VDACI, quant a elle, est impliquée dans le contréle de 1’apoptose via le
relargage du cytochrome c et I’activation de la voie des caspases. Arbel et al. (2012) ont
démontré que l'interaction entre Bcl-xL et VDAC1 promouvait la survie des cellules en
empéchant la libération du cytochrome c. La mise en évidence de cette interaction a permis
d’offrir une nouvelle stratégie thérapeutique par 1’inhibition de l'interaction entre Bcl-xL
et VDACI via l'utilisation de peptides interférents basés sur la sequence de la partie de
VDACL en interaction avec Bcl-xL [172].

Programmed cell Death protein 1 (PD-1) est une protéine exprimée a la surface des
lymphocytes T et B. C’est un acteur majeur de la tolérance du systéme immunitaire aux
cellules du « soi », prévenant ainsi la survenue de maladies auto-immunes. Les ligands de
PD-1, appellés Programmed death-ligand 1 (PD-L1) sont, en temps normal, seulement
exprimés a la surface des macrophages. Toutefois, on les retrouve également a la surface
de certaines cellules cancéreuses, empéchant ainsi le systétme immunitaire de les
reconnaitre et de les combattre [173]. Le développement d’immunothérapies anti-PD-
1/anti-PD-L1 et, de fait, I’étude de I’interaction entre PD-1 et PD-L1, est au cceur de
plusieurs stratégies anti-cancéreuses. Cette derniére a été étudiée a plusieurs reprises par
résonance plasmonique de surface (SPR) et par Titration calorimétrique Isotherme(ITC),
ce qui a conduit a des données contradictoires quant a la valeur du Kp de I’interaction.
Magnez et al. (2017) ont réussi a déterminer par MST une constante de dissociation de 8.5
MM pour le couple PD-1 et PD-L1, ce qui était en accord a des données de SPR obtenues
précédemment par Cheng et al. (2013) [168,174,175].

Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) est une protéine adaptatrice

impliquée dans de nombreuses voies de signalisation. Elle joue un role dans le processus
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de tumorigenese, et plus particulieérement dans le développement de métastases lorsqu’elle
est surexprimée, participant ainsi a la cancérogenese a travers plusieurs processus dont la
perte d’adhésion, I’angiogenése ou encore le remodelage de la matrice extracellulaire
[176]. Lin et al. (2012) ont étudié par MST la dimérisation de Grb2 et son implication dans
la régulation de I’activité du récepteur de type 2 au FGF (Fibroblast Growth Factor)
(FGFR2), un récepteur a activité tyrosine kinase. Sous forme de dimere, Grb2 se lie a deux
molécules de FGFR2, ce qui va empécher la phosphorylation de I’extrémité C-terminale
de FGFR2 et son activation. Sous I’effet d’une stimulation par un facteur de croissance,
FGFR2 va phosphoryler le dimere Grb2 et favoriser sa dissociation, permettant la
phosphorylation de sa propre extrémité C-terminale et son activation. La dimérisation de
Grb2 est un phénomeéne déterminé par I’équilibre entre diméres et monomeéres de Grb2. De
fait, c’est un processus transitoire, peu facile a mesurer, qui peut &tre mobilisé trés
rapidement en fonction des besoins de la cellule. L’utilisation de la MST a permis
I’établissement d’une constante de dissociation pour le dimére Grb2 d’environ 0.7uM

[177].

Bien d’autres exemples sont décrits dans la littérature, car les applications de la
MST a I’étude des interactions protéine-protéine sont nombreuses et variées. La MST est
une technique puissante, qui permet d’obtenir des données quantitatives rapidement, de
facon simple et en utilisant tres peu d'échantillons, ce qui en fait un outil particulierement
intéressant. Sa sensibilité permet d’étudier des systémes biologiques parfois complexes,
régis par des interactions souvent transitoires ou faibles.

1.3.2. Interaction protéine-ligand

L’affinité entre les protéines-cibles et les petites molécules chimiques est au coeur
de la recherche clinique, au méme titre que le design rationnel et la synthese chimique. La
MST a permis un criblage facilité de molécules chimiques, d’autant plus intéressant qu’il
permet d’étudier Dl’interaction entre le ligand et la protéine directement dans son
environnement cellulaire, une matrice complexe qui peut avoir une influence sur

I’interaction entre la protéine et son ligand.

Les PROTACs (PROteolysis-TArgeting Chimeras) sont des molécules
thérapeutiques innovantes dont le mécanisme d’action repose sur la dégradation de leur
cible par le systeme ubiquitine-protéasome plutot que par 1’inhibition de leur activité. Ce

sont des molécules bifonctionnelles qui interagissent d’une part avec la cible a dégrader et,
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d’autre part, avec des ubiquitine ligases. Ils conduisent a un rapprochement physique entre
la cible et I'ubiquitine ligase, qui va ubiquitinyler cette derniére et conduire a sa
dégradation par le protéasome. Caractériser I’affinit¢é des PROTACs pour leurs deux
partenaires est donc une étape indispensable pour leur conception rationnelle (rational
design). Bartoschik et al. (2021) ont caractérisé par MST les complexes binaires et ternaires
formés par le PROTAC « MZ1 » avec ses cibles, des protéines BET (Bromodomain and
Extra-Terminal motif), et I’'ubiquitine ligase associée. IIs ont ainsi pu classer les différentes
protéines BET en fonction de la coopérativité du PROTAC « MZ1 » dans le complexe
ternaire et mettre en évidence que certains complexes étaient plus stables que d’autres

[178].

La Fragment-Based Lead Discovery (FBLD) est une technique d’identification
rapide de composés intéressants de par leur activité biologique. Elle est basée sur le
criblage de fragments chimiques qui vont avoir peu d’affinité pour la cible biologique mais
vont servir de charpente a 1’élaboration de molécules plus affines et plus actives d’un point
de vue biologique. Linke et al. (2016) ont appliqué la MST au criblage de 193 fragments
chimiques dans le but de cibler la protéine MEK1 (Mitogen/Extracellular signal-regulated
Kinase 1), laquelle est impliquée dans le développement de tumeurs. lls sont parvenus a
identifier plusieurs fragments affins pour MEKZ1, ce qui a été confirmé par cristallographie
aux rayons X. Par ailleurs, la MST a offert des informations supplémentaires sur 1’intégrité
de la protéine apres interaction avec les fragments chimiques, ce qui a permis d’emblée

d’écarter les fragments qui induisaient une déstabilisation/agrégation de la protéine-cible
[179].

Les voies de signalisation des GTPases Rho sont impliquées dans de nombreuses
fonctions cellulaires telles que le remodelage du cytosquelette, le cycle cellulaire ou encore
I’expression de certains geénes. Leur activité est régulée par les Rho Guanine nucleotide
Exchange Factors (GEFs) qui les activent en échangeant le GDP lié a la GTPase Rho avec
un GTP [180]. Il a été montré que certains GEFs étaient surexprimes dans des lignees
cancéreuses. L’inhibition de I’interaction entre les GEFs et GTPases Rho représente donc
une opportunité thérapeutique. Shang et al. (2013) ont réussi a mettre en évidence plusieurs
molécules chimiques de classe Y16 qui seraient susceptibles d’inhiber 1’interaction entre
LARG, une GEF, et RhoA, par criblage virtuel (virtual screening). Par MST, ils sont

parvenus a déterminer un Kp d’interaction de 76 nM entre une molécule chimique de classe
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Y16 et LARG, ce qui a permis d’appuyer par des données expérimentales les résultats
obtenus in silico sur I’interaction entre ces deux molécules, conduisant a 1’inhibition de
I’activité GTPase de RhoA [181].
1.3.3. Interaction des acides nucléiques
Les interactions entre acides nucléiques, entre acides nucléiques et protéines ou
entre acides nucléiques et ligands ont été largement étudiées ces derniéres années, du fait
de leur importance dans la régulation de I'noméostasie cellulaire (réplication de 1’ADN,

transcription, épigénétique, traduction, extinction de géne...) [182].

Les études d’interaction avec I’ARN ont regagné en popularité avec 1’avancée des
recherches sur les ARN non codants, dont I’importance et la diversité des fonctions avaient
été jusque-la largement sous-estimées et qui représentent pourtant 1’essentiel de
I’expression génomique. Il apparait aujourd’hui crucial de mieux comprendre 1’interaction
entre les ARN et les autres catégories de biomolécules, que ce soit pour affiner nos
connaissances sur la régulation de certains mécanismes cellulaires ou pour mettre au point
de nouvelles thérapies ciblant I’ARN. Moon et al. (2018) ont notamment utilisé la MST
pour mettre en évidence des interactions entre ARN et diverses catégories de ligands
(riboswitchs, petites molécules chimiques, peptides) avec des affinités variables pour
I’ARN. Pour toutes les catégories de ligands, la MST a donné des résultats comparables
aux techniques classiquement utilisées, avec I’avantage d’étre plus économique dans la

consommation des échantillons [183].

Les interactions entre la chromatine et les protéines de liaison a I’ADN (histones,
facteurs de transcription, polymérases...) constituent le premier niveau de régulation de
I’expression génomique. En dépit des avancées dans le domaine, il est encore aujourd’hui
nécessaire de mieux comprendre la régulation fine de ces mécanismes et cela passe
notamment par 1’étude des interactions entre ADN et protéines. Corbeski et al. (2018) ont
étudié par MST les interactions avec la chromatine au sein de plusieurs systemes
protéiques. Ils ont par exemple mis en évidence que I’interaction entre 1’histone HM{B de
I’archée Methanothermus fervidus et la chromatine était différente en fonction de la
quantité d’histone présente dans le milieu : a grande concentration, les interactions entre
HMT{B et la chromatine sont aspécifiques et la compaction de I’ADN est alors indépendante

de la séquence de reconnaissance de cette histone. A plus faible concentration, I’ADN est
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plus compact uniquement au niveau des zones spécifiques d’interaction entre la chromatine

et HMfB [184].

La quantification des ARN non codants est également un enjeu crucial pour la
compréhension de certains mécanismes cellulaires qui dépendent de I’abondance en
certains ARN a un instant T de la vie de la cellule. Par exemple, les ARN non codants
jouent un réle crucial dans la régulation de I’embryogenése, un phénoméne extrémement
régulé tant au niveau spatial que temporel [185]. Jacob et al. (2019) ont utilisé la MST pour
quantifier de facon absolue des ARN non codants avec 1’aide d’un ADN complémentaire
(ADNCc) marqué d’un fluorophore. L’interaction entre I’ADNc marqué, de haute affinité
pour I’ARN qu’il reconnait spécifiquement, et ce dernier permet de déterminer précisement
la quantité en ARN a un instant donné. De cette maniére, ils sont, par exemple, parvenus a
quantifier de facon précise et reproductible des ARN de transfert (tRNA) de
Saccharomyces cerevisiae via les ADNc associés, en présence ou non de la toxine tueuse

de Pichia acaciae (PaT), une protéine qui dégrade les tRNA [186].

En conclusion, la thermophorése a micro-échelle est une technique prometteuse
pour I’analyse d’interactions entre biomolécules. Elle permet d'étudier les interactions
moléculaires (protéine-protéine, protéine-acides nucléiques, acides nucléiques-acides
nucléiques), la liaison de ligands (PROTACS, peptides, molécules chimiques), la cinétique
de certaines réactions et bien d’autres processus biologiques. C’est une méthode robuste,
qui permet d’obtenir des données quantitatives sur les interactions moléculaires de fagon
précise, rapide et reproductible. Elle est tres peu consommatrice en échantillons et permet
de travailler directement dans des systemes complexes comme le sérum ou le lysat
cellulaire. Tout cela constitue un avantage conséquent au regard des autres techniques

d’analyse biophysique classiquement utilisées.

La thermophoréese a micro-échelle représente également une avancée significative

dans le domaine de la recherche fondamentale et appliquée en biologie.
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Il. Résultats

I1.1. Etude des interactions entre les LIMKSs et petites
molécules inhibitrices par MST

Comme cela a été mentionne dans I’étude bibliographique présentée au chapitre |
de cette annexe, la MST est une technique entiérement optique qui nécessite que 1’un des
partenaires du couple étudié soit fluorescent. Or, pour les études en MST avec ’appareil
Monolith® NT.115P° (NanoTemper Technologies GmbH, Munich, Germany) dont
dispose I'ICOA, il faut un fluorophore émettant dans le rouge (excitation a 625nm,
émission a 685nm). Par ailleurs, les LIMKSs sont des protéines difficiles a purifier. Pour les
études structurales, certains de leurs domaines ont été surproduits en cellules d’insectes
mais les rendements obtenus sont faibles. Il n’est dans pas envisageable de purifier ces
protéines et de les marquer ensuite par un fluorophore de type Red-NHS comme préconisé
par Nanotemper. Nous avons donc décidé de développer une protéine de fusion ou notre
protéine d’intérét (LIMKs enti¢res ou domaines kinases) est étiquetée avec un fluorophore
émettant dans le rouge, et de travailler directement sur les lysats cellulaires. Apres quelques
recherches bibliographiques, Béatrice Vallée a choisi le fluorophore RFP670, dont les
propriétés spectrales (longueurs d’onde d’excitation et d’émission) correspondent
parfaitement aux exigences de I’appareil de I’'ICOA. Ce fluorophore, assez nouveau, émet
dans le proche infra-rouge (Near infra-red, NIR) [187]. Les fluorophores NIR sont
caractérisés par une faible autofluorescence et une phototoxicité minimale, ce qui a rendu
leur utilisation en imagerie in vivo du petit animal particulierement intéressante [188]. Par
ailleurs, ce fluorophore a été optimiseé et plusieurs versions sont disponibles (monoRFP670,
nanoRFP670, enhanced RFP670) ce qui ouvre de vastes champs d’investigation. Enfin, le

fluorophore miRFP670 n’a encore jamais été utilisé en MST.

Lorsque j’ai commencé ma thése, une autre étudiante, Solweig Chartier, a
commencé la sienne au sein de 1’équipe « Stratégies Analytiques, Affinités et Bioactifs »
dirigée par Reine Nehmé a I’'ICOA (Institut de Chimie Organique et Analytique) a Orléans.
Un de ses objectifs était le développement de cette méthode d’analyse de I’interaction entre
les LIMKSs et de petites molécules chimiques par MST. La these de Solweig Chartier est
réalisée en co-tutelle entre ’ICOA et le COBRA (Chimie organique, Bioorganique,
Réactivité et Analyse) a Rouen, dans le cadre d’un financement LabEx. Lorsque Solweig

est partie a Rouen, elle avait construit les protéines de fusion miRFP670-LIMK2 et
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miRFP670-KIN-LIMK2, et obtenu des résultats préliminaires en MST. Une stagiaire de
Master 2, Mélanie Rapeto, a alors été recrutée sur un financement de la Fédération de
Recherche CBM/ICOA pour permettre un continuum sur les expériences de MST. Béatrice
Vallée m’a proposé d’encadrer cette stagiaire c6té CBM, 1’encadrement coté ICOA étant
assuré par Rouba Nasreddine, Maitre de Conférences dans I’équipe de Reine Nehmé et
spécialiste de la MST sur les biomolécules. Bien que le sujet n’ait pas été directement en
lien avec ma thése, j’ai accepté avec enthousiasme cette opportunité, qui m’offrait tout a la
fois une expérience d’encadrement et une ouverture extrémement intéressante sur mon
sujet de thése, en me permettant d’aborder les LIM kinases, les protéines au cceur de mon

sujet de thése, sous un angle entierement différent.

J’ai donc encadré Mélanie Rapeto de février a juillet 2022. Sous ma supervision,
elle a réalisé les clonages de LIMKZ1 et du domaine kinase de LIMKZ1, tous deux fusionnés
au fluorophore miRFP670, les a transfectés en cellules HEK293 pour les surproduire.
Mélanie a ensuite développé les expériences de MST a I’'ICOA sous la supervision de
Rouba Nasreddine. En premier lieu, elle a réalisé toute la mise au point en testant
notamment les conditions de conservation des lysats afin d’éviter de refaire des
transfections chaque semaine (détermination du pourcentage de glycérol optimal),
I’influence du DMSO (solvant des inhibiteurs), les conditions de centrifugation pour
minimiser la formation d’agrégats. Par la suite, elle a optimisé les signaux obtenus pour les
quatre constructions et réalisé les expériences d’interaction avec deux inhibiteurs
commerciaux des LIMKSs décrits dans la littérature, LX7101 et BMS5 (LIMKIi3). Elle a

ainsi pu déterminer les Kp d’interaction et les comparer a ceux de la littérature.

Les résultats issus de cette étude, obtenus sur la base des travaux développés dans
le cadre de ce stage de Master 2 et, par la suite, des travaux de Solweig Chartier, font I’objet
d’un premier article mettant en lumiére le potentiel de la MST comme outil d’analyse des
interactions moléculaires détectées directement sur un lysat cellulaire avec une protéine de
fusion couplée au fluorophore miRFP670. Ils font la preuve de concept de son utilisation
possible pour le criblage de molécules thérapeutiques. Par décision du CIDR, je serai

associée a cet article.

Apres le départ de Mélanie, j’ai continué a fournir Solweig Chartier en lysats ou les
LIMKs fusionnées miRFP670 sont surproduites en cellules HEK 293 et ce afin qu’elle

réalise des expériences de thermodynamique en MST et d’¢électrophorése capillaire. Deux
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autres articles auxquels je serai également associée par décision du CIDR sont issus de ces

travaux.

Une autre série d’expérience en MST a été réalisée, mais cette fois pour évaluer la
possibilité de travailler directement sur des cellules HEK293 entieres, intactes et vivantes,
en MST. Ces cellules sont alors directement incubées avec les inhibiteurs (LX7101 et
BMS5/LIMKIi a5 et 25 uM), ou du DMSO. A nouveau, j’ai produit le matériel biologique
pour Solweig Chartier en assurant I’entretien des lignées cellulaires, la transfection des
cellules par les plasmides LIMKSs fusionnées miRFP670 et en déposant les inhibiteurs sur
des cellules HEK293. Aprés deux heures d’incubation a 37°C, les cellules étaient
récupérées par Solweig pour qu’elle les analyse en MST. Des résultats tout a fait
prometteurs ont été obtenus. Un article devrait prochainement étre rédigé. La encore, j’y

suis associée par décision du CIDR.

11.2. Analyse de [’interaction entre LIMK?2 et la cofiline par
MST

11.2.1. Introduction

Forte de cette expérience acquise en MST et convaincue du potentiel de la
technique, j’ai testé I’interaction de LIMK?2 avec la cofiline purifiée en MST. L’idée était
ensuite de tester 1’interaction de mes mutants (LIMK2a-Y630A et LIMK2a-Y630F) avec
la cofiline en MST. En co-immunoprécipitation, nous n’avons pas détecté de différence
d’interaction entre les différents mutants et la cofiline. Nous en avons conclu que I’'impact
de la mutation sur I’activité kinase de LIMK2a-Y630A n’était pas dii a un manque
d’interaction avec la cofiline. Cependant, la MST étant une méthode trés sensible, nous
avons pensé qu’elle pourrait permettre de mettre a jour de potentielles différences entre la

protéine sauvage et le mutant LIMK2a-Y630A, grace a la détermination des Kp respectifs.
11.2.2. Matériel et méthodes

Production des protéines recombinantes et purification de la cofiline

Le matériel et les méthodes employés pour produire les lysats ou sont surproduites
les LIMKSs dans cette section sont identiques a ceux détaillés dans 1’article 1. Le matériel
et méthodes utilisés pour produire et purifier la cofiline sont également détaillés dans
I’article 1. Le plasmide miRFP670-LIMK2a dans cette étude est celui construit par

Solweig.
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Binding chek de I’interaction de LIMK2 avec la cofiline par MST
Au lysat des HEK293 contenant miRFP670-LIMK2 a été ajouté 30 % (v/v) de

glycérol (afin de pouvoir les stocker a -20°C et les réutiliser sans transfecter a chaque fois,
le pourcentage ayant été determiné par les expériences de Mélanie). Cette solution est
ensuite diluée au 1/5°™ dans du tampon de lyse (50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM de
NaCl, 5 mM d’EDTA, 50 mM de NaF, 10 mM de sodium pyrophosphate, | mM de
Na3Vv04, 20 mM de p-nitrophenyl phosphate, 20 mM de B-glycerophosphate, 10 ug/mL
d’aprotinine, 0,05 pg/mL d’acide okadaique, 1 pg/mL de leupeptin, and 1 mM de PMSF).
Pour réaliser le binding check, il est nécessaire de préparer huit capillaires. Quatre
capillaires contiennent la protéine fluorescente seule (ici, miRFP670-LIMK?2) et quatre
autres contiennent la protéine fluorescence incubée avec son ligand en quantités
équivolumiques (ici, miRFP670-LIMK2/cofiline). Pour préparer les quatre premiers
capillaires, miRFP670-LIMK2 seule, une dilution au % a été réalisée mais cette fois dans
le tampon de purification de la cofiline (TBS Tris-Buffered Saline, Tris 20mM, NaCl
150mM, pH 8) pour permettre une homogénéité dans la composition du milieu entre les
deux séries de capillaires. La dilution finale du lysat miRFP670-LIMK2 est au 1/10°™
tandis que celle de la cofiline est au '%2. On prépare 20uL par capillaire. S’agissant de

protéines humaines, la mesure a été réalisée a 37°C.

Binding affinity de I’interaction de LIMK2 avec la cofiline par MST

Le lysat cellulaire a été préparé comme précédemment avec une dilution finale au
1/5%™e. Pour réaliser le binding affinity, il est nécessaire de préparer seize capillaires :
chaque capillaire contient une quantité fixe de LIMK2 avec une dilution finale au 1/10°™®
et une quantité décroissante de cofiline, du capillaire 1 au capillaire 16. La cofiline a été
préparée par dilutions en série au %2 dans son tampon de purification pour un volume final
de 10pL. 10uL de LIMK?2 ont ensuite été ajoutées a chaque dilution de cofiline pour un
volume final de 20uL de solution préparée par capillaire. La mesure a été réalisée a 37°C.

11.2.3. Résultats

D’un point de vue purement technique, 1’acquisition du signal MST se déroule

idéalement en trois temps. Dans un premier temps, on réalise un pre-test. Ce pre-test

permet d’évaluer le comportement de la molécule fluorescente, et notamment :
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L’intensité de fluorescence : idéalement, il faut se situer entre 3000 et 6000
coups. Au-dela de 15000 coups, il faut envisager de diluer I’échantillon. A
25000 coups, I’appareil sature. En dessous de 300, 1’échantillon n’est pas
utilisable parce qu’on se situe dans le bruit de fond. Elle ne doit pas varier de
plus de 10% entre chaque capillaire.

Adsorption : le verre des capillaires est traité pour permettre une répartition
homogene de I’échantillon. Néanmoins, il arrive que la molécule parvienne a
s’adsorber sur les parois du capillaire. Cela va induire un biais dans le
mouvement thermophorétique et dans le signal de fluorescence, puisqu’une
partie des molécules va rester « collée » contre la paroi. L’adsorption est
caractérisée par un signal de fluorescence double et/ou des courbes peu
superposables. Il est possible d’y remédier en augmentant la quantité de
détergent dans le milieu ou en utilisant des capillaires coatés, plus colteux.
Agrégation : la formation d’agrégats est I’'un des principaux problémes
rencontrés en MST. L’agrégation diminue I’homogénéité de 1’échantillon et se
caractérise par des tracés irréguliers. Pour y remeédier, il est possible de
minimiser 1’agrégation par centrifugation préalable de I’échantillon ou, de
nouveau, en ajoutant du détergent dans le milieu.

Photoblanchiment : le photoblanchiment correspond a [1’altération du
fluorophore. A chaque mesure, pendant le pre-test mais également lors du
binding check et du binding affinity, les capillaires sont lus deux fois pour
assurer qu’il n’y ait pas eu de changement dans I’intensité de fluorescence apres

le passage du laser infra-rouge.
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Figure 29 : La MST nécessite une optimisation des conditions expérimentales.
A) Scan de capillaires contenant des concentrations différentes en molécules fluorescente. Le signal de fluorescence

doit étre régulier et doit idéalement se situer entre 3000 et 6000 coups (capillaire 4 & 6). En-dessous de 3000 coups
(capillaire 1 a 3), le signal peut ne pas étre interprétable : on se rapproche du bruit de fond. Au-dela de 25000 coups,
le signal sature (capillaires 7 et 8), il faut alors diluer I’échantillon. B) L adsorption peut avoir un effet sur la qualité
du signal de fluorescence. A gauche, superposition des tracés pour trois capillaires sans adsorption détectable. A
droite, superposition des tracés pour trois capillaires avec fort effet d’adsorption, présentant le double signal
caractéristique et une faible superposition des courbes. C) Signal MST d’une solution peu homogéne contenant des
agreégats. Les tracés apparaissent irréguliers. D) Différence d’intensité de fluorescence entre deux lectures, capillaires
1 & 4 avant et apres passage du laser infra-rouge, témoignant d’un photoblanchiment du fluorophore.

Bien qu’il ne soit pas nécessaire, le pre-test est fortement encouragé dans le cas ou
la molécule fluorescente est utilisée pour la premicre fois puisqu’il permet notamment
d’optimiser les conditions d’expérimentation (Figure 29). L’étude de I’interaction entre
LIMK et la cofiline fait suite a 1’étude menée sur I’interaction entre LIMK et petites
molécules inhibitrices, nous avions donc déja un bon recul sur la protéine miRFP670-

LIMK2 et sommes directement passés au binding check.

Le binding check permet de comparer le ratio signal sur bruit pour la cible seule
(ici, LIMK2) avec le ratio signal sur bruit pour le complexe cible/ligand (ici,
LIMKZ2/cofiline) lorsque le ligand est introduit a sa concentration maximale. Cette étape
permet de déterminer rapidement s’il existe une interaction entre la cible et son ligand. J’ai

réalis¢ deux binding check lors de I’é¢tude de I’interaction LIMK2/cofiline : un
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immédiatement aprés la préparation des échantillons et un second aprés 30mn. Dans le

second cas, les échantillons sont restés dans 1’appareil, a 37°C.
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Figure 30 : La cofiline et LIMK2 interagissent en MST.
Le lysat des HEK293 contenant miRFP670-LIMK2 a été préparé en ajoutant 30 % (v/v) de glycérol. Il a

ensuite été dilué au 1/5%™ dans du tampon de lyse. Pour réaliser le binding check, il est nécessaire de préparer huit
capillaires. Quatre capillaires contiennent LIMK2 seule. Le lysat est de nouveau dilué au ¥ mais cette fois dans le
tampon utilisé pour la purification de la cofiline pour une dilution finale au 1/10%™ de LIMK2. Quatre capillaires
contiennent le complexe LIMK2/cofiline en quantités équivolumiques. On prépare 20uL par capillaire. La mesure a été
réalisée a 37°C.

Sur le premier binding check que j’ai réalisé¢, présenté Figure 30, j’ai pu voir que
I’intensité de fluorescence, entre 5000 et 6000 coups, était correcte pour nos conditions
(LIMK2 diluée au 1/10°™). Toutefois, les tracés de fluorescence étaient peu superposables,
surtout pour les capillaires contenant les complexes LIMK2/cofiline. Cela peut étre imputé
au fait que la solution n’est pas homogene dans le capillaire ou une légere adsorption des
molécules. De fagon empirique, Rouba Nasreddine a montré que laisser les capillaires dans
I’appareil (chauffé a 37°C) permettait, dans le cas de protéines, une meilleure stabilisation
des complexes et une diminution de I’adsorption. C’est donc ce que j’ai fait par la suite en
incubant pendant 30 minutes les capillaires a 37°C avant d’effectuer des mesures (Figure
31).
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Figure 31 : Une incubation de 30mn suffit pour stabiliser les complexes.

Le lysat des HEK293 contenant miRFP670-LIMK2 a été préparé avec 30 % (v/v) de glycérol. Il a ensuite été
dilué au 1/5°™ dans du tampon de lyse. Pour réaliser le binding check, il est nécessaire de préparer huit capillaires.
Quatre capillaires contiennent LIMK2 seule. Le lysat a été de nouveau dilué au %2 mais cette fois dans le tampon utilisé
pour la purification de la cofiline pour une dilution finale au 1/10%™. Quatre capillaires contiennent le complexe
LIMK2/cofiline en quantités équivolumiques. On prépare 20uL par capillaire. La mesure a été réalisée a 37°C, apres
30mn d’incubation.

Sur le second binding check, présenté Figure 31, réalisé aprés 30 minutes
d’incubation des capillaires a 37°C, j’ai pu voir que ’intensité de fluorescence, entre 5000
et 6000 coups, était toujours correcte. Cette fois, les tracés de fluorescence sont bien
superposables, pour les capillaires contenant LIMK2 seule comme pour les capillaires
contenant le complexe LIMK2/cofiline. De nouveau, les signaux MST sont nets, avec une
différence significative entre les capillaires sans (en bleu) et avec la cofiline (en vert). Cela

a permis de confirmer qu’il y a bel et bien une interaction entre LIMK2 et la cofiline.

Une fois le binding check validé, j’ai pu réaliser le binding affinity. Le binding
affinity permet de tracer une courbe dose-réponse de I’intensité de fluorescence du
complexe en fonction de la concentration du ligand. C’est cette mesure qui permet de
déterminer le Kp du couple étudié. Le binding affinity de I’interaction entre LIMK2 et la
cofiline a été réalisé trois fois en tout. Le premier binding affinity n’a pas donné de résultats
concluants. Les deux autre binding affinity ont permis d’estimer un Kp d’interaction

d’environ 5uM. Un de ces binding affinity est présenté Figure 32. Malheureusement, la
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concentration en cofiline n’était pas assez élevée pour permettre un tracé optimal de la
courbe dose-réponse, ce qui peut induire un biais dans le calcul du Kp. Par ailleurs,
I’expérimentation aurait nécessité une quatriéme mesure, donc troisiéme réplicat, en
concordance avec les deux précédents pour étre vraiment fiable. Cela dit, les résultats
obtenus sont prometteurs et d’autant plus que la constante de dissociation du couple

LIMK2/cofiline n’est pas connue a I’heure actuelle.
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Figure 32 : Représentation du binding affinity entre LIMK2 et la cofiline.
Le lysat des HEK293 contenant miRFP670-LIMK2 a été préparé avec 30 % (v/v) de glycérol. Il a ensuite été

dilué au 1/5¢™ dans du tampon de lyse. Pour réaliser le binding affinity, il est nécessaire de préparer seize capillaires.
Chaque capillaire contient une quantité fixe de LIMK2 pour une dilution finale au 1/10eme et une quantité
décroissante de cofiline, du capillaire 1 au capillaire 16. La cofiline a été préparée par dilutions en série au ¥ dans
son tampon de purification pour un volume final de 10uL. 10pL de LIMK2 ont ensuite été ajoutés a chaque dilution de
cofiline pour un volume final de 20puL de solution préparée par capillaire. La mesure a été réalisée a 37°C. Le modéle
de Hill a été utilisé pour ajuster nos mesures.

Par la suite, j’ai essayé de mesurer l’interaction entre le mutant miRFP670-
LIMKZ2a-Y630A et la cofiline pour la comparer a ’interaction entre la protéine sauvage et
la cofiline. Malheureusement, aucune des mesures que j’ai réalisées n’a été¢ concluante et
les conditions d’expérimentations n’ont pas pu €tre optimisées, faute de temps.

. [1.2.4. Conclusion

A ce jour, le Kp de I’interaction entre LIMK1/2 et la cofiline n’est pas connu. Ici,
nous avons essayé de le déterminer en thermophoreése a micro-échelle, une méthode facile,
rapide et sensible pour mesurer de fagcon quantitative des interactions entre biomolécules.

L’idée était, par la suite, de tester ’affinité des mutants tirés de notre étude moléculaire
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(LIMK2a-Y630A et LIMK?2a-630F) pour la cofiline. En effet, nos résultats de co-
immunoprécipitation indiquent que la mutation de la tyrosine 630 en alanine, si elle
empéche ’activité de LIMK sur la cofiline, n’affecte pas sa capacité a interagir avec elle.

Nous avons donc voulu nous en assurer par une autre methode.

Nous avons obtenu de beaux résultats sur I’analyse de I’interaction entre la cofiline
et LIMK2 sauvage, avec un Kp d’interaction estimé a SuM. Toutefois, il aurait fallu avoir
une préparation de cofiline plus concentrée pour pouvoir réellement observer I’effet dose-
réponse aux concentrations les plus hautes du ligand, ce qui est susceptible de faire varier
le Kp. Malheureusement, la purification dont nous disposions était trop faiblement
concentrée (2,3 mg/mL) et, par ailleurs, a tendance a s’agréger ce qui a pu induire un biais
dans la premiére mesure du binding affinity. Nous n’avons pas non plus été en mesure, par
manque de temps, d’optimiser le signal MST pour mesurer I’interaction entre le mutant
Y630A et la cofiline. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer les résultats que nous avons
obtenus. Premiere hypothese : la protéine est instable, elle précipite et/ou s’agrége. Cette
hypothése correspondrait aux observations faites a 1’issue de nos expériences de
cycloheximide chase assay ou nous avons observé que le mutant Y630A était moins stable
que la protéine sauvage. Autre possibilité : la force ionique est trop faible pour cette
protéine mutante et des agrégats se forment, rendant I’analyse en MST impossible. II est
admis que la concentration en sels et/ou en détergent permet de diminuer 1’agrégation des
protéines. Or, le tampon de purification de la cofiline, s’il contient du sel, ne contient pas

de détergent.

[I1l. Conclusion de [’Annexe 1

Les travaux menés dans le cadre de ce projet « MST » ont permis de faire la preuve de
concept d’une nouvelle méthode d’analyse des interactions moléculaires entre les LIMKs
ou leur domaine kinase de LIMK et de petites molécules inhibitrices. La MST est un outil
extrémement robuste dont ’utilisation est en pleine expansion. C’est une méthode
d’analyse rapide et treés sensible, qui permet de quantifier des interactions faibles entre
molécules de nature variée et au sein de matrices complexes [189]. Dans le cadre de ces
¢tudes, nous avons été en mesure de quantifier ’interaction entre les LIMKs ou leur
domaine kinase et des petites molécules inhibitrices commerciales directement sur le lysat
cellulaire. Cette méthode a notamment permis de nous affranchir de 1’étape délicate de
purification des LIM kinases [161,163,167,168]. La MST a aussi I’avantage de pouvoir
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étre effectuée sur de petites quantités d’échantillon [166] et sans nécessiter
I’immobilisation de la molécule-cible [161,168]. Il faut toutefois que cette derniere soit
marquée par un fluorophore, une étape absolument cruciale pour permettre son suivi en
MST. Le choix du fluorophore, dans notre cas, était dépendant de I’appareil sur lequel se

sont faites les analyses et des blocs LED dont il était équipé.

Dans le cadre de ce projet, quatre molécules inhibitrices de type « petite molécule
chimique » ont été testées : LX7101, LIMKIi3/BMS5, T56-LIMKi et TH-257. LX7101 est
la seule molécule inhibitrice a avoir atteint le stade des essais cliniques jusqu’a présent,
sans résultats publiés. LIMKIi3/BMS5 est le premier inhibiteur qui a été développé pour
cibler LIMK, en 2006. T56-LIMKi est un inhibiteur de LIMK modélisé d’apres 1’inhibiteur
AWL-11-38.3, capable de bloquer le site actif de la protéine EphA3, laquelle partage 31%
d’identité avec LIMK. Enfin, TH-257 est un inhibiteur de LIMK de derniére génération de
type 111 ayant la particularité de ne pas se loger dans la poche catalytique de la protéine.
Pour chacune de ces molécules, des données caractérisant leur interaction avec leur cible
étaient publiées (ICso pour LX7101, LIMKIi3/BMS5 et T56-LIMKIi, Kp pour TH-257), ce
qui a permis de comparer nos résultats expérimentaux a ceux de la littérature. Les résultats
gue nous avons obtenus au cours de cette étude sont trés encourageants. Les valeurs de Kp
des composés testés, déterminés grace a la MST, sont du méme ordre de grandeur que les
ICso et les Kp publiés dans la littérature pour ces mémes composes. Ainsi, nous avons fait
la preuve de concept de cette nouvelle méthode d’analyse de I’interaction entre les LIMKSs

et leurs ligands (inhibiteurs de type petite molécule chimique, cofiline...).

Dans I’ensemble, cette étude met en évidence que la MST est une méthode robuste pour
obtenir des données quantitatives sur I’ interaction entre des partenaires de nature différente,
largement comparable aux méthodes utilisées actuellement (SPR, FRET, ITC, DLS). Elle
a ’avantage de pouvoir s’effectuer directement sur des lysats cellulaires, au plus proche
des conditions physiologiques, sans nécessité de purifier les molécules d’intérét ou de les
immobiliser. En outre, sa rapidité d’exécution, sa facilité d’utilisation en font une technique
de choix pour le criblage de molécules a quasi-haut débit, un passage souvent obligatoire
dans le développement de thérapies. La MST promet d’étre, demain, un outil indispensable

dans I’étude des interactions moléculaires dans la recherche clinique.
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Annexe 2 : productions scientifiques

Publications

Villalonga E, Mosrin C, Normand T, Girardin C, Serrano A, Zunar B, Doudeau M,
Godin F, Bénédetti H, Vallée B. LIM Kinases, LIMK1 and LIMK2, Are Crucial Node
Actors of the Cell Fate: Molecular to Pathological Features. Cells. 2023 Mar 4;12(5):805.
doi: 10.3390/cells12050805. PMID: 36899941; PMCID: PMC10000741.

Revue publiée dans Cells, intégrée au chapitre I de 1’introduction.
Posters

E. Villalonga, C. Chalal, D. Cassas, M. Doudeau, F. Godin, H. Bénédetti, B. Vallée, New
insights into the regulation of actin cytoskeleton dynamics via the
Rho/ROCK/LIMK2/cofilin signalling pathway: a novel mechanism of regulation of cofilin
by LIMK2, FEBS Meeting 2021, 3-8 juillet 2021, Ljubljana, Slovénie.

E. Villalonga, C. Chalal, D. Cassas, M. Doudeau, F. Godin, H. Bénédetti, B. Vallée, New
insights into the regulation of actin cytoskeleton dynamics via the
Rho/ROCK/LIMK?2/cofilin signalling pathway: a novel mechanism of regulation of cofilin
by LIMKZ2, 33eme Colloque Biotechnocentre, 7-8 octobre 2021, Orléans.

E. Villalonga, C. Chalal, D. Cassas, M. Doudeau, F. Godin, H. Bénédetti, B. Vallée, New
insights into the regulation of actin cytoskeleton dynamics via the
Rho/ROCK/LIMK2/cofilin signalling pathway: a novel mechanism of regulation of cofilin
by LIMK2, Congreés annuel SFBBM, 4-5 juillet 2022, Paris.

E. Villalonga, C. Chalal, D. Cassas, M. Doudeau, F. Godin, H. Bénédetti, B. VVallée, New
insights into the regulation of actin cytoskeleton dynamics via the
Rho/ROCK/LIMK?2/cofilin signalling pathway: a novel mechanism of regulation of cofilin
by LIMK2, Journée Scientifique de la Feédération de Recherche Physique et Chimie du
Vivant, 30 aolt 2022, Orléans.

E. Villalonga, C. Chalal, D. Cassas, M. Doudeau, F. Godin, H. Bénédetti, B. Vallée, New
insights into the regulation of actin cytoskeleton dynamics via the
Rho/ROCK/LIMK2/cofilin signalling pathway: a novel mechanism of regulation of cofilin
by LIMK2, FEBS Meeting 2021, 8-12 juillet 2023, Tours, France.

Communications orales

New insights into the regulation of actin cytoskeleton dynamics via the
Rho/ROCK/LIMK2/cofilin signalling pathway: a novel mechanism of regulation of cofilin
by LIMK2, séminaire interne des doctorants de 2eme année, 10 juin 2022, Orléans.

New insights into the regulation of actin cytoskeleton dynamics via the
Rho/ROCK/LIMK2/cofilin signalling pathway: a novel mechanism of regulation of cofilin
by LIMK2, 34éme Colloque Biotechnocentre, 20-21 Octobre 2022, Nouan-le-Fuzelier
(prix communication orale).

189



New insights into the regulation of actin cytoskeleton dynamics via the
Rho/ROCK/LIMK2/cofilin signalling pathway: a novel mechanism of regulation of cofilin
by LIMK2, FEBS Meeting 2021, 8-12 juillet 2023, Tours, France.
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Annexe 3 : encadrement de stage et enseignements

Stages

w2021 : encadrement de Mélanie Rapeto, stagiaire de Master 2 BBMC. Stage financé
par la fédération de recherche CBM/ICOA.

w2022 : encadrement de Marion Martins, stagiaire de Master 2 BBMC. Stage financé
par la fédération de recherche CBM/ICOA.

Missions complémentaires

w- Licence 2 Sciences du vivant
Encadrement des travaux pratiques de microbiologie (32 h)

Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche (depuis octobre 2023)

w- Licence 2 Sciences du vivant

Microbiologie générale :
- Travaux pratiques (32 h)

Bases fondamentales de la Biologie Moléculaire
- Travaux dirigés (38 h)

Techniques de Biologie Moléculaire :
- Cours magistral (2 h)

- Travaux dirigés (42 h)
- Travaux pratiques (48 h)

i Licence 3 Sciences du vivant

Immunologie générale :

- Travaux dirigés (24 h)
Biologie moléculaire et évolutive :

- Travaux dirigés (16 h)

Service total : 176 heures
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Annexe 4 : formations suivies au cours de la these

Catégorie : Anglais

w- CV vidéo en anglais + Différences culturelles et intégration a I'étranger (15 mai 2023 -
25 mai 2023) S211 et S110 bat Enseignement Général des Sciences, UFR ST

w Entrainement a la prise de parole et & la communication scientifique orale (23 mai
2023 - 13 juin 2023) Laboratoire multimédia Batiment Sciences S 310 et S 311

Categorie : Cycle de conférences

w Le Temps, I'Energie, la Lumiére, I'Univers : Quelles limites vers I'infiniment petit et
vers l'infiniment grand ? (05 juin 2023 - 7 juin 2023)

Catégorie : Ethique, recherche et intégrité scientifique

w- Ethique et intégrité scientifique (09 décembre 2021) Amphitheatre Cabannes. 8 rue
Léonard de Vinci - site De Vinci

Categorie : Outils techniques

w- Biostatistique avec R (11 janvier 2022 - 25 janvier 2022) Salle LR 201 - Faculté de
Médecine- Site La Riche - 10 rue Emile Aron - 37520 La Riche

w- Introduction au Traitement d'Images avec Matlab (20 juin 2022 - 28 juin 2022) Teams
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Elodie VILLALONGA-ROSSO

Etudes moléculaires des LIM Kkinases, LIMK1 et LIMK?2, protéines impliquees dans le remaniement du
cytosquelette : mise en évidence d’un nouveau mécanisme de régulation et développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques

Les LIM kinases, LIMK1 et LIMKZ2, sont des sérines/thréonine et tyrosines kinases capables de phosphoryler et d’inactiver
la cofiline, un facteur de dépolymérisation de I’actine. Elles sont impliquées dans de nombreux mécanismes moléculaires
indispensables a la vie de la cellule de par leur rdle crucial dans la dynamique du cytosquelette. Lorsqu’elles sont dérégulées,
elles peuvent participer a I’apparition de pathologies, comme les cancers, certaines maladies neurologiques ou encore les
neurofibromatoses. Les LIM kinases sont donc des cibles thérapeutiques intéressantes, et constituent une alternative aux
thérapies classiques anticancéreuses et une opportunité pour les pathologies pour lesquelles il n'existe actuellement pas de
thérapie. A ce jour, cependant, aucune molécule inhibitrice des LIM kinases n’est parvenue a passer le stade des essais
cliniques en vue d’une mise sur le marché. Il est donc nécessaire de mieux comprendre les processus moléculaires qui
régulent I’activité de ces protéines, en particulier sur la cofiline, pour espérer mettre a jour de nouvelles thérapies ciblées,
sélectives et efficaces. Les etudes menées au cours de ma thése ont permis de mettre en évidence un nouveau mécanisme
de régulation de I’activité des LIM kinases sur la cofiline, impliquant un acide aminé de I’extrémité C-terminale : la tyrosine
630. Ce résidu est impliqué dans la dimérisation et la transphosphorylation des LIMKSs, des processus indispensables a leur
activation en permettant leur phosphorylation sur la thréonine 505 et leur activité sur la cofiline. En paralléle, j’ai aussi
contribué a faire la preuve de concept de nouvelles approches thérapeutiques ciblant les LIMKs : des stapled peptides
inhibant de fagon spécifique 1’interaction entre les LIMKSs et la cofiline. Ces résultats, trés prometteurs, pourraient permettre
de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant les LIM kinases, jusque-la considérées comme des impasses
thérapeutiques, plus efficaces car plus spécifiques et sélectives, avec des effets secondaires limités. L’ensemble des études
que j’ai réalisées au cours de ma thése permet une meilleure compréhension des LIMKs a 1’échelle moléculaire, ce qui
ouvre la voie a de nouvelles approches thérapeutiques visant ces kinases.

Mots clés : LIM kinases, cytosquelette, voie de signalisation, neurofibromatose, cancer, cibles thérapeutiques...

Molecular studies of the LIM kinases, LIMK1 and LIMK?2, involved in cytoskeleton remodelling: new
insights into their regulation and development of original therapeutic strategies

LIM kinases, LIMK1 and LIMKZ2, are serine/threonine and tyrosine kinases phosphorylating and inactivating cofilin, an
actin depolymerization factor. They are involved in numerous molecular mechanisms essential to cell life due to their crucial
role in cytoskeleton dynamics. When dysregulated, they can contribute to the development of pathologies, such as cancers,
certain neurological diseases or neurofibromatosis. LIM kinases are therefore interesting therapeutic targets, as they
constitute an alternative to traditional anticancer therapies and an opportunity for pathologies for which there is currently
no therapy. However, no LIM kinase inhibitor molecule has managed to pass clinical trials in order to get marketing
authorization. It is therefore necessary to have a better understanding of the molecular processes that regulate the activity
of these proteins, particularly on cofilin, in order to develop innovative, selective and effective therapies. The studies
performed during my thesis have highlighted a new mechanism of regulation of the activity of LIM kinases on cofilin,
involving an amino acid at the C-terminal end: tyrosine 630. This residue is involved in the dimerization and
transphosphorylation of LIMKS, processes that are crucial for their activation, allowing their phosphorylation on threonine
505 and their activity on cofilin. At the same time, | also contributed to the proof of concept of a new therapeutic approach
targeting LIMKSs: stapled peptides specifically inhibiting the interaction between LIMKSs and cofilin. These very promising
results open the path to the development of new therapeutic strategies targeting LIM kinases, hitherto considered as
undruggable, more effective because they are more specific and selective, with limited side effects. All of the studies that |
carried out during my thesis allow a better understanding of LIMKSs at the molecular level, which opens the way to new
therapeutic approaches targeting these kinases.

Keywords : LIM kinases, cytoskeleton, cell signalling, neurofibromatosis, cancer, therapeutical targets...
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