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Introduction

I. Mécanisme d’action de la voie Sonic Hedgehog

La voie de transduction du signal Hedgehog (Hh) est une cascade de signalisation
essentielle au développement et au maintien de nombreux tissus aussi bien chez les vertébrés
que chez les invertébrés (Wilson and Chuang, 2010). Les génes Hh ont été identifiés, lors
d’un criblage génétique visant a déterminer les génes impliqués dans 1’organisation du corps
de la larve de drosophile (Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980). Chez les mammiféres,
cette famille de genes regroupe trois orthologues que sont Sonic Hedgehog (Shh), Indian
Hedgehog (Ihh) et Desert Hedgehog (Dhh). Les trois protéines correspondantes partagent les
mémes mécanismes de synthese, sécrétion et transport jusqu'a leurs cibles (Gallet, 2011).

1. Synthese et sécrétion du ligand

Les ligands Hh sont des morphogénes qui agissent aussi bien a courte qu’a longue
distance de leur lieu de sécrétion sous forme d’un gradient de concentration. Les réponses des
cellules réceptrices dépendent de la quantité de ligand a laquelle elles sont exposées et la
variété des réponses induites (prolifération, migration, différenciation cellulaire) est aussi
reliée a la complexité de la cascade de transduction (Roelink et al., 1995 et pour revue,
(Dessaud et al., 2008; Roelink et al., 1995; Varjosalo and Taipale, 2008).

1.1. Synthese

Le ligand Hh est synthétisé sous la forme d’un précurseur d’environ 45 kDa. Apres
clivage de son peptide signal, il va subir une auto-protéolyse et 1’addition d’une molécule de
cholestérol sur I’extrémité C-terminale du fragment N-terminal de 19 kDa (Hh-N) ainsi
géneré (Lee et al., 1994; Porter et al., 1996a; Porter et al., 1996b). Cette protéolyse est liée a
I’activité intéine (protéine intron qui présente une activité enzymatique lui permettant de faire
son propre épissage) de la partie C-terminale du précurseur. L’addition du cholestérol
concomitante avec la protéolyse, permet 1’association de Hh-N & la membrane plasmique,
mais est également impliquée dans les effets a longue distance chez le mammifére comme
chez la drosophile (Gallet and Therond, 2005; Lewis et al., 2001; Zeng et al., 2001). Le

fragment Hh-N subira ensuite, une seconde modification lipidique, 1’addition d’un acide gras
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(Pepinsky et al., 1998) sur le résidu cystéine amino-terminal grace a I’activité de
I’acyltransférase Skinny hedgehog (aussi appelée sightless, rasp ou central missing; (Buglino
and Resh, 2008; Chamoun et al., 2001) donnant ainsi naissance a la forme mature du ligand :
Hh-Np (Figure 1). Cette derniere modification post-traductionnelle ainsi que 1’autoprotéolyse
et la dégradation du fragment C-terminal (Hh-C) ont lieu dans le réticulum endoplasmique
(RE ; (Chen et al., 2011b).

Ces modifications lipidiques seraient également responsables de la formation
d’oligoméres dont la structure semblable aux micelles facilite 1’action a longue distance des
morphogeénes (Chen et al., 2004a; Ohlig et al., 2011; Zeng et al., 2001). Plus récemment
encore, un rble dans la réception du signal vient de leur étre attribué. Le groupement
cholestérol permet I’ancrage du ligand a la membrane plasmique. Le palmitate, quant a lui,
augmente ’internalisation du ligand. Ces mécanismes participent a part entiére a 1’amplitude

de la réponse au signal au niveau des cellules réceptrices (Grover et al., 2011).

Si I’activité des protéines Hh est essentiellement liée a Hh-Np (Roelink et al., 1995),
une activité des protéines Hh non modifiées et de Hh-C a été rapportée dans le tube neural de
poulet (Tokhunts et al., 2010) ou dans la rétine de drosophile pour I’attraction des axones en
élongation et la maturation des synapses (Chu et al.,, 2006). Les modifications post-
traductionnelles décrites ci-dessus demeurent cependant des étapes clefs et des mutations
modifiant la maturation de la protéine Shh, sont a 1’origine de 1’holoprosencéphalie (HPE), un
syndrome en particulier caractérisé par de séveres défauts de développement du cerveau et de
la téte (Maity et al., 2005; Traiffort et al., 2004).

1.2. Sécrétion et transport
Bien que le ligand Hh-Np soit attaché a la membrane plasmique, nous venons de voir
qu’il est capable d’agir a longue distance. Les mécanismes impliqués dans sa sécrétion

comme dans son transport sont encore loin d’étre complétement élucides.

La protéine a douze domaines transmembranaires (TM) Dispatched (Disp)
participerait aux deux processus (Callejo et al., 2011; Etheridge et al., 2010; Ma et al., 2002).
Sa structure ’apparente non seulement a la famille des protéines de transport contenant un

domaine senseur de stérol (SSD pour Sterol Sensing Domain), mais aussi a celle des protéines
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Figure 1 : Schéma de la maturation post-traductionnelle de la protéine Hedgehog.

(1) Le peptide signal est clivé. (2 et 3) Le domaine C-terminal catalyse la réaction de transfert
intramoléculaire d’une molécule de cholestérol en C-terminal du fragment amino-terminal (Hh-N). (4)
L’addition d’un acide palmitique sur I’extrémité N-terminale de Hh-N par I’acyltransférase Skinny
hedgehog (Skn/rasp) conduit a la forme active Hh-Np. D’apreés (Varjosalo and Taipale, 2008).
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« Résistance, Nodulation, Division » (RND) qui utilise un gradient de protons pour
transporter de petites molécules lipophiles a travers les bicouches membranaires. Bien que des
mutations des résidus impliqués dans la fonction de transport de Disp empéchent la libération
de Hh-Np (Ma et al., 2002), une interaction directe entre Hh-Np et Disp n’a pas encore été

montrée.

Les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG), des composants majeurs de la matrice
extracellulaire ancrés dans la membrane plasmique des cellules via un
glycosylphosphatidylinositol (GPI ; (Steinhauer and Treisman, 2009), semblent participer au
transport de Hh-Np comme I’indique le mutant tout velu chez la drosophile (Bellaiche et al.,
1998) incapable de synthétiser les glypicans Dally et Dally-like (Han et al., 2004). Les HSPG
favorisent également la fixation du ligand Hh-Np a la surface des cellules réceptrices (Lum et
al., 2003a). Plus récemment, une étude rapporte gqu’ils peuvent étre aussi considérés comme
des régulateurs négatifs de la voie, puisque les glypicans de vertébrés exprimés dans des
cultures de cellules de drosophile, agissent comme dominants négatifs en inhibant la
signalisation Hh (Williams et al., 2010)).

L’activité a longue distance de Hh-Np pourrait aussi faire intervenir les lipoprotéines
de basse densité (LDL) ou lipophorines chez la drosophile. Par un mécanisme encore inconnu
a ce jour, Hh-Np serait chargé sur ces particules constituées d’une protéine d’échafaudage
apolipophorine I ou II et d’'une monocouche de phospholipides entourée de cholestérols
estérifiés et de triglycérides. Dans les larves de drosophile présentant un faible taux de
lipophorines, Hh-Np s’accumule a proximité du site de production et est dépourvu d’activité a

longue distance (Panakova et al., 2005).

La formation d’oligomeres Hh-Np permettant de masquer les molécules de cholestérol
de la forme active du ligand et donc d’accroitre sa solubilité, favoriserait également la
libération et ’action a longue distance de Hh-Np. Ces oligomeéres de 100 a 700 kDa associés a
I’activité maximale du ligand (pour revue, (Eaton, 2008), ont été bien caractérisés in vitro et
récemment mis en évidence in vivo (Vyas et al., 2008). lls permettraient la formation de
vésicules contenant Hh-Np et récemment mises en évidence dans le tube neural de souris
(Chamberlain et al., 2008) ou dans des cultures de neurones de la rétine ou de 1’hippocampe
(Beug et al., 2011).
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Enfin, dans le cerveau de rongeur adulte, le transport axonal antérograde de ShhN
depuis le nerf optique jusqu’au collicule supérieur a été révélé apres injection intraoculaire de
méthionine radiomarquée (Traiffort et al., 2001). L’immunolocalisation de Hh-Np dans les
vésicules synaptiques des neurones de la rétine et le cofractionnement de Hh-Np avec des
microvésicules semblables a des vésicules synaptiques dans les neurones d’hippocampe
suggeérent fortement que la protéine Hh-Np pourrait étre sécrétée par des neurones matures
(Beug et al., 2011).

2. Réception

La réception du signal Hh est assurée d’une part par des protéines membranaires
capables d’interagir avec le ligand, et d’autre part par le récepteur Smoothened (Smo) qui est
a I’inverse, incapable de fixer la protéine Hh, mais dont I’activité est régulée par le principal

récepteur de Hh, Patched (Ptc ; Figure 2).

2.1. Patched

Ptc posséde un réle central dans la signalisation Hh et est associé a la majorité des
effets de la voie de signalisation. Il s’agit d’une protéine a douze domaines TM appartenant a
la superfamille des transporteurs RND et possédant un domaine SSD au niveau des domaines
TM2 a 6 et deux grandes boucles extracellulaires situées entre les domaines TM1 et 2 d’une
part, 7 et 8 d’autre part. Récemment, 1’expression hétérologue et la purification de la
conformation native et stable du récepteur humain dans des cellules de levures a pu étre faite
et va permettre par la suite, une étude plus approfondie des relations structure-fonction de ce
récepteur (Joubert et al., 2009). Alors qu’un seul géne Ptc a été initialement identifié chez la
drosophile (Capdevila et al., 1994; Hooper and Scott, 1989; Ingham, 1991), 2 geénes
homologues ont été décrits chez les mammiferes (Ptcl et Ptc2; (Carpenter et al., 1998;
Ghahramani Seno et al., 2011; Goodrich et al., 1996).

La lignée de souris hétérozygotes Ptcl™” a permis d’associer une activité Ptc
déficitaire a I’apparition de tumeurs telles que les médulloblastomes (MB) au niveau cérébral
ou les rhabdomyosarcomes (RMS) au niveau musculaire, mais aussi de défauts

développementaux de type polydactylie ou croissance anormale (Goodrich et al., 1997). La

7



Introduction

Dally

Ulp r] Gd$1 i
S \ v
ig 7 B,)(- Ptc lhog Cdo USmo
PKA (#G‘- Boi Boc ®
CK1 ;
Fu \/ Cos2 Kif7? A X» GRK2
Cos2 PKA PKA MAP3K10
CK1
CK1 GSK3 Sulu
S“'” GSK3 §-TrCP DYRK2
Slimb

@O a @1‘1&@».

\/ P

m , % Clble Hh
\ . - . ~ - o /
S — J L I Y,
Cellule de drosophile Cellule de mammifére

Figure 2 : Réception du signal Hedgehog sur une cellule de drosophile ou de mammifére.

La réception du signal Hedgehog (Hh) est facilitée par Ihog/Boi chez la drosophile et Cdo/Boc/Gasl
chez les mammiféres. En I’absence de Hh, Patched (Ptc) bloque I’activation de Smoothened (Smo). La
forme longue de Ci/Gli est phosphorylée par de multiples kinases, puis adressée au protéasome apres
ubiquitinylation via le complexe SCF¥™* TR nour générer une forme tronquée répressive (Cit/GIi®).
Chez la drosophile, la phosphorylation de Ci requiert la protéine kinésine Cos2, qui agit comme une
protéine d’échafaudage pour lier Ci et ses kinases.

Chez la drosophile, la levée d’inhibition de Ptc sur Smo conduit & la phosphorylation de Smo par PKA
et CKI, puis a son accumulation a la surface cellulaire et a son activation. Ensuite, Smo recrute Cos2-
Fu pour activer Fu et dissocier le complexe Cos2-Ci-kinases, inhibant la phosphorylation de Ci et son
traitement.

Chez les mammifeéres, Sufu est le principal inhibiteur de Gli. DYRK2 phosphoryle Gli2 et controle sa
dégradation alors que MAP3K10 active Gli2 en inhibant DYKR2. La phosphorylation de Smo
nécessite GRK2. Les Gai seraient impliquées dans la signalisation Hh en aval de Smo aussi bien chez
la drosophile que chez les vertébrés. D’aprés (Jiang and Hui, 2008).
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mise en évidence de ces tumeurs a permis de caractériser Ptcl comme un suppresseur de
tumeur. La mutation homozygote Ptc1™ est quant & elle Iétale au stade embryonnaire E9.5 et
s’accompagne de défauts majeurs du développement des systemes nerveux et
cardiovasculaire. A P’inverse, les animaux Ptc2”" sont viables et ne présentent pas de défaut
développemental majeur. Cependant, la combinaison des mutations Ptc1*" et Ptc2” renforce
I’incidence du développement des tumeurs. Ptc2 semble donc réguler la tumorigenese, mais
ne la déclenche pas (Lee et al., 2006). La majorité des activités de Hh-Np passe par Ptcl, c’est

pourquoi il est communément admis que 1’abréviation Ptc fait référence a Ptcl.

Hh-Np se lie a Ptc avec une affinité nanomolaire (Fuse et al., 1999; Marigo et al.,
1996; Stone et al., 1996). Cette liaison met essentiellement en jeu les domaines
extracellulaires de la partie N-terminale de Ptc (Briscoe et al., 2001; Mullor and Guerrero,
2000). Elle est suivie d’une internalisation du complexe démontrée chez la drosophile
(Bellaiche et al., 1998; Burke et al., 1999) et dans un modele d’explants de tube neural de
poulet (Incardona et al., 2000).

Ptc participe vraisemblablement a la formation du gradient d’activité des protéines Hh
qui dépendrait de la quantité de récepteurs Ptc liés au ligand par rapport a la quantité de
récepteurs libres (Casali and Struhl, 2004) ou encore du nombre absolu de récepteurs Ptc
exprimés a la surface de la cellule (Casali, 2010). Cette derniere hypothése ferait intervenir la
liaison d’une ubiquitine-ligase sur la partie C-terminale de Ptc indépendamment de la liaison
du ligand, permettant sa dégradation et renforcant ainsi la fixation du ligand sur les autres
récepteurs Ptc exprimés a la surface des cellules. La seconde activité majeure de Ptc est de
réprimer ’activité constitutive de Smo en I’absence de Hh. La liaison de Hh a Ptc lévera cette
activité répressive en mettant vraisemblablement en jeu le domaine SSD de Ptc (cette activité
sera détaillée dans le chapitre 3). D’autres activités indépendantes de la répression de Smo
sont aussi associées a Ptc ; pour revue, (Jenkins, 2009). Ainsi, Ptc interagirait avec la cycline
B1 dont il régulerait la localisation subcellulaire et participerait donc a la régulation de
I’entrée des cellules en mitose (Barnes et al., 2001). Ptc peut également agir comme un
récepteur a dépendance induisant une activité pro-apoptotique en 1’absence de son ligand Hh
et apres clivage de son extremité C-terminale par les caspases (Thibert et al., 2003). Ce
fragment C-terminal clivé serait transloqué au noyau ou il s’accumulerait et modulerait les
facteurs de transcription de la voie (Kagawa et al., 2011). Enfin, un nouveau site de liaison
des ligands Hh identifié sur la partie C-terminale de Ptc n’aurait aucune incidence sur
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I’activité de Smo, mais stimulerait des protéines Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK)
1/2 (Chang et al., 2010). On peut supposer que la coordination de I’ensemble de ces activités

associees a Ptc est nécessaire au développement embryonnaire physiologique.

2.2. Hedgehog Interacting Protein
La protéine Hedgehog Interacting Protein (Hhip) est une protéine TM de type |

capable d’interagir avec les trois ligands Shh, Dhh et Thh avec une affinit¢ de I’ordre du
nanomolaire similaire a celle de Ptc pour ces mémes protéines (Chuang et al., 2003).
Initialement identifiée chez I’embryon de souris, Hhip ne posséde aucun orthologue chez la
drosophile. Hhip contient une partie N-terminale comportant un domaine riche en cystéines
(CRD pour Cystein Rich Domain), tandis que des motifs de liaison ressemblant a ceux du
facteur de croissance épidermique (EGF pour Epidermal Growth Factor) sont situés a
proximité de son extrémité C-terminale par laquelle elle s’associe a la surface de la cellule ou
elle est exprimeée (Bosanac et al., 2009); pour revue, (Beachy et al., 2010). Une forme soluble
et active de Hhip a aussi été mise en évidence dans le systeme nerveux de rongeurs adultes
(Coulombe et al., 2004). La récente cristallisation de Hhip seule ou complexée avec ses
ligands Hh a permis de montrer que les sites d’interaction de Shh avec Hhip ou Ptc sont
superposables (Bishop et al., 2009).

Comme Ptc, Hhip est transcriptionnellement induit lors de I’activation de la voie Hh
et les défauts majeurs observés chez les souris déficientes pour le gene Hhip font considérer
cette protéine comme le régulateur physiologique négatif de la signalisation Hh (Chuang et
al., 2003; Chuang and McMahon, 1999). Les souris déficientes a la fois pour les génes Ptc et
Hhip présentent des anomalies du développement trés séveéres renforgant 1’idée que Ptc
partage avec Hhip, son réle dans le controle du développement embryonnaire (Jeong and
McMahon, 2005). Cependant, a I’inverse de Ptc, I’action de Hhip ne passe pas par une

modulation de 1’activité de Smo.

2.3. Les membres de la famille des protéines Ig/fibronectines Cdo et Boc

Les protéines Cdo (Cam-related/down-Regulated by oncogenes) et Boc (Brother-of-
Cdo) sont, chez les mammiferes, les orthologues des protéines de drosophile Ihog et Boi
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(Kang et al., 1997; Kang et al., 2002); pour revue, (Wilson and Chuang, 2006) initialement
décrites pour leurs réles dans la réception du signal Hh (Lum et al., 2003a) et leurs capacités a
fixer les ligands Hh (McLellan et al., 2006); pour revue, (Beachy et al., 2010). Il s’agit de
protéines comportant des domaines extracellulaires de type immunoglobuline (lg) et
fibronectine de type III (FNIII), ainsi qu’un domaine TM et une partie C-terminale. Les 2
protéines interagissent avec les 3 ligands Hh via leur domaine FNIII (Tenzen et al.,
2006); (Kavran et al., 2010) en mettant en jeu un site de liaison au calcium détecté apres
cristallisation du complexe ligand/récepteur (McLellan et al., 2008). Plus récemment, des
¢tudes chez la drosophile ont permis de montrer qu’lhog serait inclus dans un complexe
Ptc/lhog/Hh-N dont la formation serait nécessaire a 1’activation de la voie Hh faisant de Ihog
et Boi non pas des co-récepteurs de Ptc, mais des composantes indispensables du complexe

récepteur et nécessaires a la transduction du signal (Zheng et al., 2010).

Les mutants murins et les études gain ou perte de fonction ont permis de montrer le
role positif de Cdo et Boc dans la signalisation Hh. Ainsi, les souris mutantes Cdo” ont un
phénotype comparable & celui observé chez les mutants Shh”™ et rappelant ’HPE humaine
(Tenzen et al., 2006; Zhang et al., 2006). Si ce phénotype n’est pas observé chez les animaux
Boc™, la double-mutation Boc™/ Cdo™ renforce le phénotype des animaux Cdo” suggérant
aussi un réle de Boc dans le développement précoce du tube neural (Allen et al., 2011; Zhang
et al., 2011). Exprimé par les neurones commissuraux, Boc participe notamment au guidage
de leurs axones au niveau de la plaque du plancher dans le tube neural. Une hypothése
propose qu’aprés avoir 1ié Shh, Boc pourrait transmettre son signal aprés une interaction

directe ou indirecte avec le récepteur Smo (Okada et al., 2006).

2.4. Les autres protéines capables de lier Hh

Gasl (Growth arrest specific genes 1) est une glycoprotéine a ancre GPI considérée
comme un régulateur négatif de la croissance cellulaire ; pour revue, (Martinelli & Fan,
2007b). Initialement caractérise comme un régulateur négatif de la voie Hh chez la drosophile
(pour revue, (Kang et al., 2007), Gasl s’est récemment révélé étre un régulateur positif de
cette voie dans le tube neural avec 1’existence d’un phénotype compatible avec une réduction
de la signalisation Hh chez les mutants Gas1™ (Allen et al., 2011; Allen et al., 2007). Gasl
coopérerait avec Ptc dans la fixation du ligand Hh (Martinelli and Fan, 2007). Le phénotype
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rappelant I’HPE est renforcé chez les doubles mutants Gas1”/Shh™ (Seppala et al., 2007). De
plus, une mutation faux-sens identifiée dans Gasl modifierait sa liaison a Shh et conduirait a
des anomalies proches de I’HPE (Martinelli and Fan, 2009). Des études tres récentes
montrent qu’au méme titre que Boc ou Cdo, Gasl est essentiel pour la co-réception du ligand
Hh, la différenciation et la maintenance des progéniteurs neuraux du tube neural, mais
également la prolifération des précurseurs des cellules granulaires dans le cortex cérébelleux
(Allen et al., 2011; lzzi et al., 2011).

L’importance des HSPG dans la réception des signaux Hh est maintenant bien
connue (pour revue, (Gallet, 2011) et un domaine Cardin-Weintraub conservé sur les
protéines Hh a été identifié comme responsable de I’interaction Hh/HSPG (Rubin et al.,
2002). Dans le cortex cérébelleux, cette interaction serait responsable de réponses spécifiques
en particulier de la prolifération des précurseurs des cellules granulaires, alors qu’elle
n’influencerait pas la différenciation cellulaire (Chan et al., 2009). Les HSPG facilitent et
stabilisent également 1’interaction entre Hh et Ptc ou Cdo/Boc prolongeant ainsi la durée de
’activité signalisatrice du morphogene. Chez la drosophile, I’interaction de la protéine Dally-
like avec Hh peut alternativement induire (Yan et al., 2010) ou inhiber (Williams et al., 2010)
la signalisation Hh. En accord avec cette propriété de régulateur négatif, les animaux
déficitaires en glypican 3 présentent une croissance excessive et une prédisposition a
développer des cancers (Filmus and Capurro, 2008). Ainsi, la fonction spécifique de chaque
HSPG reste a étre précisément déterminée.

Enfin, le ligand Shh est capable de se lier a la mégaline (LRP2/Gp330) appartenant a
la famille des récepteurs aux LDL et exprimée sur la majorité des cellules épithéliales
polarisées (McCarthy et al., 2002) et pour revue, (Fisher and Howie, 2006). La liaison de Shh
a la mégaline a été démontrée a 1’aide d’un ligand radiomarqué. Bien que des antagonistes de
la mégaline inhibent I’internalisation du complexe Shh/mégaline et que des animaux
déficients pour la mégaline présentent un phénotype rappelant I’HPE (Willnow et al., 1996),

le réle du récepteur dans la voie de signalisation est encore largement discuté.

3. Le récepteur Smoothened

Le récepteur Smo n’est pas une protéine capable de lier les morphogenes Hh, mais son

role clef dans la signalisation et son étroite interaction avec le récepteur Ptc font qu’il est, a ce
12
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jour, le récepteur de la voie le plus étudié. Si les souris hétérozygotes Smo*" présentent un
phénotype normal, les souris homozygotes Smo™ présentent des défauts majeurs du

développement rappelant les signes cliniques de I’HPE (Zhang et al., 2001).

3.1. Structure du récepteur Smo

Historiquement, la découverte du récepteur Smo a été faite chez la drosophile a la suite
d’un criblage génétique destiné a identifier les génes impliqués dans la segmentation de la
larve de I’insecte (Nusslein-Volhard and Wieschaus, 1980). D’autres études génétiques et le
clonage de Smo ont démontré que le récepteur est requis pour ’activation de la signalisation
Hh intracellulaire (Alcedo et al., 1996; van den Heuvel and Ingham, 1996; Zhang et al.,
2001). Smo est un récepteur a 7 domaines TM, présentant un long domaine N-terminal
extracellulaire et un long domaine C-terminal intracellulaire. Cette structure est semblable a
celle des membres de la plus grande famille de récepteurs membranaires, les récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG ; pour revues, (Ayers and Therond, 2010; Kniazeff et al.,
2011; Rosenbaum et al., 2009). L’expression hétérologue de la conformation native du
récepteur Smo humain dans des cellules de levures a récemment été montrée et s’avére étre
d’un intéret majeur pour son étude structurale et a plus long terme pour sa cristallisation
(Nehme et al., 2010). Par ailleurs, le couplage de Smo aux protéines G hétérotrimériques qui a
déja fait I’objet de nombreuses études, souléve encore de multiples questions (ce point sera

abordé dans le paragraphe 3.3).

La superfamille des RCPG regroupe 5 sous-familles classifiées selon leur séquence
protéique et la localisation du site de liaison de ’agoniste endogene sur le récepteur. Smo
partage des caractéristiques structurales importantes avec la famille 5 des RCPG, les
récepteurs Frizzled (Fz), dont les ligands endogénes sont les morphogenes Wnt (Figure 3 et
pour revue, (Schulte, 2010). Comme les récepteurs Fz, Smo posséde un CRD dans sa partie
N-terminale et ses domaines TM chez la drosophile présentent 31 % d’identité et 52 % de
similarité avec le récepteur Fz. Cependant, contrairement a celui de Fz, le CRD de Smo n’a
pas été impliqué dans sa liaison a un ligand endogéne (Taipale et al., 2002), mais des
mutations ponctuelles et une forme tronquée du CRD empéchent 1’activation maximale de la
signalisation Hh chez le poisson-zébre indiquant I’importance de ce domaine également chez
les vertébrés (Aanstad et al., 2009). L’extrémité N-terminale de Smo participe & son activité

constitutive, mais est également a l’origine de la formation de diméres ou méme de
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multiméres. Chez les mammiferes, des formes dimériques et constitutivement actives du
récepteur ont aussi été décrites. La liaison du ligand Shh & Ptc provoque un changement
conformationnel de Smo, conduisant a un rapprochement du domaine C-terminal des deux

composantes du dimere et correspondant a la forme activée du récepteur (Zhao et al., 2007).

Le CRD est connecté a I’heptahélice qui constitue le ceeur du récepteur mais aussi la
cible de la majorité des molécules régulatrices de son activité (Chen et al., 2002a; Chen et al.,
2002b). Des mutations des domaines TM telles que la C298Y dans le domaine TM2 ou
W388Z dans le TM4 rendent la protéine inactive ou insensible a I’activité répressive de Ptc
(Nakano et al., 2004). Par ailleurs, une mutation du récepteur Smo humain, W535L, a été
identifiée dans une forme sporadique de carcinome basocellulaire (BCC pour Basal Cell-
Carcinoma). Ce mutant M2 est une forme activée du récepteur. Située dans le domaine TM7,

cette mutation pourrait modifier le couplage du récepteur aux protéines G (Xie et al., 1998).

Comme attendu pour un récepteur a 7 domaines TM, les boucles intracytoplasmiques
et la partie C-terminale de la protéine font I’objet de modifications post-traductionnelles
primordiales pour I’activation du récepteur. L’analyse par spectroscopie de masse du
récepteur Smo de drosophile a révélé la présence dans ce domaine de 26 résidus
sérine/thréonine phosphorylés en présence du ligand Hh. Ces résidus correspondent aux sites
de phosphorylation de la protéine kinase A dépendante de I’AMPc (PKA), de la caséine
kinase 1 (CK1) et de la glycogen synthase kinase 3 (GSK3 ; (Apionishev et al., 2005; Jia et
al., 2004; Zhang et al., 2004); pour revue, (Aikin et al., 2008). La phosphorylation de
I’extrémité C-terminale du récepteur est consécutive a la fixation de Hh sur Ptc et nécessaire a
I’activation de Smo (Jia et al., 2004). Le blocage de ’activité des kinases PKA/CKI prévient
I’accumulation du récepteur Smo a la membrane méme en présence du ligand Hh, bloquant
ainsi la transduction du signal Hh (Jia et al., 2004). De plus, la substitution des sites de
phosphorylation par des résidus non-phosphorylables confére a Smo un réle de dominant-
négatif (Apionishev et al., 2005; Zhang et al., 2004). L’analyse précise du role de ces
phosphorylations a été réalisée via des expériences de transfert d’énergie par résonance de
type Forster (FRET pour Fluorescence Resonance Energy Transfer) indiquant que la
phosphorylation du domaine C-terminal de Smo induit un changement conformationnel du
récepteur nécessaire pour rompre les interactions électrostatiques au niveau du domaine
autoinhibiteur sur ’extrémité C-terminale de Smo. Ce domaine est constitué de groupements
d’acides aminés arginine chargés positivement qui régulent négativement I’activité de Smo,
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empéchent son expression a la surface cellulaire et le conservent sous forme inactive. Le
remplacement progressif de ces résidus arginine par un acide aminé neutre, 1’alanine, active
graduellement le récepteur Smo et permet a nouveau son expression a la membrane plasmique
(Zhao et al., 2007). L’activité de Smo serait ainsi finement régulée par la neutralisation des
arginines du domaine autoinhibiteur grace aux phosphorylations subies par le récepteur. Ce
mécanisme peut étre comparé a un véritable rhéostat qui traduirait le gradient d’activité des
protéines Hh. Ces résidus arginines sont aussi présents sur le récepteur Smo de mammifeéres

ou ils jouent un rdle identique.

Des résultats plus récents vont également dans le sens d’un modele de
phosphorylations séquentielles du récepteur Smo de drosophile qui lui permettent de traduire
les effets associés a de faibles variations de concentrations des protéines Hh. Ainsi, la PKA
est responsable des premiéres phosphorylations du récepteur qui sont ensuite renforcées par
celles lices a I’activité de la CKI. Les phosphatases PP1 et PP4 déphosphorylent
specifiquement les sites phosphorylés respectivement par la PKA et la CKI (Su et al., 2011).
Par ailleurs, la déphosphorylation de Smo par la phosphatase PP4 induit la désactivation du
récepteur (Jia et al., 2009a). D’autres protéines kinases sont connues pour réguler I’activité
des récepteurs a 7 domaines TM. C’est le cas de la sérine/thréonine kinase GRK2 (G protein-
coupled receptor kinase 2) qui est, elle aussi, impliquée dans la régulation de I’activité de Smo
chez les mammiferes (Chen et al., 2004b; Meloni et al., 2006). GRK2 est une cible
transcriptionnelle de la voie Hh positivement régulée lorsque cette voie est active. A I’inverse,
la perte de I’expression de GRK2 entraine une diminution du niveau d’expression des genes
cibles de la voie (Molnar et al., 2007). Des expériences de FRET ont permis de montrer une
activité régulatrice de GRK2 dépendant de la phosphorylation du récepteur par les kinases
PKA et CKI et nécessaire a son interaction avec le récepteur Smo. GRK2 peut aussi former
des diméres/oligomeres en se liant a I’extrémité C-terminale du récepteur. GRK2 stabiliserait
alors la conformation active du récepteur et favoriserait sa dimérisation/oligomérisation.
GRK2 régule ainsi le récepteur Smo par des mecanismes a la fois kinase-dépendants et
kinase-indépendants (Chen et al., 2011c). Chez la drosophile, le domaine C-terminal de Smo
se lie & la kinésine Costal (Cos2) qui fait partie d’un complexe de protéines intracellulaires
nécessaires a la transmission du signal Hh (Jia et al., 2003; Lum et al., 2003b; Ogden et al.,
2003; Ruel et al., 2003).
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Figure 3 : Phylogénie et structure du récepteur Smoothened (Smo).
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Therond, 2010; Schulte, 2010).
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3.2. Signalisation
3.2.1. Régulation de Smo par le récepteur Patched

L’une des originalités de Smo est d’étre un récepteur a 7 domaines TM dont le ligand
endogeéne n’a pas encore ¢té¢ identifié, mais dont 1’activité constitutive est bloquée par la
protéine Ptc qui maintient Smo dans un état inactif (Alcedo et al., 1996; Chen and Struhl,
1996). La localisation de Smo au sein de la cascade de signalisation Hh a été rapidement
caractérisée comme épistatique a Ptc (Chen and Struhl, 1996; Hooper, 1994). Depuis cette
observation, I’identification des mécanismes permettant a Ptc de contrdler 1’activité de Smo a
suscité 1’intérét de nombreuses équipes de recherche ; pour revue, (Rohatgi and Scott, 2007).
Un premier modele proposait que Ptc et Smo pourraient interagir pour former un complexe de
récepteurs associés a la membrane (Murone et al., 1999). Ce modeéle dit « steechiométrique »
a été rapidement abandonné. En effet, une analyse de « cross-linking » entre les 2 protéines
n’a pas permis de montrer d’interaction entre les 2 récepteurs (Taipale et al., 2002). Enfin,
une seule molécule de Ptc est capable d’inhiber ’activité d’un nombre ¢levé de molécules
Smo, ce qui caractérise un mécanisme catalytique et non pas steechiométrique (Ingham et al.,
2000). Par ailleurs, dans les disques imaginaux de drosophile, 1’absence de coexpression des
récepteurs Ptc et Smo suggere que les deux récepteurs pourraient également fonctionner de

maniere indépendante (Denef et al., 2000 ; Incardona et al., 2002).

La similitude entre Ptc et les pompes a petites molécules RND laisse penser que Ptc
pourrait transporter et donc modifier la concentration ou la localisation d’une petite molécule
second messager régulant le récepteur Smo (Taipale et al., 2002). Une protéine
structurellement proche de Ptc est codee par le géne Niemann-Pick C1 (NPC1). Il s’agit d’un
autre membre de la famille des transporteurs RND qui comme Ptc, posséde un domaine SSD
et joue un réle important dans le métabolisme des stérols et le transport des vésicules stérols-
dépendantes (Martin et al., 2001). Deux mutations dans le domaine SSD de Ptc ont été
identifiées comme responsables du contrble de la répression de Smo (Strutt et al., 2001). De
plus, plusieurs observations laissent supposer que les lipides interviennent dans la
signalisation Hh ; pour revue, (Eaton, 2008). Ainsi, les oxystérols, des dérivés des stérols,
sont capables d’induire I’activation de Smo de fagon indirecte (Dwyer et al., 2007). Un autre
dérivé des sterols endogenes, la vitamine D3, a été propose comme un régulateur négatif de
Smo sur des fibroblastes en culture, mais aussi sur I’embryon de poisson-zebre (Bijlsma et al.,

2006). Par ailleurs, chez la drosophile, 1’activation du récepteur Smo pourrait dépendre des
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niveaux des phospholipides de type phospho-inositol-4-phosphate (P14P) dont les taux sont
augmentés en cas de perte de fonction de Ptc. En accord avec cette hypothese, la perte de
I’enzyme STT4 kinase nécessaire a la synthése de PI4P entraine un phénotype similaire a

celui observé chez les animaux Hh™* (Yavari et al., 2010).

D’autres données suggerent aussi que Ptc pourrait participer a la régulation de la
localisation subcellulaire de Smo via le transport de vésicules intracellulaires. En 1’absence de
son ligand, Ptc prévient le mouvement de Smo depuis ces vésicules jusqu’a la membrane
plasmique et réduit également la concentration des protéines Smo dans la cellule,
vraisemblablement en induisant son adressage aux lysosomes (Nakano et al., 2004). En
accord avec ces observations, I’inactivation de Ptc engendre la translocation de Smo a la
membrane plasmique, ce qui est suffisant pour activer la voie Hh (Zhu et al., 2003).
Récemment, il a été proposé que Ptc contribuerait a I’efflux de cholestérol des cellules, une
activité qui pourrait stabiliser Smo a la surface de la cellule (Bidet et al., 2011). Par ailleurs,
Ptc est capable de réguler la dégradation de Smo en modifiant la composition en lipides des
endosomes (Khaliullina et al., 2009).

3.2.2. Les facteurs de transcription Ci/Gli et les régulateurs intracellulaires

La fixation de Hh-N sur le récepteur Ptc leve I’inhibition exercée sur Smo, ce qui
déclenche une cascade de signalisation intracellulaire complexe mettant notamment en jeu les
facteurs de transcription Cubitus interruptus (Ci ; (Forbes et al., 1993) chez la drosophile ou
Glil, 2, 3 chez les vertébrés ; pour revue, (Ruiz i Altaba et al., 2007). Les 3 facteurs de
transcription Gli possédent 5 domaines a doigts de zinc leur permettant de se lier a ’ADN
ainsi qu’un domaine transactivateur en C-terminal, mais seuls Gli2 et Gli3 ont un domaine
répresseur en N-terminal clivable par autoprotéolyse. Apres translocation dans le noyau, les
facteurs de transcription se lient via leurs domaines a doigts de zinc a des séquences
specifiques, appelées « élément répondant a Gli » ; pour revue, (Ruiz i Altaba et al., 2007).
Alors que des activités inductrices ou répressives de la transcription des genes cibles sont
respectivement associées aux formes non clivées Ci(75) et clivées Ci(55) de Ci, elles se
répartissent entre les facteurs Glil-3 chez les mammiféres. Ainsi, [’activation
transcriptionnelle est essentiellement liée a I’activité de Gli2, alors que Gli3 est la principale

forme Gli associée a une répression transcriptionnelle. En 1’absence de signal Hh, Gli2 et Gli3

18



Introduction
-

sont phosphorylés et adressés au protéasome ou ils sont clivés pour générer un fragment N-
terminal doté d’une activité répressive (Gli3) ou dégradés par protéolyse (Gli2) ; pour revue,
(Ruiz i Altaba et al., 2007). En présence de Hh, Gli2 et Gli3 ne sont pas clivés. La forme
longue de Gli2 est un activateur transcriptionnel, tandis que la forme longue de Gli3 est tres
rapidement degradée par le protéasome (Wen et al., 2010). Le schéma classique selon lequel
la balance activateur-répresseur des facteurs de transcription contréle la réponse des génes
cibles vient d’étre revisité grace a des études de modélisations thermodynamiques montrant
que I’affinité des sites de liaison Ci sur les promoteurs des genes cibles intervient dans la
réponse transcriptionnelle finale (Parker et al., 2011). Contrairement a Gli2 et Gli3, Glil n’est
pas clivé et fonctionne comme un activateur transcriptionnel permettant d’amplifier le niveau
de signalisation Hh. Glil constitue par ailleurs, une cible transcriptionnelle de la voie Hh
utilisée pour suivre le niveau d’activation de cette voie. En accord avec ces observations,
I’invalidation de Gli2, contrairement a celle de Glil, est 1étale chez I’embryon (Ding et al.,
1998). Les animaux mutants pour Gli3 présentent, quant a eux, une expansion dorsale des
progéniteurs ventraux du tube neural reflétant ’absence de 1’activité répressive liée a Gli3 et

donc une extension dorsale de la signalisation Hh (Persson et al., 2002).

Un complexe protéique intracytoplasmique semble intervenir entre la levée de
I’activité répressive de Ptc sur Smo et la translocation au noyau des formes Ci/Gli activatrices.
Chez la drosophile, il comporte la kinésine Cos2, la sérines/thréonines kinase Fused (Fu) et la
protéine Suppressor of Fused (Sufu ; pour revues, (Aikin et al., 2008; Cheng and Yue, 2008).
Fu est un régulateur positif de la voie Hh (Alves et al., 1998). Associée de maniére
steechiométrique avec Cos2, Fu interagit avec Sufu et contrdle le niveau de phosphorylation
de ces 2 protéines ; pour revues, (Aikin et al., 2008; Ayers and Therond, 2010). La kinase Fu
est elle-méme régulée en réponse a I’activation de la voie Hh. Elle est en particulier
phosphorylée par la CKI. Treés récemment, il a été proposé que ’interaction entre Smo et
Cos2 stimule 1’autoactivation de la kinase Fu en la phosphorylant et en 1’adressant a la
membrane, ce qui met donc en évidence une boucle de rétrocontrole positif a 1’origine de la
stabilisation et de ’activation du facteur de transcription Ci (Zhou and Kalderon, 2011). En
phosphorylant a la fois Ci et Smo, les sérines/thréonines kinases CKI et GSK3 vont aussi
participer a la formation des formes activatrices de Ci et aux modifications de conformation

de Smo accompagnant la transduction du signal Hh.
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Chez les mammiferes, ni Cos2 ni Fu ne semblent avoir les roles pivots qu’ils
présentent chez la drosophile (Chen et al., 2005; Varjosalo et al., 2006). A I’inverse, Sufu a
un role important et son interaction avec les facteurs de transcription Glil-3 a été montree par
des expériences de co-immunoprécipitation (Humke et al., 2010; Jia et al., 2009b).
Cependant, une étude trés récente destinée a analyser I’activité des facteurs Gli chez la
drosophile a permis de révéler un niveau de conservation de la voie Hh vraisemblablement
plus important qu’initialement déterminé. Ainsi, un homologue de Cos2 pourrait réguler

I’activité des protéines Gli chez les vertebrés (Marks and Kalderon, 2011).

3.2.3. Le cil primaire
3.2.3.1. Structure

Etant donné I’importance accordée au cil primaire dans la transduction du signal Hh
depuis une dizaine d’années (en particulier I’adressage de Smo au cil), il parait ici nécessaire
de décrire cette structure trés particuliére de la cellule. Il s’agit d’une fine protrusion (1-5 pm
de longueur) présente a la surface de la majorité des cellules chez les vertébrés, mais absente
sur les cellules de drosophile. Il est constitué d’une membrane ciliaire entourant un axonéme
composé de neuf paires de microtubules (structure 9+0) contrairement au cil motile qui
présente un doublet supplémentaire au centre des neufs paires (structure 9+2). L’axoneme est
relié au corps basal qui est le centriole mere nécessaire a I’élaboration des pdles mitotiques au
cours du cycle cellulaire ; pour revues, (Gerdes et al., 2009; Kobayashi and Dynlacht, 2011;
Louvi and Grove, 2011). Le cil primaire est une structure transitoire apparaissant en phases
GO/G1 du cycle cellulaire lorsque les cellules sont quiescentes et que le centriole mere n’est
donc pas requis pour la division cellulaire. Celui-ci peut alors migrer le long de la membrane
plasmique et devenir le corps basal au niveau duquel le cil primaire commencera a se former.
Pour cette raison, le cil primaire pourrait &tre considéré comme un frein a la prolifération
cellulaire comme cela a été proposé au cours de la corticogenese (Li et al., 2011a). Le corps
basal possede également des structures accessoires telles que les fibres de transition, les pieds
basaux et les radicelles ciliaires qui permettent 1’ancrage de la structure dans la membrane
cytoplasmique. Le cil primaire est partiellement isolé du reste de la cellule par la zone de
transition a sa base qui fonctionne a la fois comme un pore cellulaire et un point d’attache des
protéines pénétrant dans le cil. Une barriere de diffusion est présente a la base du cil et

empéche la fuite prématurée des protéines qui y sont entrées (Hu et al., 2010). Les protéines
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sélectionnées pour entrer dans le cil sont transportées le long de 1’axonéme grace au systéme
de transport intraflagellaire (IFT) mis en évidence pour la premiere fois dans les flagelles de
Chlamydomonas ; pour revue, (Pedersen and Rosenbaum, 2008). Ce transport est un
processus motile bidirectionnel mettant en jeu de larges complexes protéiques ou particules
IFT qui sont transportées le long de 1’axonéme grace a un moteur kinésine (Kif3a et Kif3B)
pour le transport antérograde du corps basal a la pointe du cil ou un moteur dynéine 1/2 pour
le transport rétrograde de I’extrémité du cil au corps basal (Figure 4). Les modéles animaux
présentant un déficit des mécanismes de transport antérograde ou rétrograde induisent
respectivement 1’absence de ciliogenése normale ou la formation de cils courts et bombés (Lali
et al., 2011; Tran et al., 2008). Par ailleurs, un grand nombre de genes ciliaires impliqués
dans la synthese et la régulation des IFT ou bien la constitution du corps basal ont été
identifiés et sont associés a différentes ciliopathies. La symptomatologie associée a ces
pathologies décrites dans le chapitre 11, est trés variable et reflete la variété des roles associés
au cil primaire: méchanoperception, détection de molécules, photoréception, olfaction,
transduction du signal de plusieurs voies de signalisation notamment Hh, Wnt et Plateled-
Derived Growth Factor (PDGF), toutes trois nécessaires pour la croissance et la

différenciation des tissus ; pour revue, (Goetz and Anderson, 2010).

3.2.3.2. Régulation de la signalisation Sonic Hedgehog dans le cil primaire

La premiére mise en évidence d’un lien entre la signalisation Hh chez les vertébres et
le cil primaire vient de I’identification de mutants affectant la machinerie IFT notamment
IFT172, IFT88, DYNC2H1 (sous-unité du moteur rétrograde dynéine) et Kif3a présentant des
défauts rappelant ceux observeés en cas de déficit de la signalisation Hh (Goetz and Anderson,
2010; Huangfu and Anderson, 2005; Huangfu et al., 2003; May et al., 2005). Si le phénotype
observé chez le mutant DYNC2HI1 s’est récemment révélé 1i¢ a un défaut de 1’architecture du
cil plus qu’a une dérégulation de la voie Hh (Ocbina et al., 2011), les mutants IFT entrainent
un défaut de production des facteurs de transcription Gli sous leur forme répressive (GliR) et
activatrice (GliA ; (Davey et al., 2006; Haycraft et al., 2005; Kim et al., 2009; May et al.,
2005). Chez les mammiferes et plus récemment chez le poisson-zébre (Kim et al., 2010a;
Lunt et al., 2009), la présence non seulement des facteurs de transcription Gli, mais aussi des
récepteurs Ptc et Smo (Corbit et al., 2005; Rohatgi et al., 2007) et du régulateur négatif de la

voie Sufu (Jia et al., 2009b) a été décrite dans le cil primaire. Par ailleurs, la protéine Shh
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elle-méme a été localisée a proximité du corps basal dans les cellules du tube neural ventral

ou une importante activité Hh est présente (Chamberlain et al., 2008).

Bien que les cellules de drosophile n’aient pas de cil primaire, des protéines
indispensables a la signalisation Hh chez la drosophile possedent, chez les vertébres, un
homologue qui joue un role dans le trafic des protéines au cil primaire. C’est le cas de
I’homologue de Cos2, Kif7, indispensable a I’ancrage et au mouvement des composantes de
la voie Hh au cil (Liem et al., 2009), mais aussi de la kinase Fu requise pour la ciliogenese
chez les vertébrés (Wilson et al., 2009b) et de la protéine a doigts de zinc Iguana associée a
I’architecture du cil chez le poisson-zébre (Glazer et al., 2010). Des travaux récents sur les
planaires confortent I’hypothése que certaines composantes de la voie Hh sont conservées au
cours de I’évolution des especes, mais que leurs roles seraient plus reliés a 1’architecture du

cil qu’a la signalisation Hh proprement dite (Rink et al., 2009).

Sur le plan mécanistique, la liaison du ligand Hh sur Ptc bloque 1’activité du récepteur
exprimé dans le cil primaire et induit sa disparition de 1’organelle par un mécanisme encore
méconnu (Rohatgi et al., 2007). Simultanément, Smo s’accumule dans le cil par un
mécanisme dépendant de I’inactivation de Ptc puisque la perte de fonction de Ptc induit la
relocalisation de Smo dans le cil (Corbit et al., 2005; Rohatgi et al., 2007). La translocation
de Smo au cil nécessite la B-arrestine 2 qui favorise I’interaction de Smo avec la protéine
kinésine Kif3a et régule donc I’entrée du récepteur dans 1’organelle (Kovacs et al., 2008). Par
ailleurs, cette activité de la B-arrestine 2 s’oppose a celle décrite précédemment comme
responsable de I’endocytose du récepteur Smo phosphorylé par la kinase GRK2 (Chen et al.,
2004b; Meloni et al., 2006). Gas8, une sous-unité du complexe régulateur dynéine associée
aux microtubules, vient d’étre proposée comme un régulateur positif de la voie interagissant
avec GRK2 chez le poisson-zebre. En effet, I’invalidation de Gas8 diminue I’adressage de
Smo au cil primaire, alors que sa surexpression engendre une stimulation de ’activité du
récepteur dépendant de GRK2 (Evron et al., 2011). Comme chez la drosophile, GRK2 ne
semble pas étre uniquement a l’origine d’une activité kinase chez les vertébrés. Des
experiences de co-immunoprécipitation associées a des analyses immunocytologiques
montrent que GRK2 induit la conformation active du récepteur phosphorylé et I’adresse au cil
primaire, suggérant un role de molécule d’échafaudage pour GRK2 (Chen et al., 2011c).
Enfin, la forme phosphorylée active du récepteur Smo présente dans le cil primaire va induire

I’accumulation des formes activatrices des facteurs de transcription Gli dans 1’organelle
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Figure 4 : Structure du cil primaire.

(A) Les principales composantes sont 1’axonéme ciliaire composé de microtubules (vert), la membrane
ciliaire (violet) et le corps basal (bleu). Les fibres de transition (orange) forment une barriére
perméable entre le cil et le reste de la cellule. Le pied basal (rose) et les radicelles ciliaires (barres
noires horizontales) fournissent le support mécanique. Le schéma du bas représente une coupe
transversale a travers 1’axoneme indiquant les neuf paires de microtubules (structure 9+0). (B) Les
macromolécules (soleil) importantes pour la ciliogenese participent a la fixation des particules de
transport intraflagellaire (IFT) sur les microtubules et a leur déplacement antérograde vers la pointe du
cil via les moteurs kinésines. Les moteurs dynéines permettent de ramener les particules IFT de
I’extrémité du cil vers le corps basal. (C) Microscopie électronique d’un cil primaire sur une cellule
dans le cerveau de souris adulte. On retrouve I’axonéme, le corps basal, les fibres de transition (ft), le
pied basal (pb) et le centriole fille (cf). Les pointes de fleches indiquent des particules IFT voyageant
le long du cil. La barre d’échelle représente 0,5 um. D’apres (Louvi and Grove, 2011).

23



Introduction
-

(Chen et al., 2010; Kim et al., 2009; Wen et al., 2010); Figure 5). A I’heure actuelle, la
compréhension des mécanismes d’activation de Smo est encore loin d’étre compléte et de

multiples étapes nécessitent d’étre éclaircies.

3.3. Smo : un récepteur couplé aux protéines G ?

L’analyse structurale de Smo montre que le récepteur présente d’importantes
similitudes avec la classe des récepteurs a 7 domaines TM, les RCPG ; pour revues, (Ayers
and Therond, 2010; Kniazeff et al., 2011; Riobo and Manning, 2007). Cette classe de
récepteurs permet la transmission de signaux en se couplant & des protéines capables de lier le
GTP (Guanosine triphosphate), les protéines G hétérotrimeériques, ce qui déclenche ensuite

I’activation de seconds messagers (Figure 6 et pour revue, (Rosenbaum et al., 2009).

Dans plusieurs modéles de cellules de vertébrés, Smo est capable de se coupler a une
protéine G. Ainsi, le récepteur Smo humain transfecté dans des mélanophores de Xénopes est
capable d’induire une réponse en se couplant a la sous-unité o de la protéine Gi (inhibitrice)
comme le montre sa sensibilité a la toxine pertussique (PTX ; (DeCamp et al., 2000). La PTX
bloque également la morphogenése des capillaires induite par 1’activation de la signalisation
Hh (Kanda et al., 2003). Dans une lignée de cellules de drosophile (Sf9) surexprimant le
récepteur Smo de mammifére, I’activation compléte des facteurs de transcription Gli met en
jeu la protéine Gi (Riobo et al., 2006b). Le récepteur Smo de vertébrés peut également se lier
a d’autres protéines G hétérotrimériques telles que G ou Gys (Kasai et al., 2004; Masdeu et
al., 2006). Cependant, ces couplages ne sont pas observés dans tous les modéles utilisés.
Ainsi, les couplages entre le récepteur Smo et les protéines Gy, et Gi3 ne sont pas observés
dans les cellules NIH3T3. Néanmoins, les sous-unités a des protéines Gis, et dans une
moindre mesure Gq et Gy, sont capables de réguler ’activité des facteurs de transcription Gli,
suggeérant ainsi un mécanisme de régulation indépendant de Smo (Douglas et al., 2011). Le
couplage artificiel du récepteur Smo et de la sous-unité Goys s’est par ailleurs révélé étre un
tres bon outil pour le criblage de petites molécules agonistes ou agonistes inverses de Smo
(Masdeu et al., 2006). Chez la drosophile, la recherche d’un couplage de Smo aux protéines G
est longtemps restée infructueuse (Lum et al., 2003a). Cependant, récemment et grace a
’utilisation de dsRNA1 sur des cultures de cellules de drosophile, le couplage d’une Gai a pu

étre montré comme indispensable a I’activation de la signalisation Hh chez les invertébrés
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Figure 5 : Localisation subcellulaire des complexes protéiques impliqués dans la
signalisation Hedgehog dans le cil primaire.

(A) En I’absence de ligand, Ptc est exprimé dans le cil et empéche I’entrée de Smo dans 1’organelle.
La kinésine Kif7 se situe a la base du cil, ou elle forme un complexe avec les protéines Gli et d’autres
composantes de la voie. Kif7 empéche I’accumulation des facteurs Gli dans le cil et favorise leur
maturation en GIiR. (B) Apres activation de la voie, Smo et Kif7 sont transloqués dans le cil favorisant
I’accumulation de Gli2 a I’extrémité du cil ou Kif7 est capable de bloquer la fonction de Sufu. Les
formes activées de Gli (GliA) sont transportées a 1’extérieur du cil par un moteur dynéine a I’aide des
particules IFT. D’aprés (Goetz and Anderson, 2010).
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(Ogden et al., 2008). De plus, in vivo, une forme de Gai constitutivement active est capable
d’induire de manicre ectopique ’activation de la signalisation Hh (Ogden et al., 2008). A
I’inverse, chez les vertébrés, I’existence du couplage de Smo a une protéine G reste encore
discutable in vivo. En effet, bien que I’injection de PTX dans des embryons de poissons-zebre
reproduise un phénotype similaire a I’HPE observée chez des animaux Shh™
(Hammerschmidt and McMahon, 1998), le résultat reste difficile a interpréter. De plus,
I’expression de formes constitutivement actives des protéines Gai, et Gaiz potentialise la
prolifération des précurseurs granulaires induite par Shh dans le cervelet de raton (Barzi et al.,
2011). A I’inverse, la surexpression d’une protéine Gai ne modifie pas la spécification des
cellules induite par la signalisation Hh dans le tube neural de poulet (Low et al., 2008). Les
résultats discordants observés dans ces deux études pourraient étre liés a la nature de la
mutation utilisée (GaiQ205L ou GaiQ204R), puisque le premier mutant n’est pas une forme
constitutivement active du récepteur mais seulement une forme permettant de prolonger la
période durant laquelle la sous-unité Gai est active. L’ensemble des données concernant le

couplage de Smo a une protéine G reste donc ambigu chez les vertébrés.

Les seconds messagers sont de petites molécules intracellulaires produites par des
enzymes en réponse a la stimulation du récepteur et qui sont ensuite rapidement dégradées
afin d’assurer une réponse de courte durée. La modulation de seconds messagers a €té
proposée suite a 1’activation de Smo. La diminution des taux intracellulaires d’AMPc a été
suggérée aprés recrutement de la protéine Gai par le récepteur Smo de drosophile in vitro
(Ohlmeyer and Kalderon, 1998) et in vivo (Ogden et al., 2008). Chez les vertébres, des
modeles cellulaires variés ont permis de montrer un couplage potentiel de Smo a la protéine
Gai avec diminution de production d’AMPc dans des mélanophores de Xénopes (DeCamp et
al., 2000). Par ailleurs, Gai est indispensable a Shh pour induire la migration des lignées de
fibroblastes en stimulant les petites GTPases Rho, Racl et RhoA, via Smo, et par un

mécanisme P13K-dépendant (PI3K pour Phosphoinositide 3 kinase; (Polizio et al., 2011).

D’autres modeles cellulaires ne démontrent pas le couplage effectif a une protéine G
hétérotrimérique, mais rapportent des réponses dont 1’apparition dans le temps n’est pas
compatible avec une activation transcriptionnelle via les facteurs Gli. Ainsi, Shh induit le
réarrangement du cytosquelette et la migration des cellules C3H10T1/2 via le métabolisme de
1’acide arachidonique (Bijlsma et al., 2006) et stimule I’activité des membres de la famille des
Src kinases via Smo pour transmettre ses effets sur le guidage des axones commissuraux
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Figure 6 : Signalisation d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG).

(A) Suite a I’activation du récepteur par la liaison d’un ligand (1), le RCPG recrute et active une
protéine G hétérotrimérique en catalysant 1’échange GDP/GTP au niveau de sa sous-unité o (2). Ceci
conduit ensuite a la dissociation de la protéine G (3). Dans le cas de la famille des Gi, la sous-unité
Gai réprimera ensuite ’enzyme adénylate cyclase et donc la formation d’AMPc, conduisant a la
répression de I’activité enzymatique de la PKA. Les autres sous-unités peuvent également réguler des
cascades de signalisations secondaires, comme celle conduisant a I’activation de la PKC qui comme la
PKA, régule diverses réponses cellulaires (4). (B) La liaison d’un ligand sur un RCPG et son
activation peut également déclencher une voie séparée. Lorsqu’un haut niveau d’activation du
récepteur est atteint (1), il se lie & une kinase GRK qui le phosphoryle (2). Ces phosphorylations
favorisent la liaison du récepteur a une p-arrestine (B-arr ; 3). Les protéines p-arrestines permettent le
recrutement de clathrines (4) qui favoriseront I’internalisation du RCPG (5). Cette internalisation
régule alors la signalisation par d’autres voies, ou est a 1’origine de la déphosphorylation du récepteur
et de son recyclage a la membrane. Enfin, I’internalisation du récepteur peut conduire a I’adressage du
RCPG au lysosome ou il sera dégradé (6). D’apres (Ayers and Therond, 2010).
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(Yam et al., 2009). Enfin, la stimulation du systeme PI3K-Akt indispensable & la transmission
des effets de Shh sur la spécification/différenciation des cellules dans des explants de tube
neural de poulet ou dans des lignées eucaryotes serait associée a la libération des sous-unités
Gpy de la protéine Gi aprés son couplage a Smo (Riobo et al., 2006a); pour revues, (Ayers
and Therond, 2010; Riobo and Manning, 2007).

L’ensemble de ces données démontre qu’a I’heure actuelle, certaines étapes du
mécanisme d’action de la voie de signalisation Hh demeurent obscures (comment I’activité de
Smo est réprimée ? Quels sont les événements permettant la relocalisation de Smo au cil
primaire ?...). Ce constat renforce 1’idée qu’il est important de développer de nouveaux outils
pharmacologiques visant en particulier le récepteur Smo étant donné son réle majeur dans la
signalisation. Ceci permettra de mieux appréhender cette voie de transduction et les multiples

effets qu’elle controle.
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I1. Physiologie et physiopathologie

Les morphogénes Hh contrdlent de multiples processus développementaux visant
I’ensemble des tissus de I’organisme. L’expression de Shh est la plus vaste puisqu’elle est
détectée non seulement dans la plupart des tissus périphériques, mais aussi dans le systéeme
nerveux central (SNC) en développement et chez 1’adulte. A I’inverse, Dhh est exprimé de
facon beaucoup plus restreinte dans les gonades ainsi que dans le systeme nerveux
périphérique (SNP). Enfin, Ihh est détecté au niveau intestinal et osseux ; pour revue,
(Varjosalo and Taipale, 2008). Loin de prétendre a une revue exhaustive de I’ensemble des
roles physiologiques de la voie au cours du développement, je vais ici décrire les principales
activités associées a cette signalisation non seulement chez I’embryon, mais aussi dans les
tissus adultes vertébrés afin de mieux definir les applications thérapeutiques potentielles de la

modulation pharmacologique de 1’activité du récepteur Smo.

1. Signalisation Hh au cours du développement et chez I’adulte
1.1. Signalisation Hh et développement du systéme nerveux
1.1.1. Shh spécifie différents types cellulaires neuraux
La signalisation Shh est indispensable a la mise en place du SNC et son absence chez
I’embryon se traduit par un phénotype proche de I’HPE. Exprimé dans la notochorde et la
plaque du plancher dés les stades les plus précoces de 1’embryogenése, Shh transmet ses
activités selon un gradient de concentration a partir de la région la plus ventrale du tube
neural ; pour revues, (Dessaud et al., 2008; Lupo et al., 2006). La propagation du signal Shh
dans le tube neural résulte non seulement de 1’interaction entre le ligand Shh et les différentes
protéines TM ou extracellulaires impliquées dans la réception du signal, en particulier, les
récepteurs Ptc et Hhip qui modulent I’activité et I’ampleur du signal (Jeong and McMahon,
2005), mais aussi de la durée d’exposition des cellules a la concentration de Shh qu’elles
percoivent (Dessaud et al., 2010; Dessaud et al., 2007). Le gradient de concentration de Shh a
été visualisé grace a une lignée de souris transgéniques exprimant la GFP (Green Fluorescent
Protein) sous le promoteur de Shh. Shh s’est révelé étroitement associé au corps basal du cil

primaire (Chamberlain et al., 2008).

Grace a la régulation de I’expression des facteurs de transcription Gli2 et Gli3,

différents domaines de progéniteurs neuraux (a 1’origine de différentes populations
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d’interneurones ventraux et de motoneurones) sont générés le long de 1’axe dorso-ventral du
tube neural. L’identité et la position de chacun de ces domaines sont définies par I’induction
ou la répression d’un ensemble de facteurs de transcription appartenant soit aux protéines a
homéodomaines, soit aux protéines de type bHLH (basic Helix-Loop-Helix ; Figure 7); pour
revue, (Dessaud et al., 2008). Le développement normal du tube neural requiert 1’activité
ventrale de Shh coordonnée aux activités dorsales d’autres protéines sécrétées appartenant aux
familles Wnt et Bone Morphogenetic Protein (BMP). Ainsi, I’expression de Gli3 dans le tube
neural dorsal dépend de I’activité de la signalisation Wnt qui controle donc I’activité de Shh

dans la partie ventrale du tube neural (Alvarez-Medina et al., 2008).

Dans le tube neural et le télencéphale, la voie de signalisation Shh est également
impliquée dans la spécification des oligodendrocytes, les cellules gliales responsables de la
myeélinisation des axones; pour revue, (Fuccillo et al., 2006). Aprés la génération des
neurones, au stade embryonnaire E12.5 chez la souris, les précurseurs oligodendrocytaires
(OPC pour oligodendrocyte precursor cell) sont générés dans le domaine pMN (progeéniteur
des motoneurones) du tube neural et 1’aire entopédonculaire du télencéphale ventral ; pour
revue, (Fuccillo et al., 2006). L’induction par Shh des génes Oligl et Olig2 codant pour des
protéines bHLH est 1’étape clef de la spécification oligodendrocytaire (Lu et al., 2000; Zhou
et al., 2000). En accord avec ces données, des lignées de souris permettant I’invalidation
conditionnelle de Smo dans les précurseurs neuroépithéliaux exprimant la nestine au stade
embryonnaire E12.5 présentent un phénotype caractéristique, notamment une réduction du
nombre d’OPC dans la partie ventrale du télencéphale accompagnée d’une réduction du

niveau de myélinisation cérébrale (Machold et al., 2003).

Bien que I’influence de la signalisation Shh sur le lignage astrocytaire ait été beaucoup
moins étudiée, plusieurs travaux ont rapporté le rbéle de Shh produit par les cellules
ganglionnaires de la rétine (RGC pour retinal ganglion cell), dans la spécification du lignage
astrocytaire du disque optique (Dakubo et al., 2008; Wallace and Raff, 1999). De plus, Shh
induit la différenciation des cellules de la glie de Bergmann, une population d’astrocytes
spécialises dans la couche des cellules de Purkinje du cortex cérebelleux (Dahmane and Ruiz i
Altaba, 1999).
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Figure 7 : La voie Hedgehog controle la différenciation des précurseurs neuraux du tube
neural et la prolifération des précurseurs des cellules granulaires du cervelet.

(A) Schéma d’une coupe transversale d’embryon de vertébrés. Dans la moelle épiniére, des neurones
fonctionnellement distincts sont générés d’une manicre spatialement ségrégée en réponse aux signaux
émanant du tube neural. Les signaux clefs sont Sonic Hedgehog (Shh) (en rouge) sécrété par la
notochorde et la plaque du plancher, et les membres des familles Bone Morphogenetic Protein (BMP)
et Wnt (en bleu) produits dorsalement. La propagation de Shh permet I’établissement d’un gradient
d’activité ventro-dorsal (points rouges). D’aprés (Dessaud et al., 2008). (B) Représentation
schématique d’un cervelet de souris au cours de la premiere semaine post-natale montrant la position
des cellules dans le cortex cérébelleux (région aggrandie). Seuls les neurones granulaires, leurs
précurseurs, les neurones de Purkinje et la glie de Bergmann sont représentés. Shh est sécrété par les
cellules de Purkinje (fleches rouges) et favorise la prolifération des précurseurs des cellules
granulaires. EGL : external granule cell layer pour couche externe granulaire. D’apres (Ruiz i Altaba et
al., 2002).
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1.1.2. Shh est un facteur mitogéne

Au cours du développement, Shh est en particulier impliqué dans les processus de
prolifération des précurseurs des cellules granulaires (GCP pour granule cell precursors) du
cervelet (pour revues, (Butts et al., 2011; Hatten and Roussel, 2011) et des progéniteurs du

néocortex (Dahmane et al., 2001; Komada et al., 2008).

Dans le cervelet, la génération des cellules granulaires du cortex cérébelleux est un
processus post-natal qui, chez la souris, se situe au cours des 3 premieres semaines apres la
naissance (Figure 7). Les GCP sont localisés a PO (stade post-natal 0) dans la couche
granulaire externe (EGL pour external granule cell layer) et vont proliférer sous I’action de
Shh. Aisément détectable dans les cellules de Purkinje au-dela de la premiére semaine post-
natale (Traiffort et al., 1999), Shh a également été détecté des le stade embryonnaire E17 dans
ces mémes cellules (Corrales et al., 2004). A partir des cellules de Purkinje, la protéine
signalerait dans I’EGL et dans les cellules de la glie de Bergmann avoisinantes en accord avec
I’expression de Ptc, Smo et des facteurs de transcription Glil-3 détectée dans ces couches
cellulaires (Corrales et al., 2004; Dahmane and Ruiz i Altaba, 1999; Traiffort et al., 1999;
Wallace, 1999; Wechsler-Reya and Scott, 1999). Une autre source de la protéine Shh a été
proposée chez la souris. En effet, Shh pourrait étre transporté dans le cervelet via le liquide
céphalorachidien des les stades embryonnaires les plus précoces (avant la mise en place des
cellules de Purkinje) et constituerait un signal prolifératif majeur pour I'une des zones
germinales primitives du cervelet, la zone ventriculaire (Huang et al., 2010). Les GCP situés
dans ’EGL proliférent intensément sous 1’influence de Shh, puis quittent le cycle cellulaire et
migrent a travers la couche moléculaire le long des prolongements de la glie de Bergmann
jusqu’a leur destination finale, la couche granulaire interne ; pour revues, (Sotelo, 2004). Les
mécanismes impliqués dans le contréle de la prolifération induite par la voie Shh mettent en
jeu les régulateurs du cycle cellulaire tels que CyclinD1, N-myc, E2f1 et E2f2 qui sont régulés
par la signalisation Shh dans les GCP chez la souris (Kenney et al., 2003; Kenney and
Rowitch, 2000; Oliver et al., 2003) ; Figure 7). De plus, des actions synergiques de la voie
Shh et de la voie PI3K concourent a I’activation de N-myc (Kenney et al., 2004). Le facteur
de transcription ici mis en jeu par la signalisation Hh est Gli2 comme le montre la réduction
du nombre de GCP chez les souris Gli2”" (Corrales et al., 2004). Par ailleurs, ce processus de
prolifération nécessite I’intégrité du cil primaire comme I’indique le mod¢le d’invalidation du

géne Kif3a (Spassky et al., 2008). La réponse proliférative est facilitée par 1’expression du
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facteur de transcription Atohl dans les GCP (Flora et al., 2009; Zhao et al., 2008b) et le
niveau de la signalisation Shh est aussi intimement lié au niveau de foliation du cervelet
(Corrales et al., 2006; Corrales et al., 2004). Enfin, le régulateur négatif Sufu interviendrait
¢galement dans ce processus morphogénétique en régulant 1’activité du répresseur Gli3 (Kim
et al., 2011). Malgré la persistance du mitogéne Shh, les GCP sortiraient du cycle cellulaire
grice a l’initiation d’une cascade de signalisation induite par la vitronectine, une
glycoprotéine de la matrice extracellulaire, qui diminue la réponse des GCP au signal Shh

prolifératif et oriente les précurseurs vers la différenciation neuronale (Pons et al., 2001).

Shh est également un agent mitogéne dans le néocortex. A partir du stade E10.5, les
cellules neuroépithéliales donnent naissance aux cellules radiales gliales qui constitueront la
population prédominante de progéniteurs du néocortex. Shh est exprimé dans les zones
prolifératives et les neurones post-mitotiques du néocortex murin aux stades E13.5 a E15.5 et
des études perte de fonction de Shh et Smo démontrent que la voie Hh régule le cycle
cellulaire des progéniteurs neuraux du neocortex (Komada et al., 2008). Des éetudes in vitro
indiquent que la signalisation Hh a un réle mitogene sur ces progéniteurs en mettant en jeu les
facteurs de transcription Gli2 et Gli3 (Dahmane et al., 2001). Aux stades périnataux, Shh est
toujours exprimé dans le néocortex et Glil est détectable dans la zone ventriculaire
néocorticale. Au stade P3, Shh induit encore la prolifération des précurseurs exprimant la
nestine dans des explants de néocortex murins (Dahmane et al., 2001).

1.1.3. Shh participe au guidage axonal

Shh participe au guidage axonal qui permet aux axones en cours d’élongation de se
diriger jusqu’a leur cible synaptique. Cette activité a été mise en évidence dans deux régions,
la moelle épiniére et la rétine. Dans les deux cas, le récepteur Smo parait étre mis en jeu.
Ainsi, dans la moelle épiniere en développement, I’invalidation spécifique de Smo dans les
neurones commissuraux dorsaux chez la souris perturbe la trajectoire des axones en direction
de la partie ventrale du tube neural. De plus, un phénotype similaire a été retrouvé chez les
souris Boc™, permettant de proposer Smo et Boc comme des médiateurs potentiels de cette
activité chémoattractive de Shh (Okada et al., 2006). Plus récemment, Yam et collaborateurs
ont montré in vitro et in vivo que cette activité de Shh ne met pas en jeu les facteurs de

transcription Gli, mais une voie de signalisation dite non-canonique dépendant de la famille
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des Src kinases (Yam et al., 2009). Par ailleurs, Shh pourrait induire 1’activité chémorépulsive
des sémaphorines sur les axones commissuraux, en réduisant les taux d’AMPc intracellulaires

de fagcon Smo-dépendante (Parra and Zou, 2010).

Dans le systeme visuel, les axones des RGC répondent a la signalisation Shh a deux
niveaux le long de leur trajectoire : dans la rétine elle-méme et au niveau du chiasma optique
ou se croisent les deux nerfs optiques. La trajectoire des axones va étre influencée par deux
sources de Shh: les RGC et les cellules de la ligne médiane bordant le chiasma
antérieurement et postérieurement. La surexpression de Shh ou I’inhibition de la signalisation
Hh par la cyclopamine (un antagoniste de Smo), in vivo dans la rétine de poulet, aboutit a des
anomalies séveres des projections axonales des RGC révélant un effet positif de Shh sur la
croissance axonale via le récepteur Smo (Kolpak et al., 2005). A I’inverse, Shh régule
négativement la croissance des fibres visuelles au moment de leur croisement dans le chiasma
optique. Cet effet passe par une diminution des taux d’AMPc intracellulaires peut-étre reliée a
I’activité de Smo, mais I’hypothése reste a étre vérifiee (Trousse et al., 2001). Ces réponses
feraient intervenir le complexe Ptc-Smo, mais leur rapidité d’apparition suggére la encore un

mécanisme intracellulaire non transcriptionnel.

1.1.4 Dhh participe au maintien des nerfs périphériques

Dans le SNP, ce sont les cellules de Schwann, dérivées de la créte neurale qui sont
responsables de la myélinisation des nerfs périphériques. Dhh est exprimé dans les cellules de
Schwann a partir de P10. Son récepteur, Ptc, est quant a lui, exprimé par les cellules de
I’épithélium périneurial. 1l s’agit des cellules qui forment une barriére autour du nerf et
empéchent son infiltration, préservant ainsi son intégrité. Le récepteur Smo est exprimé du
stade E13.5 jusqu’a I’dge adulte dans les nerfs périphériques. L’analyse en PCR semi-
quantitative révele que le niveau d’expression de Smo varie peu contrairement a celui de Ptc
qui augmente entre E15.5 et la naissance, puis devient négligeable a I’4ge adulte. Aux stades
embryonnaires, les animaux Dhh™" présentent une gaine périneuriale plus fine que celle des
animaux sauvages, désorganisée avec apparition d’infiltrations cellulaires dans le nerf
(Parmantier et al., 1999). Aux stades post-nataux et adultes, le signal Dhh contréle ’intégrité
du SNP. Ainsi, Dhh joue un réle important non seulement dans la formation mais aussi dans

le maintien des gaines de protections des nerfs péripheriques (Sharghi-Namini et al., 2006).

34



Introduction
-

1.2. Signalisation Hh et développement des tissus périphériques

La signalisation Hh est fondamentale pour le développement de nombreux tissus et en
particulier pour la morphogenese des appendices épithéliaux : les épithéliums externes (peau,
follicule pileux), la cavité buccale (langue, dents) et les épithéliums internes (intestins,
pancréas, rein, poumon, estomac, gonades). L’ensemble de ces données est regroupé dans la
Tableau 1. Le role de la signalisation Hh dans le maintien des cellules souches qui persistent
dans la majorité des tissus adultes et participent a la maintenance et a la réparation de ces
tissus, a trés rapidement permis de suggérer que cette signalisation est a I’origine du
développement de nombreuses tumeurs périphériques lorsque la voie se trouve anormalement

activée ; pour revue, (Beachy et al., 2004).

Je ne détaillerai dans ce paragraphe que le rble de la signalisation Shh dans le
développement de la peau en raison de son lien étroit avec les tumeurs dérivées du follicule

pileux que sont les BCC, les tumeurs de la peau les plus fréquemment retrouvées en clinique.

Dans la peau, Shh régule la croissance et la morphogenése du follicule pileux. En
effet, parmi les genes les plus précocement exprimés dans les placodes (précurseurs des poils
matures), Shh joue un réle crucial dans 1’organisation des cellules dermales. Sous 1’influence
de Shh, ces cellules se différencient en une papille dermale qui par la suite sera associée au
follicule pileux ; pour revue, (Oro and Higgins, 2003). Les souris Shh™" développent des
placodes au stade embryonnaire, mais leur progression est ensuite avortée. Les animaux
présentent une pilosité anormalement espacée (Chiang et al., 1999). De plus, I’utilisation d’un
antagoniste de Smo, la cyclopamine, ainsi que celle de I’anticorps bloquant dirigé contre Shh
(5E1) a permis de montrer que la signalisation était normalement requise tout au long du cycle
de développement du poil. Des cellules souches contenues dans le renflement du follicule
pileux pourraient recevoir des signaux Hh provenant des nerfs sensoriels environnants. Ces
cellules souches gagneraient 1’épiderme ou elles donneraient naissance aux cellules souches
épidermales interfolliculaires (Brownell et al., 2011). Le r6le du cil primaire dans
I’homéostasie de la peau et des follicules pileux a ¢galement été mis en évidence. En effet,
I’abolition du cil primaire sur les cellules épidermales n’engendre pas de défaut de
morphogenése du poil au cours du développement, mais avec 1’age, une hyperplasie basaloide
apparait et si I’activité de la signalisation Wnt n’est pas modifiée, celle de la signalisation Shh

est réduite chez les animaux mutants (Croyle et al., 2011) ; Figure 8).
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1.3. Réle de la voie Shh dans le cerveau adulte
1.3.1. Expression des composantes de la voie Hh dans le SNC

Dés 1998, I’identification par notre équipe de cellules exprimant les ARNm de Shh ou
ceux des protéines membranaires Ptc, Smo et Hhip dans de nombreuses structures cérébrales
chez le rongeur adulte a permis de proposer 1’existence de roles jusqu’alors inconnus pour la
signalisation Shh dans le SNC adulte (Traiffort et al., 1998); pour revue, (Traiffort et al.,
2010). Contrairement aux orthologues Ihh et Dhh, Shh est fortement exprimé dans le cerveau
adulte et la moelle épiniére. Les cartes d’expression de Shh, Ptc, Smo et Hhip ont été établies
a I’aide de sondes non radiomarquées (Traiffort et al., 1999), puis confirmées par des sondes
radiomarquées (Banerjee et al., 2005). Ces études ont montré la coexpression des 3 transcrits
Shh, Ptc et Smo dans plusieurs aires cérébrales telles que le cortex cérébelleux, le gyrus denté
de I’hippocampe et I’hypothalamus. La présence de ces 3 composantes essentielles de la voie
suggérait fortement que la signalisation y est active. Corrales et collaborateurs confirmerent
cette hypothése en montrant dans le cortex cérébelleux 1’expression des facteurs de
transcription Glil-3 (Corrales et al., 2004). Dans la majorité des autres aires cérébrales, on ne
retrouve pas la coexpression des 3 composantes majeures. La plupart des cellules Ptc™ sont
détectées dans des aires dépourvues de transcrits Shh, mais correspondant aux aires de
projections des régions exprimant le ligand. C’est le cas des noyaux médian et basomédian de
I’amygdale et de ceux du tractus solitaire. Dans d’autres aires cérébrales telles que le noyau
facial et le septum médian, le ligand Shh est coexprimé avec le récepteur Ptc, mais le
récepteur Smo est absent suggérant 1’existence d’une signalisation impliquant Shh et Ptc, mais
indépendante de Smo. Dans les organes circumventriculaires et dans le noyau thalamique
réticulaire, Smo est exprimé seul suggérant également qu’il pourrait transmettre une
signalisation indépendamment de Shh et Ptc. Enfin, le régulateur négatif physiologique de la
voie, Hhip, est également exprimé dans des aires de projections des cellules Shh*, mais dans
des territoires différents de ceux de Ptc suggérant que les activités de ces deux récepteurs ne

sont pas redondantes (Coulombe et al., 2004).

L’étude subcellulaire de la localisation des composantes de la voie Hh a d’abord
montré que le ligand Shh est associé a des microdomaines de la membrane cellulaire enrichis
en sphingolipides et cholestérol, appelés « rafts » (Traiffort et al., 2001). Shh a également été
mis en évidence dans les axones des RGC ou la protéine est transportée par voie antérograde

jusqu’aux collicules supérieurs (Traiffort et al., 2001). Plus récemment, Shh a été colocalisé
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Phénotype
observé chez
Morphogénes
Tissus o Cellules Hh* Tissus récepteurs Réle de la voie Hh les mutants
impliqués
Shh, Ihh ou
Dhh
Primordia fronto-nasaux et Créne et machoire, Cyclopie,
SNC et téte Shh Morphogenése faciale
machoires SNC proboscis
Réduction des
i Cellules de Leydig,
Précurseurs de cellules de X . i o organes sexuels,
Gonades Dhh . mésenchyme Contréle du développement testiculaire . .
Sertoli infertilité,
épididymal )
féminisation
Réduction du
. . . . . Croissance des villosités intestinales et
Intestin Shh, Ihh Endoderme intestinal Endoderme intestinal i tractus gastro-
ducdénales
intestinal
Taille du
pancréas et
L' absence de I'expression de la signalisation Hh dans les tissus émergeants de 'endoderme intestinal nombre de
Pancreas Shh
est & l'origine du développement du pancréas cellules
endocrines
augmenté
Réduction de
Epithélium pulmonaire, Mésenchyme Développement des ramifications et du
Poumon Shh o . I'arbre
ramifications pulmonaire mésenchyme .
pulmonaire
Hypoplasie et
Glande ) X i
) Dhh, Inh, Shh Epithélium glandulaire Epithélium, canaux Développement et branchement canalaire dysplasie
mammaire .
canalaire
Doigt unique sur
Formation de I'axe A/P et croissance des
Membres Shh, Ihh ZPA ZPA membre
bourgeons de membres .
raccourci
Induction, prolifération et survie du Hypoplasie
Os Shh, Ihh Chondrocytes Chondrocytes sclérotome, prolifération et différenciation du osseuse,
squelette endochordal ostéoarthrite

Tableau 1 : Rbles majeurs de la signalisation Hedgehog dans le développement des tissus

périphériques.

ZPA : zone d’activité polarisante ; A/P : antéro-postérieur, SNC : Systeme nerveux central. Adapté de

la revue : (McMahon et al., 2003).
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avec des marqueurs de vésicules synaptiques dans les axones des RGC et des neurones
hippocampiques en culture. La protéine est détectée a la fois dans le soma, les dendrites, les
axones et les terminaisons neuritiques des RGC. De plus, la sécrétion de Shh peut étre induite
dans des conditions de dépolarisation neuronale suggérant un lien entre I’activité neuronale et
la libération de Shh (Beug et al., 2011). Le récepteur Smo, quant a lui, a été tout d’abord
identifié par microscopie électronique dans les fibres moussues des cellules granulaires du
gyrus denté de I’hippocampe en association avec les vésicules synaptiques (Masdeu et al.,
2007). Une étude récente visualise Smo dans les dendrites et les épines dendritiques de ces
mémes cellules, alors que Ptc serait majoritairement localisé dans les épines dendritiques. De
plus, les protéines Ptc et Smo sont identifiées au niveau du cil primaire dans des cultures de

neurones post-mitotiques et au niveau des plexus choroides (Petralia et al., 2011).

L’utilisation de multiples approches génétiques a permis de montrer que plusieurs
populations d’astrocytes du cerveau de rongeur adulte répondent & la protéine Shh sécrétée
par les neurones, suggérant un rble de la signalisation Shh dans la communication
neurone/astrocyte. Ainsi, la délétion conditionnelle de Smo dans les astrocytes exprimant la
protéine fibrillaire acide de la glie (GFAP pour Glial Fibrillary Acidic Protein) induit une
augmentation de 1’expression de ce marqueur et du volume de ces cellules reflétant
I’apparition d’une astrogliose réactive qui indique un rdle de la signalisation Shh dans la

régulation de certaines populations astrocytaires (Garcia et al., 2010).

1.3.2. Hh et la régulation de ’activité électrique des neurones matures

L’expression de Shh dans de nombreuses aires cérébrales a rapidement laissé¢ penser
que la protéine pouvait étre impliquée dans des activités différentes de celles classiqguement
associées a un facteur de croissance. L’une d’entre elles a été mise en évidence dans le noyau
ventral du tractus solitaire (VNTS) ou Shh possede une activité neuromodulatrice (Pascual et
al., 2005). Le ligand est exprimé dans le noyau moteur dorsal du vague et les transcrits de Ptc
sont retrouvés dans les neurones post-synaptiques du VNTS (Traiffort et al., 1999). Des
expériences réalisées sur des tranches de tissu cérébral ont montré que, des concentrations
subnanomolaires de Shh sont capables en quelques minutes d’inhiber 1’activité des neurones
du vNTS, puis de déclencher une activité électrique en bouffées, des effets bloqués par
I’anticorps monoclonal 5E1 dirigé contre la protéine Shh (Pascual et al., 2005). Ces résultats

suggerent que ShhN peut induire la réapparition des activités électriques caractéristiques des
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Tige du poil 0 a amplification transitoire

précoce

Gaine épithéliale interne
Shh' Cellules a prolifération
Gaine épithéliale externe ———— O / transitoire précoce
Cellules multipotentes
du renflement

ss——— Cellules progénitrices du pail

Matrice germinative ——

Shh
Papille dermale

Figure 8 : Signalisation Sonic Hedgehog et cellules souches dans le follicule pileux.

Les cellules de la papille dermale (rose) et de la matrice germinative (bleu) répondent a la voie Sonic
Hedgehog (Shh) durant la phase anagéne du cycle de formation du poil. La signalisation Shh permet la
prolifération des kératinocytes de la matrice et favorise la croissance du follicule pileux par son action
sur la papille dermale. Par ailleurs, elle stimule les cellules multipotentes (orange) présentes dans le
renflement et favorise la production de cellules progénitrices a amplification transitoire (vert),
précurseurs des cellules souches de 1’épithélium interfolliculaire (violet). Le récepteur Patched (Ptc) a
été mis en évidence sur les cellules de la papille dermale mais aussi sur les cellules de la matrice
germinative qui répondent ainsi a la signalisation Shh. Adapté de (Harris et al., 2010).
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neurones immatures du VNTS et pourrait ainsi étre impliqgué dans les processus

d’acclimatation a I’hypoxie (Pascual et al., 2005).

Des résultats comparables avaient précédemment été rapportés dans le noyau
subthalamique (Bezard et al., 2003), qui comme le VNTS exprime les transcrits de Ptc
(Traiffort et al., 1999), mais pas ceux de Smo. Ces réponses électrophysiologiques
apparaissant dans un délai trés court (quelques minutes) apres I’application de ShhN, elles ne
sont pas reliées au mécanisme transcriptionnel classiquement initié par Ptc et semblent donc

ne pas faire appel a la signalisation Hh classique mettant en jeu le récepteur Smo.

1.3.3. Signalisation Shh et régulation des progéniteurs neuraux adultes

1.3.3.1. Shh et la régulation de la prolifération des progéniteurs oligodendrocytaires

Notre équipe a montré que Shh induit la prolifération des OPC dans le cortex céréebral
et le corps calleux chez la souris adulte (Loulier et al.,, 2006). En effet, 1’injection
stéréotaxique intracérébroventriculaire de la protéine recombinante ShhN ou d’un vecteur
adénoviral permettant le transfert intracérébral de Shh induit non seulement une augmentation
de la transcription de Ptc dans les cellules du lignage oligodendrocytaire exprimant le
marqueur Oligl, mais aussi la prolifération des OPC exprimant le protéoglycane NG2 ou le
marqueur des oligodendrocytes pré-myélinisants DM20 (Loulier et al., 2006). Ces résultats
suggerent donc un réle de la signalisation Shh dans le maintien du lignage oligodendrocytaire
et I’intérét de moduler la voie Shh dans le cadre de pathologies associées a une

démyélinisation telle que la sclérose en plaques.

1.3.3.2. Shh et la zone sous-ventriculaire

La zone sous-ventriculaire (ZSV) qui borde les ventricules latéraux est I’une des deux
principales aires de neurogenése générant de nouveaux neurones tout au long de la vie. Elle
est constituee de 3 types cellulaires : les cellules souches de nature astrogliales (cellules de
type B) donnant naissance aux cellules transitoires a amplification rapide (cellules de type C)
qui sont les progéniteurs des neuroblastes (cellules de type A). Ces derniers migrent le long
du trajet de migration rostrale (TMR) pour atteindre finalement le bulbe olfactif (BO) ou ils
s’intégrent au réseau neuronal local et se différencient en interneurones GABAergiques (pour
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revue, (Zhao et al., 2008a) et, comme plus récemment montré, en neurones glutamatergiques
(Brill et al., 2009); Figure 9).

Dans la ZSV en période post-natale précoce, la majorité des composantes de la voie
Hh sont distribuées de maniére cellule spécifique. En effet, I’analyse réalisée par RT-PCR sur
des ARN issus des 3 types cellulaires révéle que les neuroblastes expriment uniquement Ptc et
de faibles niveaux de Gli2, mais pas Shh ni Glil ou Gli3. En revanche, les cellules B et C
expriment Shh, Gli2, Gli3, Ptc et plus faiblement Glil (Palma et al., 2005). Ces profils
d’expression sont partiellement conservés chez 1’adulte puisque les transcrits Shh, Ptc et Gli3
sont retrouvés dans la ZSV, le TMR et le BO (Papanikolaou et al., 2008). En utilisant un
modéle de souris transgéniques exprimant la forme inductible de la recombinase Cre sous le
promoteur Glil et la lignée de souris R26R exprimant le rapporteur lacZ sous un promoteur
ubiquitaire, Ahn et Joyner ont démontré de facon élégante que les cellules B et C répondent a
la signalisation Shh puisqu’elles expriment Gli (Ahn and Joyner, 2005). Plus récemment,
notre équipe a mis en évidence ’expression de la B-galactosidase placée sous le contréle du
promoteur Ptc dans les neuroblastes migrants identifiés par 1I’expression du marqueur PSA-
NCAM (polysialylated-neural cell adhesion molecule ; (Angot et al., 2008) et montré par
hybridation in situ que les transcrits de Ptc et Smo sont exprimés dans le systeme ZSV-TMR-
BO (Angot et al., 2008; Charytoniuk et al., 2002). Enfin, I’expression de la protéine Smo
vient d’étre montrée sur la majorité des cellules souches présentes dans la ZSV (lhrie et al.,

2011).

Plusieurs études ont permis de caractériser les roles de la signalisation Hh dans cette
aire neurogénique. Chez la souris, I’administration intrapéritonéale de I’antagoniste de Smo,
la cyclopamine, pendant 7 jours induit une forte réduction du nombre de cellules en
prolifération dans la ZSV suggérant la mise en jeu de Smo dans le processus de prolifération
cellulaire (Palma et al., 2005). Cependant, ces résultats n’ont pas été reproduits chez le rat

apres infusion intracérébroventriculaire de la drogue (Banerjee et al., 2005).

Par ailleurs, I’invalidation conditionnelle de Smo dans les progéniteurs neuraux
Nestine” au stade E12.5, puis chez ’adulte montre que la signalisation Hh via Smo est non
seulement indispensable a la mise en place de la ZSV (Balordi and Fishell, 2007a), mais aussi
au maintien de cette niche neurogénique chez 1’adulte (Balordi and Fishell, 2007b). En effet,

en I’absence de Smo, la ZSV est incapable de se régénérer apres destruction des cellules a
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prolifération rapide (type C et A) induite par I’administration d’un antimitotique. Récemment,
notre équipe a montré que Shh possede une activité chémoattractrice sur les neuroblastes
migrants in vitro et in vivo. Shh régule ainsi la sortie des neuroblastes en dehors de la ZSV,
contrélant donc le nombre des neurones générés dans les BO. L’utilisation d’un antagoniste
de Smo, le Cur61414, sur des explants de ZSV indique que cette activité chémoattractrice
dépend de Smo (Angot et al., 2008). Plus récemment encore, I’implication de la signalisation
Shh dans la spécification des précurseurs neuraux nouvellement formés dans la ZSV adulte
vient d’étre proposée grace a plusieurs outils génétiques et pharmacologiques (lhrie et al.,
2011). Enfin, il a été rapporté de facon intéressante, que les effets de Shh dans la ZSV
reposent sur 1’induction de 1’un des facteurs de transcription majeurs pour le maintien des

précurseurs neuraux, Sox9 (Scott et al., 2010).

1.3.3.3. Shh et la zone sous-granulaire de 1’hippocampe

L’organisation de la niche neurogénique de I’hippocampe, la zone sous-granulaire
(ZSG), est comparable a celle décrite pour la ZSV (Figure 9). Cependant, les neuroblastes
nouvellement formés maturent et s’intégrent localement dans le réseau neuronal de la couche

granulaire du gyrus denté ; pour revue, (Zhao et al., 2008a).

La premiére démonstration du réle de Shh dans la régulation des précurseurs neuraux
de la ZSG résulte du transfert adénoviral de Shh dans 1’hippocampe de rat adulte. Cette
surexpression de Shh (Banerjee et al., 2005; Lai et al., 2003), de méme que 1’administration
d’un agoniste de Smo (Machold et al., 2003), augmentent le nombre de cellules en
prolifération dans la ZSG. Par ailleurs, ’invalidation conditionnelle de Smo dans les
précurseurs neuraux astrogliaux exprimant le marqueur GFAP induit un défaut majeur de la
neurogenése hippocampigue avec notamment une atrophie du gyrus denté, une nette réduction
de la prolifération cellulaire et la présence de quelques rares neurones nouvellement formés
(Han et al., 2008). Ce phénotype est trés similaire a celui observé chez des animaux ayant un
défaut de ciliogenése alternativement invalidés pour le géne Kif3a dans les cellules GFAP”
(Han et al., 2008) ou présentant une absence d’axonéme dans I’hippocampe (Breunig et al.,
2008). Récemment, une étude montre que 1’ablation du cil primaire dans les cellules GFAP”
de I’hippocampe chez des souris adultes engendre des troubles de la mémoire spatiale chez

ces animaux suggeérant un lien entre certaines atteintes cognitives observees dans les
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Figure 9 : Aires de neurogenese dans le cerveau de rongeur adulte.

(A) Schéma d’une coupe sagittale de cerveau de rongeur adulte au niveau des aires de neurogeneése (en
rouge) : il s’agit de la zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus denté de I’hippocampe et la zone sous-
ventriculaire (ZSV) qui borde les ventricules latéraux. Les neurones générés dans la ZSV migrent le
long du trajet de migration rostrale et s’intégrent dans le bulbe olfactif. Dans le cas de la ZSG, les
neuroblastes vont maturer localement dans le gyrus denté et envoyer leur projection axonale dans la
couche CA3 de I’hippocampe. (B-E) Vues frontales des aires de neurogenese. (F) Dans la ZSV, trois
types cellulaires coexistent : les cellules souches (cellules B, bleues) qui vont se différencier en
cellules a amplification rapide (cellules C, vertes) qui sont les cellules progénitrices des neuroblastes
(cellules A, rouges). Les cellules épendymaires (cellules E, jaunes) constituent la paroi des ventricules
latéraux. Adapté de (Lledo et al., 2006; Zhao et al., 2008a).
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ciliopathies et la ciliogenése des cellules progénitrices de I’hippocampe adulte (Amador-
Arjona et al., 2011). Ces observations confirment I’importance du cil primaire pour la

signalisation Hh, en particulier dans le contrdle de la neurogenése adulte.

2. Pathologies

Etant donné I’importance de la signalisation Shh au cours du développement
embryonnaire dans 1’établissement de nombreux tissus centraux et périphériques, il n’est pas
surprenant que des mutations affectant les génes de la voie soient associées a des
malformations congénitales, mais aussi a des processus cancéreux chez I’Homme. La
modulation de I’activité de la signalisation Hh a, pour cette raison, trés vite été considérée
comme une nouvelle approche thérapeutique pour le traitement de ces tumeurs. Je vais
discuter ici les connaissances actuelles concernant la signalisation Hh dans le domaine de la
cancérogenese. Dans un deuxiéme temps, je décrirai brievement les malformations
congénitales liées a cette signalisation ainsi que les potentialités thérapeutiques de la
modulation pharmacologique de la voie récemment identifiées dans plusieurs pathologies
cerébrales degénératives et dans les pathologies associées a un dysfonctionnement du cil

primaire.

2.1. Cancers

Les activités de prolifération et différenciation cellulaire associées a la voie Shh au
cours de I’embryogenése persistent dans les tissus adultes dans le cadre du contrGle des
cellules souches qui se maintiennent dans les tissus et participent aux processus
d’homéostasie et de réparation tissulaire ; pour revue, (Beachy et al., 2004). Trois catégories
de tumeurs associees a la dérégulation de la signalisation Shh ont été proposées : la premiére
est associée a I’existence de mutations sur I’une des composantes de la voie (BCC, MB et
RMS); la seconde dépend d’une réactivation aberrante de la voie ; enfin, la derniere met en
jeu les cellules souches tumorales qui seraient a 1’origine des rechutes observées dans le
traitement de certains cancers ; pour revues, (Barakat et al., 2010; Ng and Curran, 2011;
Scales and de Sauvage, 2009).
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2.1.1. Tumeurs liées a des mutations des composantes de la voie Shh

X Carcinome basocellulaire (BCC) :

C’est une tumeur qui atteint les kératinocytes et constitue le cancer le plus fréquent
chez I’Homme. Des métastases associées a cette tumeur ne sont que trés rarement
retrouvees ; pour revues, (Epstein, 2008; Teglund and Toftgard, 2010). Le premier lien établi
entre la signalisation Shh et le BCC vient de la découverte que la mutation perte de fonction
du gene Ptc est a I’origine d’une pathologie héréditaire, le carcinome basocellulaire névoide
ou syndrome de Gorlin (Hahn et al., 1996; Johnson et al., 1996). Si plus de 70 % des BCC
sporadiques présentent une mutation dans I’un des 2 alléles de Ptc, les autres cas sont
souvent associés a une mutation du gene Smo (Lam et al., 1999). Ce syndrome a été
découvert par le dentiste R. Gorlin (Gorlin, 1987), il y a plus d’un siécle et demi. Cette
pathologie est le plus souvent liée a une mutation autosomale dominante du géne Ptc (Hahn
et al., 1996; Johnson et al., 1996) qui engendre le développement de multiples (de 10 a 1000
selon les cas) BCC des I’adolescence ou plus rarement dés 1’enfance. Les patients présentent
une susceptibilité a développer de nombreuses autres tumeurs, en particulier des MB. lls sont
également sujets a des malformations squelettiques et a une hypersensibilité aux radiations ;
pour revue, (Epstein, 2008).

Le rble du récepteur Ptc le mieux caractérisé actuellement est celui de suppresseur de
tumeur mis en évidence par la découverte de mutations perte de fonction dans le géne Ptc
humain du chromosome 9q22 a I’origine du syndrome de Gorlin (Gailani et al., 1992; Hahn
et al., 1996; Unden et al., 1996). Ce rdle est conservé chez les souris hétérozygotes Ptc*”
(Goodrich et al., 1997) ou Ptc contrdle I’entrée des cellules dans le cycle cellulaire (Adolphe
et al., 2006). Les souris Ptc hétérozygotes sont un bon modele animal du syndrome de Gorlin
et présentent plusieurs des aspects phénotypiques de la maladie dont une plus grande
susceptibilité au développement de MB. Cependant, le fond génétique de la souris peut
influencer I’incidence d’apparition des tumeurs (Goodrich et al., 1997; Hahn et al., 1998;
Wetmore et al., 2000). Ces souris développent des BCC suite a 1’exposition aux ultraviolets
(UV) ou aux radiations ionisantes contrairement aux souris contréles qui ne développent
jamais ce type de tumeurs méme aprés exposition a 1’agent cancérogéne ; pour revue, (Li et
al., 2011b). Comme I’invalidation compléte de Ptc est létale, un modéle d’invalidation
conditionnelle dans les Kkératinocytes a été développé et permet de reproduire les

caractéristiques pathologiques des BCC humains (Ellis et al., 2003). Par ailleurs, la
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surexpression de Shh dans la peau induit un phénotype rappelant le BCC et mime les
conséquences des mutations perte de fonction de Ptc observées dans les tumeurs humaines
(Fan et al., 1997; Oro et al., 1997). Les mutations gain de fonction de Smo (Lam et al., 1999;
Reifenberger et al., 1998; Xie et al., 1998) contribuent aussi au développement de BCC, de
méme que la dérégulation des facteurs de transcription Glil (Dahmane et al., 1997; Nilsson et
al., 2000), Gli2 (Grachtchouk et al., 2000; Sheng et al., 2002) ou du régulateur négatif Sufu
(Reifenberger et al., 2005).

L’origine cellulaire des BCC est encore largement débattue. Comme nous 1’avons vu
dans le chapitre consacré au role de la signalisation Hh dans le développement cutane,
plusieurs types de précurseurs cellulaires interviennent dans le développement du follicule
pileux. Un certain nombre de ces précurseurs sont toujours présents dans le tissu adulte.
Initialement, les cellules souches contenues dans le renflement du follicule pileux ont été
supposées étre a 1’origine du développement tumoral (Cotsarelis et al., 1990). Depuis, un
ensemble de travaux ont suggéré que la cellule « initiatrice » pourrait varier en fonction de la
mutation a I'origine de la dérégulation de la voie Hh. Ainsi, les cellules de 1’épiderme
interfolliculaire seraient impliquées dans des modeles de BCC par surexpression de Smo
(mutant SmoM2, (Youssef et al., 2010), tandis que les cellules souches du follicule pileux
seraient a I’origine des BCC associés a des mutations de Ptc (Wang et al., 2011) ou de Gli2
(Grachtchouk et al., 2011); Figure 10).

Le role du cil primaire dans le développement des BCC dépend également de la nature
de la mutation a I’origine de la dérégulation de la voie Hh. En effet, la délétion conditionnelle
des alléles Kif3a ou Ift188 nécessaires a 1’intégrité du cil primaire diminue la formation de
BCC chez des animaux surexprimant SmoM2 dans les kératinocytes, mais potentialise la
tumorigenése chez des animaux présentant une mutation activatrice de Gli2 (Wong et al.,
2009). Le cil primaire sera donc un élément important a considérer dans le traitement des
BCC.

%+ Meédulloblastomes (MB) :

C’est une tumeur de la région postérieure de I’encéphale constituant la tumeur maligne
du SNC la plus classique chez I’enfant bien qu’elle n’affecte qu’une naissance sur 10 000
chaque année en France ; pour revues, (Barakat et al., 2010; Hatten and Roussel, 2011; Ng

and Curran, 2011). La majorité des enfants survivent mais ils présentent des troubles
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cognitifs et psychosociaux déclenchés par les traitements de chimiothérapie et radiothérapie
auxquels ils sont soumis. Une meilleure compréhension des processus tumorigéniques
impliqués dans cette pathologie est nécessaire pour développer de nouvelles stratégies

thérapeutiques (Vassal, 2009).

Plus de 30 % des MB présentent une signature Hh avec une derégulation du niveau
d’expression d’au moins un des génes de la voie. Cependant, parmi ces 30 % seulement 50 %
des tumeurs sont associées a une inactivation des génes Ptc ou Sufu. Bien que moins
fréquentes que les mutations de Ptc, certaines mutations activatrices affectant le récepteur
Smo humain ont été détectées dans plus de 5 % de MB sporadiques (Kool et al., 2008;
Reifenberger et al., 1998; Thompson et al., 2006). Ainsi, certaines tumeurs présentent une

activation de la voie Hh sans preuve de mutations sur les composantes Ptc, Smo ou Sufu.

Comme nous I’avons mentionné précédemment, la souris Ptc*” est un modéle de MB,
mais la fréquence d’apparition de ces tumeurs n’est que de 14 % chez ces animaux (Wetmore
et al., 2000). Leur incidence atteint 100 % avec un développement beaucoup plus précoce
lorsque les animaux sont en plus déficients pour le géne p53 (Berman et al., 2002; Wetmore et
al., 2001) ou lorsqu’ils sont irradiés (Pazzaglia et al., 2002). La genese du MB est
vraisemblablement liée & plusieurs événements parmi lesquels on retrouve, la perte de
fonction des suppresseurs de tumeurs Ptc et p53, mais aussi 1’altération des génes requis pour

la réparation de I’ADN et le contréle du cycle cellulaire (Frappart et al., 2009).

D’autres modeles murins de MB sont constitués de mutations ponctuelles activatrices
du géne Smo, initialement décrites dans les BCC (Reifenberger et al., 1998; Xie et al., 1998),
ou de formes constitutivement actives de Smo (SmoAl) exprimées sous le contrble du
promoteur du facteur de transcription Neurod2 (Hallahan et al., 2004). Dans ce dernier
modele, I’incidence d’apparition des MB est de 48 %. En plus de I’induction des génes
classiques de la voie Hh (Glil et Nmyc), une induction des genes de la voie Notch y est
détectée ce qui mime de fagon intéressante 1’induction de ces deux voies observée dans les
MB humains. Bien d’autres modeéles ont été développés et sont présentés dans le Tableau 2.

Aucun d’eux n’est cependant capable de refléter la grande diversité des MB humains.

L’étude récente de 1’origine cellulaire des MB a permis d’identifier deux sous-groupes
potentiels de tumeurs respectivement liées a des mutations des composantes des voies Shh et

Wnt (Gibson et al., 2010). Les cellules constituant les MB Hh-dépendants ont un profil
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d’expression génique rappelant celui des GCP du cervelet (Lee et al., 2003). En accord avec
cette observation, 1’invalidation conditionnelle de Ptc dans les GCP qui expriment le gene
Math1, un marqueur spécifique de ces cellules, induit 1’apparition de MB (Yang et al., 2008)

suggérant que 1’oncogenése résulte de 1’activation de la voie spécifiquement dans les GCP.

Comme dans le cas des BCC, le cil primaire serait également impliqué dans une
fraction des MB ou les voies Shh ou Wnt sont activées. Le cil primaire serait donc une cible
thérapeutique potentielle dans le traitement de ces cancers (Han et al., 2009). La
compréhension de la régulation de ces deux voies de signalisation dans cette organelle est trés

importante d’un point de vue thérapeutique.

% Rhabdomyosarcomes (RMS):

I1 s’agit du sarcome pédiatrique affectant les tissus mous le plus commun et comptant
pour plus de 10 % des tumeurs solides malignes de I’enfant ; pour revue, (Teglund and
Toftgard, 2010). D’un point de vue morphologique, le RMS présente les caractéristiques des
cellules des muscles squelettiques. Cette morphologie est variable en fonction de la
localisation de la tumeur et de I’age du patient. Bien que la majorité des RMS apparaissent de
maniére sporadique, certains sont associés au syndrome de Gorlin (Tostar et al., 2006). Chez
la souris, le RMS apparait egalement chez les animaux Ptc hétérozygotes (Kappler et al.,
2003). Cependant, comme pour les BCC, le fond génétique de la souris influence 1’incidence
d’apparition de la tumeur (Hahn et al., 1998). La délétion du gene Trp53 (pour
Transformation related p53) augmente aussi le développement des RMS, mais la majorité des
animaux Ptc*Trp53” décédent rapidement suite au développement des MB (Lee et al.,
2007). Par ailleurs, la délétion d’un alléle du geéne Sufu n’augmente pas 1’incidence des RMS
chez les animaux Ptc*” suggérant que, dans ce cancer, il n’y a pas d’effet coopératif entre les
deux acteurs de la voie (Lee et al., 2007). D’autres modéles murins de RMS ont été proposés
tels que les souris Hhip*" ou le modeéle conditionnel CAGGS-CreER R26-SmoM2 (Gerber et
al., 2007; Mao et al., 2006). L’étude de ces souris transgéniques démontre de maniere claire
que la voie Hh est impliquée dans le développement de certains RMS. Néanmoins, de
nouvelles études seront nécessaires afin d’établir si la régulation de la voie Hh doit faire partie

du traitement des patients atteints de RMS.
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Figure 10 : Voie Sonic Hedgehog et développement de carcinomes basocellulaires.

Les cellules souches ou cellules multipotentes du follicule pileux (jaune) donnent naissance aux
progéniteurs épithéliaux (PE, orange foncé) et aux progéniteurs des follicules pileux (PFP, rose). Les
PE, apres prolifération, vont se différencier en épithélium stratifié. Les PFP vont se différencier en
follicule pileux. La prolifération incontr6lée des progéniteurs du follicule pileux liée a des mutations
sporadiques du récepteur Patched (Ptc) ou de Gli2 (A, (Grachtchouk et al., 2011; Wang et al., 2011) et
celle des progeniteurs épithéliaux liées a des mutations gain de fonction de Smoothened (Smo ; B,
(Youssef et al., 2010) sont a I’origine du développement de carcinomes basocellulaires. D’apreés
(Pasca di Magliano and Hebrok, 2003).
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2.1.2. Tumeurs liées a une activation aberrante de la voie Hh

En dehors de I’existence de mutations sur les composantes de la voie, I’apparition de
tumeurs dépendant de la signalisation Hh pourrait étre consécutive a sa réactivation
incontrdlée au cours d’un processus de réparation des tissus ; pour revue, (Beachy et al.,
2004). Ainsi, I’analyse d’un grand nombre de tumeurs solides périphériques a permis de
mettre en évidence une augmentation du niveau d’expression des génes cibles de la voie tels
que Ptc et Gli ou encore du ligand Shh lui-méme. Ces tumeurs sont dites tumeurs dépendant
du ligand par opposition a celles dérivant d’une mutation des composantes de la voie Shh et

par conséquent indépendantes de la quantité de ligand Hh biodisponible.

Les premiéres tumeurs de ce type a étre identifiées sont les cancers du poumon a
petites cellules (SCLC : « Small-cell lung cancer »; (Watkins et al., 2003). 25 % de ces
tumeurs ont un niveau d’expression de Shh et Glil supérieur a ce qui est déterminé dans des
tissus sains. Par ailleurs, la croissance de ces cellules en culture peut étre bloguée par un
antagoniste du récepteur Smo, la cyclopamine, ou bien par un anticorps dirigé contre le ligand
Shh (5E1). En accord avec I’hypotheése d’une réactivation incontrélée de la voie Hh,
I’exposition au naphtaléne de tissus respiratoires de souris entraine une augmentation du taux

d’expression de Shh et Glil dans les cellules épithéliales du poumon.

Des taux anormalement élevés de Shh, Ptc et Smo ont également été identifiés dans
des tumeurs précoces du pancréas chez I’Homme (Berman et al., 2003; Thayer et al., 2003).
Un mécanisme comparable a, par la suite, été proposé pour les tumeurs de la prostate
(Karhadkar et al., 2004; Sanchez et al., 2004), du tractus digestif (Berman et al., 2003), du
colon (Varnat et al., 2009), du sein (Fiaschi et al., 2009; Kubo et al., 2004), des ovaires
(Chen et al., 2007), des mélanocytes (Stecca et al., 2007) ou des cellules hématopoiétiques
(Zhao et al., 2009). Par ailleurs, la voie Shh, lorsqu’elle est suractivée, serait a 1’origine de
diverses tumeurs du SNC telles que les gliomes proprement dit (Clement et al., 2007; Monje
et al., 2011), mais aussi les glioblastomes et les astrocytomes (Bar et al., 2007 ; Rush et al.,
2010) ou bien les neuroblastomes (Mao et al., 2009).

Le développement des métastases pourrait également étre sous le contrdle de la voie
Shh pour les tumeurs de la prostate (Karhadkar et al., 2004), du colon (Varnat et al., 2009) ou
du pancréas (Bailey et al., 2009; Feldmann et al., 2007) comme I’indique 1’inhibition

pharmacologique de la voie ou I’utilisation de 1’anticorps SE1 neutralisant le ligand Shh. Le
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Construction génétique Mécanisme Incidence
Ptc*- KO conventionnel 14-19 % par 10 mois
Ptc*- KO conventionnel; irradiation 100 % par 10 mois
Ptc*-; p53+- KO conventionnel 100 % par 2-3 mois
Ptc*-; Ptc2¥- KO conventionnel 17 % par 10 mois
Ptc*- KO conditionnel (GFAP-Cre, Math1-Cre) 100 % par 1-3 mois
ND2-SmoA1 TG 94 % par 2 mois
SmoM2 TG conditionnel (GFAP-Cre, Math1-Cre, Olig2-Cre, TIx-Cre) 100 % par 2-4 mois
Sufu*-; p53+- KO conventionnel 58 % par 10 mois
Shh RCAS 9 %-34 % par 3 mois
Shh; cmyc/Akt/IGF2 RCAS 23-48 % par 3 mois
Shh; n-myc RCAS 78 % par 3 mois
Shh; Bcl-2 RCAS 78 % par 3 mois
Rb¥-; p53+- KO conditionnel (GFAP-Cre) 25 %-100 % par 2-7 mois
Inkdc¥-; p53- KO conventionnel et conditionnel 20-100 % par 5 mois

Ptc*-; Ink4c¥-
Lig4’-; p53-
Brca2+-; p53¥-

Xrcc4+-; p53+-

(Nestin-Cre); irradiation
KO conventionnel 40-50 % par 9 mois
KO conventionnel 100 % par 2 mois

KO conventionnel et conditionnel
(Nestin Cre)

KO conventionnel et conditionnel

0 ,
(Nestin Cre) 100 % par 6 mois

72 %-83 % par 4-8 mois

Tableau 2 : Modeéles murins de médulloblastomes.

Le tableau présente les constructions génétiques sur lesquelles reposent les modeles, la modification
génétique associée et ’incidence d’apparition des tumeurs. Abréviations: TG= transgénique, KO =
knockout, RCAS= Replication-Competent ASLV (pour Avian Sarcoma-Leukosis Virus) long terminal
repeat (LTR) with a Splice acceptor, TIx = Tailless, GFAP = Glial fibrillary acid protein, ND2 =
Neurogenic differenciation Factor2, Bcl2 = B-cell lymphoma 2, Rb = Retinoblastoma gene, Ink4c =
Inhibitor of cyclinD-associated kinase 4c, Lig4 = DNA ligase 4, Brca2 = Breast cancer 2 susceptibility
protein, Xrcc = X-ray repair cross complementing protein. D’aprés (Huse and Holland, 2009).
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cil primaire pourrait jouer un r6le important dans ce type de tumeurs. Ptc, Smo ou le facteur
de transcription Gli2 sont notamment exprimés dans le cil primaire des cellules cancéreuses

pancréatiques (Bailey et al., 2009; Nielsen et al., 2008).

2.1.3. Modéles d’activation de la voie Shh responsable de la tumorigenése

Parmi les tumeurs dépendant du ligand Hh, deux catégories peuvent étre distinguées
selon la nature des cellules secrétant et répondant respectivement au ligand Hh. On parlera

donc de tumeurs autocrines ou paracrines.

«» Modele autocrine :

Dans ce modeéle, la cellule tumorale est a la fois capable de sécréter le ligand Shh et
d’y répondre (Figure 11). La voie de signalisation Hh stimulerait ainsi la prolifération et la
survie des cellules a I’origine de la croissance tumorale ; pour revue, (Scales and de Sauvage,
2009). Ce modéle a été proposé pour les tumeurs dépendant du ligand (notamment certains
types de MB) définies par une forte expression de Shh et des composantes de la voie par les
cellules tumorales et I’inhibition de la croissance de ces cellules in vitro et in vivo par un
antagoniste de Smo, la cyclopamine (Berman et al., 2002). Les mécanismes d’action mis en
jeu dans les effets tumorigéniques de Shh sont le contrdle du cycle cellulaire par la régulation
de I’expression des cyclines, mais aussi de 1’oncogéne N-myc dans le SNC (Kenney et al.,
2003). N-myc est un facteur de transcription essentiel pour la prolifération cellulaire et dont
I’expression est réduite en présence de cyclopamine dans les cellules issues de MB en culture
(Berman et al., 2002). Les formes activatrices des facteurs de transcription Gli induisent
I’expression de SNAIL, une protéine a doigts de zinc se liant aux protéines E-cadhérine
engendrant ainsi la transformation des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses, un
processus requis pour la migration des cellules tumorales et la formation des métastases. La
cyclopamine est, 1a encore, capable d’inhiber 1’induction de I’expression de SNAIL et donc de
freiner la capacité des lignées cellulaires prostatiques cancéreuses a métastaser (Karhadkar et
al., 2004).

Cependant, ce modele a depuis été controversé. L’une des premiéres raisons est que
les concentrations micromolaires de cyclopamine requises pour inhiber la prolifération des
cellules de MB en culture sont plus de 300 fois supérieures a celles capables d’inhiber la

signalisation Shh dans des fibroblastes exprimant un géne rapporteur sous le contrdle du
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promoteur Gli (Romer et al., 2004). De plus, 1’expression des cibles transcriptionnelles de la
voie, Glil et Ptc, n’est pas diminuée par la cyclopamine, méme utilisée a des doses élevées et
capables de bloquer la croissance tumorale (Zhang et al., 2009). Enfin, dans un large panel de
lignées de cellules tumorales pancreatiques, colorectales ou pulmonaires, les Clsg
(concentration inhibitrice & 50 %) de la cyclopamine et d’un autre antagoniste de Smo
(HhAnNtag) ne sont pas du tout corrélées avec les niveaux d’expression de Glil et Ptc dans ces
mémes cellules (Yauch et al., 2008). L’ensemble de ces constatations ouvre donc la possibilité
d’un second modeéle permettant de mieux comprendre le développement tumoral dépendant de
la signalisation Hh. Cependant, le modele autocrine ne doit pas étre pour autant exclu. 1l vient
d’ailleurs d’étre a nouveau proposé dans le cas de tumeurs NSCLC (non-Small Cell Lung
Carcinomas ; (Singh et al., 2011) ou de carcinomes de la prostate (Tzelepi et al., 2011). Ainsi,
la validité du modele autocrine dépendrait en particulier des lignées tumorales étudiées et de

leur origine humaine ou murine (Singh et al., 2011).

% Modele paracrine :

Dans ce modele, la cellule tumorale exprime le ligand Shh mais ce sont les cellules
stromales qui expriment le systétme de réception/transduction du signal (Figure 11).
L’activation de la voie dans les cellules environnantes va induire la libération de facteurs
trophiques qui agiront en retour sur les cellules tumorales favorisant ainsi leur multiplication
et/ou différenciation. Dans le modele paracrine inverse, les cellules stromales sécretent le
ligand qui agit sur les cellules tumorales réceptrices et favorise directement leur expansion;
pour revue, (Scales and de Sauvage, 2009).

Le modele paracrine a été proposé pour la premiere fois dans le cas des tumeurs de la
prostate (Fan et al., 2004) ou les cellules tumorales accroissent leur prolifération si on y
surexprime les composantes de la voie Hh et si on les injecte in vivo chez 1’animal sous forme
de xenogreffes. En accord avec ce modéle, 1'utilisation d’anticorps neutralisant le ligand Shh
ou I’invalidation de Smo dans les cellules du stroma de xénogreffes induisent une forte
diminution de I’expression des génes cibles de la voie et de la croissance tumorale (Yauch et
al., 2008). Les effets de 1’anticorps neutralisant le ligand ont été retrouvés dans un modéle de
tumeur pancréatique orthotopique. La détection de Smo dans les cils primaires des cellules du
stroma indique que la voie Shh est active dans ces cellules. En revanche, le ligand Shh n’est
exprimé que dans les cellules de la tumeur (Bailey et al., 2009). Par ailleurs, la surexpression

de T’alléle oncogénique de Smo, SmoM2, dans les cellules épithéliales du carcinome
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pancréatique n’est pas capable d’activer la signalisation Shh contrairement & son expression
dans les cellules du mésenchyme (Tian et al., 2009). Le criblage de lignées primaires de
cellules stromales issues de tumeurs pancréatiques a mis en évidence 1’accumulation de
I’expression du récepteur Smo dans ces cellules et renforce 1’idée que les cellules stromales
sont une cible thérapeutique importante pour le développement d’antagonistes du récepteur

Smo (Walter et al., 2010).

Ce mode¢le paracrine vient également d’étre proposé dans le développement et les
métastases de tumeurs du sein (O'Toole et al., 2011). Cependant, le mécanisme du
rétrocontrole exercé par la cellule stromale sur la cellule tumorale n’est pas encore totalement
¢lucidé. En effet, d’autres signalisations telles que celles induites par le facteur de croissance
de I’insuline (Igf1 pour Insulin Growth factor type 1) ou les molécules Wnt sont modulées de
la méme maniére que la signalisation Shh dans les modeles de xénogreffes en présence d’un
antagoniste de Smo (Yauch et al., 2008). Par ailleurs, la signalisation Shh pourrait stimuler la
libération de facteurs pro-angiogéniques par les cellules stromales qui favoriseront a leur tour
la tumorigenese (Yamazaki et al., 2008). Ces résultats ont été récemment confortés dans des
modeles de xénogreffes et d’angiogenése utilisant a la fois des antagonistes de la voie Shh et
des inhibiteurs du VEGF (Vascular Endothélial Growth Factor) montrant que la libération du
VEGEF nécessaire a I’angiogenese et au développement de la tumeur, dépend de ’activation
de la voie Shh (Chen et al., 2011a).

La validation du modele paracrine inverse est plus préliminaire et ne concernerait que
les lymphomes a cellules de type B. Dans ce cas, le ligand Shh sécrété par le stroma de la
moelle osseuse, est nécessaire a la survie des cellules B cancéreuses en favorisant I’expression

du facteur anti-apoptotique Bcl2 (Dierks et al., 2007).

2.1.4. Shh et les cellules souches tumorales

Il existe un dernier modele selon lequel la signalisation Shh contrdlerait le maintien et
le développement d’une sous-population de cellules tumorales, les cellules souches
cancéreuses (CSC ; Figure 11 et pour revues, (Vescovi et al., 2006; Visvader and Lindeman,
2008). Ces cellules sont capables d’auto-renouvellement et sont multipotentes, permettant
donc de générer tous les types cellulaires retrouvés dans la tumeur. Les CSC ont la

particularité d’étre résistantes aux radiations et a la chimiothérapie pour plusieurs raisons :
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elles se multiplient lentement, elles expriment fortement des protéines transporteurs
permettant d’exporter les drogues dans le milieu extracellulaire et elles n’exprimeraient pas
les protéines oncogenes cibles des médicaments développés actuellement. Cette derniere
caractéristique laisse donc penser que ces cellules seraient a 1’origine des rechutes dans les

traitements anticancéreux, ce qui en fait une cible thérapeutique majeure.

Dans le cerveau, les CSC ont été proposées dériver des aires de neurogenése adulte
notamment de la ZSV. Ainsi, I’expression de certains génes exprimés dans les progéniteurs
neuraux astrocytaires (cellules B) de la ZSV pourrait controler la conversion de ces cellules
en CSC. La délétion combinée des géenes Rb, p53 et PTEN dans les cellules B de la ZSV
donnerait naissance a des tumeurs cérébrales et en particulier des gliomes. A ’inverse, la
mutation des mémes génes dans des populations d’astrocytes différenciés n’induit pas de
tumeur (Jacques et al., 2010). La signalisation Shh régule 1’expression des génes nécessaires
a la multipotentialité et a 1’auto-renouvellement des CSC dérivées de gliomes et exprimant
’antigéne CD133 (Clement et al., 2007). Les cellules CD133" expriment un taux supérieur a
la normale du facteur de transcription Glil et sont capables de donner des gliomaspheres en
culture dont le développement est inhibé en présence de témozolyde (médicament utilisé dans
le traitement des gliomes) et de cyclopamine (Bar et al., 2007; Clement et al., 2007). La
multiplication des CSC et la tumorigenése des gliomes semblent contrélées par une boucle
rétro-inhibitrice entre Glil et le suppresseur de tumeurs p53 (Stecca and Ruiz i Altaba, 2009).
Par ailleurs, dans un modele de leucémie myéloide chronique (LMC), les cellules invalidées
pour I’expression de Smo perdent leur capacité a développer des tumeurs contrairement a
celles exprimant le transgene SmoM2 qui favorise la tumorigenése. La encore, la
cyclopamine, mais aussi 1’anticorps anti-Shh, 5E1, inhibent la prolifération des CSC dans le
modele de LMC (Zhao et al., 2009).

Treés récemment, le facteur de transcription Nanog a été impliqué dans le processus
tumorigenique des MB. Dans les cellules souches, son activation serait induite par la fixation
des facteurs de transcription Glil et Gli2 sur des séquences cis-régulatrices spécifiques et

participerait a I’auto-renouvellement de ces cellules (Po et al., 2010).

L’importance de la voie Shh dans le contrdle des cellules souches et des CSC souligne
I’intérét du développement de molécules permettant une régulation precise de la signalisation

Hh a des fins thérapeutiques.
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(A) Modeéle ligand-indépendant, (B) Modele autocrine,
modeéle de type | modeéle de type Il

(C) Modéle paracrine, (D) Modéle reverse-paracrine, (E) Modéle des cellules
modele de type llla modele de type Ilib souches tumorales
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Figure 11: Les différents modéles impliquant la signalisation Hedgehog dans les
cancers.

(A) Les tumeurs de type I, indépendantes du ligand présentent une mutation inactivatrice (étoile verte)
sur les régulateurs négatifs (Patchedl (PTCH1) ou Sufu) ou une mutation activatrice (étoile rouge) sur
Smoothened (Smo). (B) Les tumeurs de type Il ou autocrines sont capables a la fois de sécréter le
ligand Hedgehog (Hh) et d’y répondre. (C) Les tumeurs de type Illa suivent le modele paracrine dans
lequel les cellules tumorales sécrétent le ligand Hh qui se lie au récepteur PTCH1 exprimé a la surface
des cellules stromales conduisant a la libération de facteurs trophiques tels que VEGF, IGF ou Wnt qui
agiront sur la cellule tumorale en favorisant sa croissance. (D) Les tumeurs de type IllIb suivent le
modéle paracrine inverse. Les cellules stromales sécrétent le ligand Hh qui se lie au récepteur PTCH1
exprimé a la surface des cellules tumorales, engendrant 1’activation de la voie Hh et donc I’expression
des geénes cibles tels que PTCH1, Glil ou Bcl2 importants pour la survie et la prolifération des
cellules. (E) La signalisation Hh n’est active que dans les cellules présumées souches et appartenant a
la tumeur. Légende : PTCHL, en rouge; Smo, en vert; ligand Hh, en violet; Sufu, en marron; noyau, en
bleu; cellules souches tumorales, en jaune. D’aprés (Scales and de Sauvage, 2009).
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2.2. Autres pathologies
2.2.1. Malformations congénitales

Des mutations dans les génes Shh ou Gli3, aboutissant & une activation inappropriée
de la signalisation Hh au cours du développement embryonnaire ont été mises en cause dans
des défauts de formation des membres. La polydactylie préaxiale qui correspond a une
duplication des doigts provient d’une activation ectopique du signal Shh dans la partie
antérieure du bourgeon des membres ; pour revue, (McMahon et al., 2003). Cette pathologie
est la malformation des membres la plus fréquente chez I’Homme et [’'une des anomalies du

développement les plus courantes avec une incidence de 15 naissances sur 10 000.

Les autres malformations congénitales sont associées, a I’inverse, a une signalisation
Hh déficitaire. La plus fréquente est I’HPE qui se caractérise notamment par des
malformations de la téte et du SNC au niveau de la ligne médiane. La symptomatologie tres
variable peut aller de [I’existence d’un prosencéphale n’ayant pas subi la fissure
interhémisphérique, d’une cyclopie et d’un proboscis, a des signes cliniques beaucoup moins
séveres tels que la fente palatine, I’incisive médiane unique ou le rapprochement excessif des
deux yeux; pour revue, (Gongal et al., 2011). Bien que I’'HPE soit multigénique, une
anomalie de la signalisation Hh est retrouvée dans 50 % des cas. En effet, plus de 60
mutations du géne Shh ont été associées a I’HPE, de méme que des mutations de Ptc et de
Gli2. L’analyse par mutagenése dirigée des protéines ShhN et ShhC a permis de montrer que
la majorité des mutations identifiées dans des cas d’HPE induisent une activité réduite du
polypeptide biologiquement actif ShhN (Traiffort et al., 2004) et pour revue, (Gongal et al.,
2011).

Deux autres syndromes présentent un grand nombre de caractéristiques des
pathologies associées a une signalisation Hh anormale au cours de ’embryogenése. 11 s’agit
du syndrome VACTERL (Vertebral anomalies, Anal atresia, Cardiac Malformations,
Tracheo-Eosophageal fistula, Renal et Limb malformations ; pour revue, (Shaw-Smith, 2010)
dans lequel des mutations de Shh ont été identifiées (Aguinaga et al., 2010) et du syndrome
de Smith Lemli-Opitz (SLOS pour Smith Lemli-Opitz Syndrom) lié a des mutations du géne
codant pour I’enzyme 7-déhydrocholestérol réductase (Dhcr7) qui intervient dans la derniére
étape de la biosynthése du cholestérol ; pour revue, (Porter and Herman, 2011). Un grand
nombre de mécanismes affectant la signalisation Shh pourraient étre compromis dans ce

dernier syndrome étant donné le rble prépondérant du cholestérol pour la synthese, le
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transport et la réception du ligand de la voie Hh ; pour revue, (Eaton, 2008). Récemment, la
démonstration du réle de Ptc dans la régulation des concentrations intracellulaires de
cholestérol est en accord avec les defauts de la signalisation Hh observés dans le syndrome
SLOS (Bidet et al., 2011). De plus, les effets des oxystérols et de la vitamine D3 recemment
mis en jeu dans la signalisation Shh ont confirmé I’importance de I’enzyme Dhcr7 dans la
régulation de cette voie ; pour revues, (McMahon et al., 2003; Porter and Herman, 2011).
Des mode¢les animaux de SLOS ont permis d’établir une corrélation entre la diminution des
taux de stérols cellulaires et la diminution d’activité de la voie Hh, notamment au niveau du
récepteur Smo (Cooper et al., 2003). Une mutation sur 1’alléle codant pour I’enzyme
hydroxystéroide (17R)-déhydrogenase 7 dans le modele murin rudolph engendre une
diminution de I’induction des génes cibles de la voie Hh a la fois in vitro et in vivo. Ce
modele apporte pour la premiere fois, une preuve génétique de I’implication du métabolisme
du cholestérol dans la régulation de la voie Hh au cours du développement et en particulier
dans le SNC (Stottmann et al., 2011).

2.2.2. Maladies dégénératives

Un certain nombre de liens ont été établis entre la voie Hh et les pathologies
dégenératives. La régulation pharmacologique de la voie pourrait présenter un intérét
thérapeutique méme si a I’heure actuelle et contrairement aux domaines des cancers, aucune
molécule n’est utilisée dans des protocoles cliniques pour ces pathologies. Contrairement aux
modeles d’osthéoarthrite sévére ou un blocage pharmacologique de la voie permet de freiner
le développement de la maladie (Lin et al., 2009), dans les modeles d’ischémie, c’est le ligand
Shh lui-méme qui s’est montré capable d’induire une angiogenése robuste dans les tissus 1ésés
(Pola et al., 2001). Cependant, je me limiterai ici aux données disponibles pour les
pathologies cérébrales. Dans des modeles animaux de la maladie de Parkinson (caractérisée
par une dégénérescence des neurones dopaminergiques de la substance noire engendrant des
troubles moteurs importants), I’injection intrastriatale de ShhN permet d’améliorer les
fonctions locomotrices et d’augmenter le nombre de cellules dopaminergiques dans le
striatum (Dass et al., 2002; Tsuboi and Shults, 2002). In vitro, la protéine Shh est capable
d’induire la différenciation de précurseurs neuraux en neurones dopaminergiques, et de
prévenir 1’apoptose de ces neurones induite par une neurotoxine (Hynes et al., 1995; Miao et

al., 1997). D’autre part, Shh est également capable d’induire la différenciation specifique de
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neurones post-mitotiques en neurones cholinergiques in vitro, ce qui pourrait avoir un intérét
thérapeutique dans la maladie d’ Alzheimer caractérisée par des troubles cognitifs associés a la
perte de neurones cholinergiques (Reilly et al., 2002). Le role de la signalisation Shh dans la
neurogenése adulte et en particulier dans I’hippocampe mais aussi 1’observation d’une
modulation de la transcription de Ptc et de Smo suite aux électrochocs utilisés dans le
traitement des syndromes dépressifs séveres suggerent un intérét potentiel de la modulation de
la voie dans cette pathologie (Banerjee et al., 2005). La signalisation Hh induit par ailleurs un
effet neuroprotecteur dans des modeles d’ischémie cérébrale (Wang et al., 2007). Shh régule
enfin la prolifération des OPC dans le cerveau de rongeurs adultes laissant supposer que la
modulation de la voie Shh pourrait étre une approche a envisager pour le traitement des

pathologies démyélinisantes ; pour revue, (Traiffort et al., 2010).

2.2.3. Ciliopathies

L’importance du cil primaire pour la signalisation Hh a récemment permis d’établir
des liens entre cette voie et les ciliopathies, un groupe hétérogene de maladies dont les signes
cliniques variés peuvent inclure kystes rénaux, dégénérescence de la rétine, polydactylie,
retards mentaux, obésité ; pour revues, (Goetz and Anderson, 2010; Hildebrandt et al., 2011).
Ainsi, la polydactylie affectant les patients atteints des syndromes de Bardet-Biedl ou de
Meckel, et les anomalies du squelette des patients atteints du syndrome Ellis-van Creveld sont
attribuées a la dérégulation de la signalisation Hh vraisemblablement et respectivement par
perte de ’activité répressive du facteur de transcription Gli3 et invalidation du gene Ihh (Ruiz-
Perez et al., 2007). La signalisation Hh est également impliquée dans les défauts de
développement du crane et de la téte retrouvés dans des modeles murins du syndrome de
Meckel (Dowdle et al., 2011; Weatherbee et al., 2009).

De plus, les patients atteints du syndrome de Joubert présentent une ataxie liée a une
hypoplasie du cervelet impliquant vraisemblablement la voie Shh (Brancati et al., 2009).
Récemment, une analyse protéomique extensive a notamment permis d’identifier un nouveau
géne, Tctn2, associé au syndrome de Joubert et a une forme sévere de néphropathie
tubulointersticielle chronique. L’invalidation de ce géne chez la souris est associée a des

défauts du tube neural et de la signalisation Shh (Sang et al., 2011).
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L’invalidation de Tentl, codant pour une protéine impliquée dans la formation de la
zone de transition du cil primaire, est responsable de dérégulation de la voie Hh et conduit au
syndrome de Joubert et Meckel. Cette protéine régule la localisation de protéines associées a
la membrane du cil et son invalidation s’accompagne d’un défaut d’expression de Smo dans
I’organelle (Garcia-Gonzalo et al., 2011). De plus, un nouveau locus associé au syndrome de
Joubert (JBTS12), révele des mutations dans le gene de la kinésine Kif7 induisant un défaut
d’acétylation de la tubuline et une mauvaise dynamique du réseau de microtubules (Dafinger
et al., 2011). Les patients porteurs de cette mutation, présentent une polydactylie, des défauts
cerébraux et une fente palatine associés a un défaut de clivage du facteur de transcription Gli3
(Putoux et al., 2011).
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I11. Pharmacologie de la voie Hedgehog

Ces derniéres années, des avancées majeures ont amélioré notre comprehension du
mécanisme d’action de la voie Shh et de ses rdles physiologiques chez 1’embryon ou chez
I’adulte. Bon nombre d’entre elles ont fait appel a I’utilisation d’outils pharmacologiques ;
pour revues, (Scales and de Sauvage, 2009; Stanton and Peng, 2010). Cependant, bien des
aspects du fonctionnement de cette voie restent a éclaircir. Par ailleurs, la variété et la séverité
des pathologies reliées a des défauts de régulation de cette voie soulignent I’importance du
développement de petites molécules permettant de réguler finement son niveau d’activité (Ng
and Curran, 2011). Des molécules capables d’activer le récepteur Smo ont été développées et
sont susceptibles d’avoir un intérét thérapeutique dans des pathologies ou une régénération
tissulaire est nécessaire. Cependant, la majorité des molécules disponibles tendent a réduire
I’activité constitutive du récepteur Smo afin d’enrayer une hyperactivation de la voie
responsable de I’émergence de tumeurs. Certaines de ces molécules sont actuellement testées
en clinique dans le traitement de tumeurs périphériques, notamment les BCC, mais aussi dans
celui des MB (Low and de Sauvage, 2010). Des molécules ayant pour cibles des composantes
de la voie en aval (Gli) ou en amont (Shh) de Smo ont aussi été¢ développées, mais a I’heure

actuelle, aucune d’entre elles n’est testée en clinique (Figure 12).

1. Pharmacologie du récepteur Smo

Smo a été initialement caractérisé comme un récepteur a 7 domaines TM sans ligand
endogéne identifié, ce qui en fait une cible privilégiée pour le développement de petites
molécules capables de réguler ’activité de la voie Hh. A I’heure actuelle, parallélement au
développement de ligands synthétiques, quelques ligands naturels sont proposés moduler

I’activité de Smo.

1.1. Agonistes
1.1.1. Molécules activatrices physiologiques

Dans la famille des récepteurs a 7 domaines TM, Smo présente la caractéristique
remarquable d’étre constitutivement actif et surtout régulé par une protéine a 12 domaines

TM, Ptc ; pour revue, (Rohatgi et al., 2007). Une des hypothéses permettant d’expliquer le
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Figure 12 : Site d’action des principales molécules régulatrices de la signalisation Sonic
Hedgehog dans le cil primaire.

Les molécules considérées comme des régulateurs positifs sont indiquées en vert, les composés
inhibiteurs en rouge. Points d’interrogation ou tirets : mode d’action des composés pas encore
clairement défini. D’apres (Mas and Ruiz i Altaba, 2010).
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mécanisme d’inhibition exercé par Ptc sur Smo serait qu’il pourrait réduire la quantité¢ de
ligand endogene disponible pour moduler I’activit¢ de Smo. A I’heure actuelle, plusieurs
modeles impliquant une régulation de la concentration en cholestérol cellulaire par le
récepteur Ptc ont été proposés. En effet, I’homologie de séquence entre Ptc et la protéine
NPC1 impliquée dans la liaison et le transport du cholestérol est a I’origine de ces hypotheses.
Récemment, la liaison de Ptc au cholestérol a été mise en évidence grace a des études de
résonance des plasmons de surface et Ptc a été proposé réguler I’efflux de cholestérol
cellulaire (Bidet et al., 2011), un mécanisme différent de la redirection subcellulaire des
stocks de cholestérol initialement suggérée (Figure 13). Ce second modéle montre également
que I’accumulation de cholestérol intracytoplasmique n’est pas corrélée avec I’activation de la
signalisation Hh, mais induit cependant 1’expression du récepteur Smo a la membrane. Ce
résultat est parfaitement en accord avec I’hypothése récemment émise par Rohatgi et
collaborateurs, selon laquelle I’activation de la voie Hh nécessiterait une étape de
relocalisation du récepteur Smo dans le cil primaire avant 1’étape d’activation proprement dite
(Bidet et al., 2011). L’identification du ligand naturel de Smo a trés vite suscité beaucoup
d’intérét et le cholestérol et ses dérivés, les oxystérols ont rapidement été proposés comme
régulateurs de I’activité de la voie Shh (Cooper et al., 2003; Corcoran and Scott, 2006;
Dwyer et al., 2007). La déplétion cellulaire en stérols rend les cellules moins sensibles au
ligand ShhN (Cooper et al., 2003). De plus, le cholestérol ainsi que les 20a, le 22(S), le 24(S)
et 25(S)-hydroxycholestérols sont capables d’activer la voie Shh contrairement au 78B-
hydroxycholestérol qui n’induit pas d’augmentation de 1’activité de la B-galactosidase placée

sous le contrdle du promoteur Ptc dans des cellules PZp53VEP

(une lignée de cellules
médulloblastiques; (Corcoran and Scott, 2006). En accord avec cette observation, les 20a et
22(S)-hydroxycholestérols induisent une augmentation de I’expression des génes cibles de la
voie, Ptc et Glil, dans des cellules M2-10B4 (une lignée murine de cellules pluripotentes
stromales de la moelle osseuse ; (Dwyer et al., 2007). Cependant, le mécanisme d’action exact
des oxystérols sur ’activation de la voie Shh n’est pas encore totalement élucidé. En effet, les
200 et 22(S)-hydroxycholestérols ne sont pas capables d’inhiber la liaison du dérivé
fluorescent de la cyclopamine, le boron-dipyrrométhene (BODIPY)-cyclopamine (BC; (Chen
et al., 2002a) dont la liaison au récepteur Smo a été démontrée. Ces deux oxystérols ne se
lient donc pas directement au site de liaison de la BC sur le récepteur Smo comme 1’indique
également leur incapacité a déplacer la concentration efficace de 1’antagoniste cyclopamine

requise pour bloquer D’activité intrinseque de la signalisation Hh dans des cellules
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fibroblastiques embryonnaires de souris (MEF) invalidées pour Ptc (Dwyer et al., 2007). S’il
n’est pas encore prouvé que les oxystérols se lient directement a Smo, ils pourraient, modifier

indirectement sa conformation, le rendant ainsi moins sensible a 1’inhibition exercée par Ptc

(Figure 13).

1.1.2. Agonistes synthétiques

La molécule SAG (Figure 14) a été identifiée suite a un criblage de banques de
molécules a haut debit (HTS pour High Throughput Screening) sur le modele cellulaire Shh-
light2 dans lequel I’activité d’un rapporteur luciférase sous le contréle du promoteur Gli
refléte le niveau d’activité de la voie Hh (Frank-Kamenetsky et al., 2002; Taipale et al.,
2000). Dans ce modele, SAG présente une concentration efficace a 50 % (CEsp) de 3 nM.
L’utilisation d’une forme radiomarquée a I’**I du dérivé photosensible du SAG (PA-SAG)
ainsi que différentes formes tronquées du récepteur ont permis de mettre en évidence que le
composé se lie directement sur Smo au niveau des domaines TM du récepteur. La molécule
est également capable d’inhiber la liaison du ligand BC suggérant qu’elle se fixe au méme site
que I’antagoniste (Chen et al., 2002b). Ces résultats ont été confirmés par 1’utilisation de
dérivés radiomarqués de la cyclopamine et du SAG lui-méme (Rominger et al., 2009). Tout
comme le ligand Shh, SAG induit la translocation au cil primaire du récepteur Smo (Rohatgi
et al., 2009). Cependant, ce composé agoniste présente une propriété particuliére, puisqu’a
des concentrations supérieures a 1 puM, il inhibe la voie Hh. Cette activité inattendue a été
suggérée reliée soit a ’existence d’un effet cytotoxique a forte concentration (Frank-
Kamenetsky et al., 2002), soit a I’interaction du SAG non seulement avec le récepteur mais
aussi avec une molécule effectrice non identifiée mais nécessaire a la transduction du signal
induite par ce ligand. Cet effet biphasique laisse donc penser que I’utilisation de SAG in vivo
est vraisemblablement délicate. Cependant, dans un modele d’explant de tube neural de
poulet, des concentrations croissantes de la molécule (0,1 nM - 1 uM) miment de facon dose-
dépendante I’effet de I’agoniste naturel, Shh, sur la différenciation des cellules du tube neural
(Frank-Kamenetsky et al.,, 2002). Par ailleurs, administré in vivo par voie
intracérébroventriculaire, SAG augmenterait la survie des neuroblastes nouvellement formes
dans le gyrus denté de I’hippocampe suggérant ainsi un intérét thérapeutique de la molécule

jusqu'alors inexploré (Bragina et al., 2010).
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Figure 13 : Structures et mécanisme d’action des molécules dérivées du cholestérol
capables d’activer ou d’inhiber la signalisation Hedgehog.

(A) Structures du cholestérol et de son dérivé le 7-déhydrocholestérol, le précurseur de la vitamine Ds,
Les chiffres indiquent la position des différents atomes de carbone. (B) Structures des 4 oxystérols
activateurs de Smoothened (Smo) également dérivés du cholestérol. (C-D) Modéle d’activation de
Smo par les oxystérols cellulaires. Le cholestérol (sphére bleu) est transporté aux sites de synthése des
oxystérols tels que le 22(S)-hydroxycholestérol (22-OHC, étoile violette, C). Cette synthése n’a lieu
qu’en I’absence de Patched (Ptc). Lorsque Ptc est présent, le stock de cholestérol est redirigé vers un
autre compartiment cellulaire réduisant la synthése des oxystérols activateurs de la voie et favorisant la
synthése potentielle d’un inhibiteur de Smo (étoile jaune, D). (E-F) Modé¢les d’inhibition de 1’activité
constitutive de Smo par la vitamine Ds. Ptc régule la sécrétion du cholestérol au niveau de sites ou des
inhibiteurs de Smo sont synthétisés (étoile jaune, E). Ptc agit comme un transporteur et mobilise les
molécules inhibitrices de Smo contenues dans des lipoprotéines. Une fois sécrétées, elles inhibent le
récepteur Smo (F). (G-H) En I’absence de Shh, Ptc (rouge) est exprimé au niveau de la membrane
plasmique et régule I’efflux de cholestérol (hexagone jaune) cellulaire. Smo (bleu) est inactif et
retrouvé dans les endosomes cellulaires (G). Lorsque Shh (vert) se lie & Ptc, Ptc est internalisé et
inhibe I’efflux de cholestérol. L’accumulation de cholestérol dans la cellule favorise 1’expression de
Smo dans le cil primaire (H). RE : réticulum endoplasmique. NPC : Niemann-Pick de type C. D’aprés
(Eaton, 2008).
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D’autres molécules appartenant a la méme série chimique, Hh-Agl.1-Hh-Agl.5
(Figure 14) induisent une augmentation de 1’activité Gli-luciférase et la transcription de Glil
et Ptc dans des cellules Shh-Light2 (Frank-Kamenetsky et al., 2002). Parmi ces molécules,
Hh-Agl.5 est le composé présentant la meilleure affinité, 1000 fois supérieure a celle de Hh-
Agl.1. Les composés Hh-Agl.2 et Hh- Agl.3 (SAG) sont les moins toxiques. La molécule
Hh-Agl.1 (CEsp: 3 uM) est capable d’induire une augmentation de la prolifération des GCP
et de moduler I’expression des facteurs de transcription normalement induits par Shh dans un
mode¢le d’explant de tube neural de poulet. Ce composé entre en compétition avec la liaison
de molécules antagonistes de Smo telles que la cyclopamine dans un modéle cellulaire
exprimant le rapporteur Gli-luciférase. Enfin, son administration par voie orale engendre une

lacZI* reflétant une

augmentation de 1’expression de la B-galactosidase dans des embryons Ptc
activation endogene de la voie Shh. Hh-Agl.1 peut aussi compenser les défauts de la ligne
médiane observés chez des animaux Shh” ou Smo™. Suite & cette étude compléte et
prometteuse, seule une publication a rapporté 1’utilisation in vivo d’un agoniste de Smo chez
I’adulte (Machold et al., 2003). Des études de structure-activité ont permis la synthese de
dérivés de ces molécules possédant un noyau chlorobenzothiophéne et une structure biaryl
(Figure 14). Le plus affin d’entre eux présente une affinité subnanomolaire sur le test
d’inhibition de la Gli-luciférase. Il a également été testé sur le plan pharmacocinétique et les
résultats sont encourageants puisque la molécule semble passer la barriere

hématoencéphalique (Brunton et al., 2009).

La Purmorphamine (Figure 14), un dérivé purinergique découvert par HTS d’une
bangue de molécules hétérocycliques, est le second agoniste de référence du récepteur Smo.
Ce composé induit la différenciation des cellules mésenchymateuses C3H10T1/2 en
ostéoblastes dans un test in vitro mettant en jeu différentes voies de signalisation dont la voie
Shh (Wu et al., 2002). Cette molécule ostéogénique s’est ensuite révélée capable d’induire la
transcription des génes cibles de la voie Hh, Glil et Ptc, confirmant son role de molécule
agoniste de cette signalisation (Wu et al., 2004). La Purmorphamine inhibe la liaison de la BC
sur le récepteur Smo et perd totalement son effet activateur de la signalisation Hh sur des
cellules MEF Smo™", alors que cet effet est toujours présent sur des cellules MEF Ptc” (CEso:
1 uM ; (Sinha and Chen, 2006). Cependant, a I’heure actuelle aucune étude n’a rapporté un

effet de ce composé sur la signalisation Shh in vivo.

Enfin, le criblage de molecules approuvées par la FDA (Food and Drug
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Administration) et utilisées en clinique a permis d’identifier 4 glucocorticoides fluorés de
synthése (halcinonide, fluticasone, clobétasol et fluocinonide; Figure 14) comme
desmolécules agonistes de la voie Shh et plus particulierement du récepteur Smo. Ces 4
composés sont capables de stabiliser la 3-arrestine favorisant donc ’internalisation de Smo,
mais aussi d’induire I’activité Gli-luciférase (CEsp : 0,2 - 1,8 nM) et la prolifération des GCP,
et de potentialiser 1’effet prolifératif de Shh sur ces cellules. Cependant, ils n’inhibent que
partiellement la liaison de la BC sur le récepteur Smo suggérant que les sites d’interaction de
ces moléecules et de la BC ne sont vraisemblablement pas identiques (Wang et al., 2010). I
conviendrait donc de mieux caractériser leur mécanisme d’action sur la signalisation Hh pour

envisager ensuite leur utilisation comme régulateur positif de la voie Hh.

Le faible nombre de molécules agonistes développées et surtout leur indisponibilité en
clinique montrent I’intérét d’identifier de nouvelles séries de molécules douées de propriétés
agonistes de la signalisation Hh qui non seulement serviront d’outils pharmacologiques pour
disséquer les réles et mécanismes de la voie Hh, mais pourront aussi constituer de nouvelles
approches thérapeutiques potenticlles de pathologies ou I’activation du signal Hh serait

bénéfique.

1.2. Antagonistes

Le développement de molécules inhibitrices de la signalisation Hh a suscité beaucoup
plus d’intérét que celui des molécules agonistes. Pour cette raison, de nombreux antagonistes
ont émergé au cours des 7 dernieres années. lls constituent une nouvelle approche
thérapeutique des cancers associés a la dérégulation de la voie Hh et la majorité ont pour cible
le récepteur Smo (Figures 12 et tableau 3).

1.2.1. Antagonistes d origine naturelle
<> Cyclopamine (11-déoxojervine) et Jervine (Figure 15) sont des alcaloides naturels
extraits du vératre (Veratrum Californicum). Ce sont les premieres molécules antagonistes de
la voie qui ont été décrites. Leur découverte vient de I’observation faite par des fermiers
américains qui, dans les années 50, avaient remarqué que les veaux nés d’une mére ayant

ingéré cette plante présentaient des defauts severes du développement du crane et de la téte
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associés parfois a une cyclopie. La cyclopamine et la jervine, possédent des propriétés
tératogenes rappelant le syndrome SLOS chez I’humain. Pour cette raison et parce que leur
structure était proche de celle du cholestérol, ces alcaloides ont d’abord été considérés comme
des inhibiteurs de la biosynthese du cholestérol (pour revue, (Heretsch et al., 2010), mais en
1998, les travaux de P. Beachy ont permis de démontrer que la cyclopamine est un inhibiteur
de la signalisation Hh (Cooper et al., 1998; Incardona et al., 1998). En effet, elle induit
I’expression de marqueurs dorsaux (Pax7) et réprime celle de marqueurs ventraux (Isll et
HNF3R) dans des explants de tube neural de poulet, des effets opposés a ceux de Shh dans ce
modele. L’interaction directe entre la cyclopamine et le récepteur Smo a pu étre mise en
évidence grace a I’utilisation d’un dérivé de photo-affinité de la cyclopamine (PA-
cyclopamine) et de cellules transfectées par la forme humaine du récepteur Smo (Chen et al.,
2002a). L’utilisation du dérivé fluorescent de la cyclopamine, la BC, a permis de montrer que
la molécule se lie spécifiguement au niveau des domaines TM du récepteur Smo, mais son
affinité pour Smo reste faible (0,3 uM ; (Chen et al., 2002a). Cependant, ’affinité du dérivé
fluorescent BC est de 5 nM comme 1’a montré les expériences de liaison du dérivé sur la
forme humaine du récepteur exprimée dans les levures Saccharomyces cerevisiae (Nehmé et
al, 2010). Sur le plan mécanistique, la cyclopamine empécherait la conversion de la forme
inactive du récepteur en sa forme active (Taipale et al., 2000; Zhao et al., 2007). Comparée
aux autres antagonistes de Smo que nous allons décrire, la cyclopamine est la seule a induire
la translocation du récepteur Smo dans le cil primaire des cellules de mammiféres (Rohatgi et
al., 2009; Wang et al., 2009). Etant le premier antagoniste de Smo a avoir été caractérisé, la
cyclopamine a été largement utilisée in vivo. De nombreuses études ont rapporté son effet
inhibiteur sur divers modeles de tumeurs du SNC (Berman et al., 2002; Clement et al., 2007;
Romer et al., 2004), de la prostate (Karhadkar et al., 2004), du colon (Varnat et al., 2009) ou
de la peau (Stecca et al., 2007). Pourtant, la spécificité de ses effets a été largement remise en
question et des effets « hors cibles » ont été suggérés dans certains modeles de tumeurs
(Yauch et al., 2008; Zhang et al., 2009); pour revue, (Scales and de Sauvage, 2009). De plus,
une analyse chromatographique du plasma de souris traitées par la cyclopamine a révélé en
milieu acide, sa conversion en 2 isoformes (cyclopamine (S) et cyclopamine (X)) inactives sur
Smo (Wilson et al., 2010). La faible affinité et la faible solubilité de la cyclopamine, la
difficulté de son extraction, de sa purification ou de sa synthése, ainsi que les résultats trés
controversés concernant son activité in vivo ont incité plusieurs équipes a identifier des
molécules dérivées de la structure de la cyclopamine, mais de meilleure affinité, plus stables
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et plus solubles. La synthése de la cyclopamine et de ses derivés n’a été réalisée que trés
récemment (Heretsch et al., 2009) et son étude combinée a des études computationnelles, a
permis la synthése d’un dérivé plus puissant et plus stable, I’exo-cyclopamine (Heretsch et
al., 2011). Récemment, la synthése d’un substitut de la cyclopamine, le desmethylveramiline
vient également d’étre rapportée. L’activité in vitro du composé sur la signalisation Hh est

comparable a celle de la cyclopamine (Guerlet et al., 2011).

o La KAAD-cyclopamine (Figure 15) est un composé semi-synthétique dérive de la
cyclopamine qui présente une affinité 10 a 20 fois meilleure que celle de la cyclopamine avec
une Clsg de 20 nM sur le test mettant en jeu 1’activité du rapporteur Gli-luciférase. Le dérivé
présente également des effets cytotoxiques plus faibles (Taipale et al., 2000). Cependant,

aucun résultat in vivo n’a été rapporté jusqu'a aujourd’hui avec ce composé.

X Les dérivés IP1-269609 et 1P1-926 (Figure 15) ont été développés par le laboratoire
Infinity afin de répondre a I’instabilit¢ en milieu acide et a la faible solubilité¢ en milieu
aqueux de la cyclopamine (Tremblay et al., 2008). Ils présentent une modification du cycle D
initialement instable en milieu acide, ainsi que 1’addition d’une cétone ou d’un groupement
sulfonamide sur le cycle A qui accroit la solubilité. IP1-269609 a été utilisé in vitro et in
vivopour bloquer la signalisation Shh. Le composé inhibe 1’expression du rapporteur Gli-
luciférase, diminue I’expression des geénes cibles Ptc et Glil et empéche la migration
cellulaire préalablement induite par Shh. De plus, il est efficace dans un modéle de
xénogreffes de tumeurs pancréatiques humaines et empéche le développement des métastases
(Feldmann et al., 2008). Des études de relations structure-activité ont permis d’améliorer
encore ’affinit¢é de ce composé ainsi que sa solubilit¢ et de conduire a IPI-926, une
sulfonamide ayant une affinité de 5 nM pour la voie Shh (Tremblay et al., 2009). Ce composé
présente une meilleure stabilité métabolique et il induit une régression compléte du
développement de la tumeur dans un modé¢le d’allogreffes de MB aprés traitement des
animaux par voie orale. Utilisé dans un modeéle de cancer pancréatique hautement invasif et
létal, IP1-926 augmente la survie des animaux en bloquant la signalisation Shh dans le stroma
environnant les cellules tumorales. Cet effet est retrouvé lorsque le composé est administré de
maniére combinée a la gemcitabine dans un modéle animal de tumeur résistante a ce produit.
IP1-926 favoriserait également la néovascularisation de la tumeur facilitant ainsi la

distribution de la gemcitabine aux cellules tumorales (Olive et al., 2009). A I’heure actuelle,
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Halcinonide Fluticasone Clobétasol Fluocinonide

Figure 14 : Structures chimiques des principaux agonistes synthétiques de Smoothened.

Structures obtenues d’aprés (Brunton et al., 2009; Frank-Kamenetsky et al., 2002; Heretsch et al.,
2010; Wang et al., 2010).
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IP1-926 est testé dans des essais cliniques de phase 1/2 destinés au traitement de tumeurs
solides (Tableau 3 et pour revue, (Low and de Sauvage, 2010).

1.2.2. Régulateur physiologique

La vitamine-Dsest une hormone stéroide impliquée dans la maintenance de
I’homéostasie calcique ainsi que dans le contrble de la différenciation et de la prolifération
cellulaire de nombreux tissus ; pour revue, (Eaton, 2008). Elle dérive du 7-déhydrocholestérol
qui est un précurseur du cholestérol. Ce précurseur est retrouvé de maniere abondante dans la
peau et sera converti en vitamine D3 suite a une exposition aux UV chez les mammiféres.
Bijlsma et collaborateurs ont proposé un réle surprenant de la vitamine D3 sur la voie Shh.
Dans le milieu de culture de cellules transfectées avec des quantités croissantes d’ADN Ptc,
des concentrations croissantes de 3p-hydroxystéroide (précurseur de la vitamine D3) ont été
détectées suggérant un lien entre le récepteur et le stéroide. De plus, la vitamine D3 est un
inhibiteur efficace de I’activation du rapporteur Gli-luciférase dans des cellules murines
C3H10T1/2 ou MEF Ptc”. L utilisation de vitamine D3 radiomarquée a permis de mettre en
évidence sa fixation au méme site que la cyclopamine sur le récepteur Smo humain exprimé
dans une lignée de levure. Par ailleurs, le traitement d’embryons de poisson-zebre avec le
précurseur de la vitamine D3 induit un phénotype similaire a celui observé chez des animaux
Smo™ (Bijlsma et al., 2006). L’ensemble de ces données nécessite d’étre confirmée dans
d’autres systemes (Figure 13). De facon intéressante, la vitamine D3 inhibe la croissance de
nombreuses tumeurs dans lesquelles la voie Hh est active in vitro, mais aussi in vivo comme
observé dans un modéle d’adénocarcinome pancréatique (Bruggemann et al., 2010). De
méme, la vitamine D3 réduit le niveau d’expression de Glil et la prolifération de cellules
issues de BCC in vitro et in vivo. Son administration topique dans un modele murin de BCC
diminue également le nombre de cellules en prolifération. Ces résultats ont ainsi permis de
suggeérer que la vitamine D3 pourrait étre une approche thérapeutique potentielle des BCC
(Tang et al., 2011a).

1.2.3. Antagonistes de synthése

La majorité des antagonistes de la voie décrits a ce jour sont des molécules de

synthese dont la cible est le récepteur Smo (Figures 12; pour revues, (Heretsch et al., 2010;
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Mas and Ruiz i Altaba, 2010; Peukert and Miller-Moslin, 2010; Stanton et al., 2009;
Tremblay et al., 2010).

La premiere petite molécule de synthése inhibitrice de la voie Shh a été décrite par le
laboratoire Curis en 2003 (Figure 16). Le Cur61414, une amiproline issue d’un HTS d’une
banque de plus de 100 000 molécules organiques, est 5 fois plus efficace que la Jervine pour
inhiber la signalisation Hh (Clso: 100 nM). Il a été utilisé dans plusieurs modeéles in vitro de
BCC inhibant la prolifération et induisant 1’apoptose des cellules issues de souris Ptc
hétérozygotes (Williams et al., 2003). Des essais cliniques de phases 1/2 ont alors été mis en
place pour le traitement topique de BCC humains, puis trés rapidement arrétés devant
I’absence d’efficacité clinique et I’incapacité du produit a diminuer le niveau d’expression de
Glil dans les tissus atteints. Les résultats d’une étude récente comparant 1’effet d’une
formulation topique de Cur61414 dans un modéle murin de BCC et dans des essais cliniques
de phase 1 chez des patients atteints de BCC nodulaires ou superficiels confirment cette
observation. Dans le modele murin, Cur61414 diminue les niveaux d’expression des génes
cibles de la voie, le volume tumoral et la prolifération des cellules du BCC contrairement a ce
qui est observé chez les patients (Tang et al., 2011b). Cette différence d’efficacité du composé
est proposée étre liée a une moins bonne pénétration de la molécule par voie topique chez

I’Homme que chez I’animal ainsi qu’a une clairance plus rapide.

Le laboratoire Curis, en collaboration avec une équipe de St Jude’s Children’s
Research Hospital, a développé une autre molécule efficace in vivo, I’antagoniste
HhAnNtag691 (ou HhAnNtag ; Figure 16), un inhibiteur puissant de la signalisation Hh, capable
d’empécher la croissance des MB dans un modé¢le murin Ptc*p537 aprés son administration
orale quotidienne (Romer et al., 2004). Ces résultats seront remis en question quelques années
plus tard par 1’étude de Yauch et collaborateurs montrant que les effets de la cyclopamine et

de cet antagoniste seraient des effets non spécifiques (Yauch et al., 2008).

Molécules testées en cliniques : Une série de molécules benzimidazoles a laquelle appartient
le composé HhAntag a été optimisée grace a des études de structure-activité et a conduit a la
2-pyridyl amide appelée GDC-0449 (Vismodegib ; Figure 16). C’est a ce jour, I’antagoniste
de Smo le plus avancé dans les essais cliniques (Robarge et al., 2009). In vitro, ce composé
soluble et stable inhibe & trés haute affinité 1’activité Gli-luciférase induite par la protéine Shh

dans la lignée Shh-Light2 (Clso : 13 nM). Sur des lignées cellulaires d’adénocarcinomes du
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Figure 15 : Structures et affinités de la cyclopamine et de ses dérives.

La cyclopamine est constituée de 5 cycles notés de A & F. L’addition d’une cétone en position 3 et
d’un groupement N-aminoéthyl-aminocaproyl-dihydrocinnamoyl sur la cyclopamine (cadres rouges)
conduit a la KAAD-cyclopamine (1). La dérivation du cycle D de la cyclopamine et ’addition d’une
cétone en position 3 (cadres rouges) conduit au composé IP1-269609 (2). La modification de la chaine
latérale du cycle A de I’TP1-269609 (cadre rouge) conduit au composé I1P1-926 (3). D’aprés (Heretsch
et al., 2010).
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poumon, il induit une réduction spécifique de la prolifération des CSC a Dorigine de
I’expansion de la tumeur, mais épargne les cellules non-souches qui n’expriment pas le
récepteur Smo (Tian et al., 2011). L’administration orale quotidienne d’une faible dose (12,5
mg/kg) de GDC-0449 dans un modéle murin d’allogreffes de MB issus de souris Ptc*,
aboutit & une réduction compléte de la masse tumorale. La gamme des doses utilisables chez
I’animal est trés étroite, car de trés faibles variations peuvent conduire a d’importants
changements de I’activité antitumorale du composé dans des modéles de tumeurs dépendant

ou non du ligand (Wong et al., 2011).

Le GDC-0449 a rapidement progressé dans les essais cliniques. Sa caractérisation
pharmacocinétique chez ’Homme a révélé que la molécule se lie fortement aux protéines
plasmatiques et que sa demi-vie est prés de 200 fois supérieure a celle observée chez le rat
(Giannetti et al., 2011). Des résultats trés encourageants ont été obtenus dans des cas de BCC
localisés ou métastatiques (Von Hoff et al., 2009). Chez 33 patients recevant une dose orale
journaliére de 150 a 540 mg de GDC-0449 pendant prés de 10 mois, 2 rémissions complétes,
16 réponses partielles et 11 absences d’évolution de la maladie ont été observées. Aucun effet
toxique directement li¢ a I’administration du produit n’a été rapporté. Depuis cette étude, le
traitement d’un patient atteint d’une forme de BCC présentant de nombreux kystes
odontogéniques dans la machoire avec risque d’atteinte osseuse, s’est montré particulierement
efficace et a permis au patient d’éviter la résection chirurgicale (Goldberg et al., 2011).

L’administration orale du composé chez un patient atteint d’'une forme métastatique de
MB résistant aux traitements classiques a tout d’abord conduit a une rapide régression de la
tumeur et a une importante diminution des symptomes. Cependant, aprés 3 mois de
traitement, le patient a rechuté et est finalement décédé (Rudin et al., 2009). Dans le tissu
tumoral de ce patient, une mutation ponctuelle a été détectée sur le récepteur Smo (Smo-
D473H ; (Yauch et al., 2009). Le composé est actuellement en phase 2 dans des essais
cliniques incluant notamment des patients atteints de formes inopérables de BCC
(métastatiques ou tres avancées), de cancers colorectaux et ovariens (Tableau 3). Une
seconde genération de composes 2-pyridyl biphényl amide a été synthétisee. Ces composés
analogues au GDC-0449 présentent des groupements polaires en position para sur le cycle
amide qui optimisent leur efficacité et améliorent leurs parametres pharmacocinétiques chez
le rat. Deux de ces nouveaux composés sont plus efficaces que GDC-0449 pour inhiber le

développement des tumeurs dans un modéle murin d’allogreffes de MB. Cependant, comme
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GDC-0449, ces composes perdent leur activité de maniére significative ou compléte sur le
récepteur Smo présentant la mutation ponctuelle Smo-D473H (Castanedo et al., 2010).

La molécule LDE-225 développée par la société Novartis est également incluse dans
des essais cliniques a I’heure actuelle (Figure 16 et Tableau 3). Il s’agit d’un composé de
type pyridine-biphényl-carboxamide dérivé de la classe des phtalazines qui présente une
affinit¢ de 1’ordre du nanomolaire pour inhiber 1’activité du rapporteur Gli-luciférase et la
liaison du ligand BC sur les récepteurs Smo humain et murin (Clsp : 8 nM). La sélectivité du
composé a été testée sur un large panel de récepteurs, canaux ioniques, transporteurs, kinases
et protéases ce qui a permis de conclure a une bonne sélectivité de la drogue. Il présente une
bonne biodisponibilité et une faible clairance chez le rat, le chat, le chien et ’Homme. LDE-
225 réduit le développement de la tumeur dans un modele d’allogreffes de MB murin
lorsqu’il est administré par voie orale (40 mg/kg/jour), diminue les taux d’expression du geéne
Glil dans la tumeur permettant de relier I’effet du composé sur la croissance tumorale a son
action in vitro sur la signalisation Shh (Pan S, 2010). LDE-225 inhibe la formation de tumeur
ou induit une régression tumorale importante dans des cultures d’échantillons de peau issus
d’animaux Ptc* (Skvara et al., 2011). L’ensemble de ces propriétés fait du LDE-225 un
candidat potentiel pour le traitement de cancers Hh-dépendants et il est actuellement inclus
dans des essais cliniques pour le traitement de tumeurs solides avancées et pour des BCC chez
des patients atteints du syndrome de Gorlin ; pour revue, (Peukert and Miller-Moslin, 2010).
L’analyse en double aveugle de plusieurs patients présentant des BCC traités localement par
deux applications quotidiennes de LDE-225 révéle que le traitement est bien toléré et efficace
puisque sur 13 BCC traités, 3 ont été totalement éradiqués, 9 partiellement éradiqués et

seulement 1 n’a pas répondu au traitement (Skvara et al., 2011).

X SANT et dérivés : sous cette dénomination, les premiers composés SANT-1, 2, 3 et 4
sont issus du criblage d’une banque de plus de 10 000 petites molécules en utilisant le test
cellulaire basé sur le rapporteur Gli-luciférase. Ces 4 composés présentent des Clso comprises
entre 20 et 200 nM (Chen et al., 2002b) ; Figure 16). Ces molécules se fixent au site de
liaison de la BC sur le récepteur Smo puisqu’elles inhibent la liaison du ligand fluorescent.
Cependant, leur mécanisme d’action différe, notamment SANT-1 et 3 n’inhibent cette liaison
que partiellement. De méme SANT-3 ne bloque que partiellement 1’activité constitutive du
mutant oncogénique SmoAl. Contrairement a la cyclopamine, SANT-1 et 2 bloquent
I’activité du récepteur Smo en empéchant sa translocation au cil primaire (Rohatgi et al.,
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2009). Les antagonistes SANT-1 et 2 inhibent de facon allostérique la liaison du radioligand
[*H]SAG1-3, mais de facon compétitive celle du radioligand [*H]cyclopamine suggérant donc
des spécificités d’interaction de ces 2 composés avec Smo. Le déplacement compétitif de la
[*H]cyclopamine par SANT-1 ne refléte pas le déplacement partiel observé précédemment
pour la BC suggérant de potentielles différences d’interaction de la [*H]cyclopamine et de la
BC avec Smo (Rominger et al., 2009). Les composés SANT n’ont été utilisés que dans un
nombre limité de modéles animaux in vivo. SANT-1 contrairement a SANT-2 s’est ainsi
montré efficace pour empécher le développement pileux chez la souris (Li et al., 2010). Le
remplacement de la fonction hydrazone du SANT-1 par une amine a conduit a une série
d’aminométhylpyrazoles présentant des affinités comprises entre 100 et 200 nM pour le
récepteur Smo. Ces dérivés de SANT-1 sont également capables d’inhiber le développement
pileux de maniéere comparable au composé de référence utilisé pour les pathologies reliées a
un déréglement de la pilosité, I’eflornithine. Par ailleurs, aucun effet n’a été obtenu in vivo en
utilisant un dérivé de SANT-2 (TC-132) dans un modele d’induction d’une cyclopie chez des
embryons de médaka (Buttner et al., 2009)).

X Dérivés du composé SAG : Malgré leur dénomination, SANT-74 et SANT-75 ne
sont pas dérivés de 1’'une des molécules SANT décrites ci-dessus. Ce sont des dérivés de
I’agoniste SAG dont le groupement aminométhyl a été remplacé par un groupement
aminopropyl. Ils sont issus du criblage d’une banque de 61 molécules analogues au SAG a
I’aide d’un modele in vivo d’embryon de poisson-zebre Gli:GFP. Dans ce modele, basé sur
des mesures de FRET, SANT-74 et SANT-75 ont des Clso respectives de 70 et 20 nM. lls
empéchent la conversion de la forme inactive du récepteur Smo en sa forme active et
induisent les défauts développementaux caractéristiques d’un blocage de la voie Shh (Yang et

al., 2009) ; Figure 16).

0,

X2 Les phtalazines : Les laboratoires Novartis ont développé une famille d’antagonistes
de nature aminobenzylphtalazine issue d’un HTS, puis optimisée par des études de structure-
activité conduisant a la découverte d’un composé présentant une affinit¢ de 1’ordre du
nanomolaire pour le récepteur Smo, une bonne biodisponibilité et la capacité de passer la
barriere hémato-encéphalique chez la souris. Le traitement d’un modé¢le murin de MB par cet
antagoniste révele une diminution dose-dépendante de la masse tumorale (Miller-Moslin et

al., 2009). Le laboratoire AMGEN a également développé une série de phtalazines efficaces
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Figure 16: Structures et activités des principaux antagonistes de synthese de
Smoothened.

(A) cyclopamine, (B) molécules utilisées en clinique, (C) composés développés par les laboratoires
Curis efficaces in vivo, (D) composes SANT, (E) dérivés de la structure SAG, (F) phtalazines, (G)
Z’>”’, (H) phenylquinazoline M25, (1) itraconazole, (J) MS-0022, (K) MK5710. D’aprés (Borzillo and
Lippa, 2005; Brunton et al., 2008; Buttner et al., 2009; Castanedo et al., 2010; Dessole et al., 2009;
Heretsch et al., 2010; Kaizerman et al., 2010; Lucas et al., 2010; Mahindroo et al., 2009; Malancona
et al., 2011; Miller-Moslin et al., 2009; Peukert and Miller-Moslin, 2010; Strand et al., 2011).
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sur les récepteurs Smo murin ou humain avec des affinités de I’ordre du nanomolaire. Le
compose le plus puissant et biodisponible par voie orale est pourvu d’une activité inhibitrice
sur un modele murin de MB (Lucas et al., 2010). L’optimisation structurale de cette série de
composé par la modification des phtalazines et pyridopyrazidines (Figure 16) a permis

d’améliorer fortement le profil pharmacocinétique de ces molécules (Kaizerman et al., 2010).

< Autres molécules : De nombreuses autres petites molécules de structures chimiques
variées ont été rapportées comme étant de puissants inhibiteurs de la signalisation Hh in vitro
comme le composé carboxamide Z°°°°, longtemps considéré comme un antagoniste de
référence ; pour revue, (Borzillo and Lippa, 2005). Les laboratoires Novartis ont aussi
proposé une collection de composés ortho-biphényl-carboxamide présentant des affinités de
I’ordre du nanomolaire pour bloquer a la fois les récepteurs Smo humain et murin (Peukert et
al., 2009). Les laboratoires Curis ont décrit une nouvelle famille de petites molécules
antagonistes de la voie Hh de type phénylquinazoline urée dont le meilleur composé
présente une affinité de 70 nM pour I’inhibition de I’activité du rapporteur Gli-luciférase
(Figure 16; (Brunton et al., 2008). Par ailleurs, des molécules de type aryl-indazol-méthyl-
amide sont également de bons antagonistes de Smo (Dessole et al., 2009). Avec une affinité
¢galement de 1’ordre du nanomolaire et leur capacité a réduire la croissance de MB dans des

modeles murins, ces composés semblent également intéressants a des fins thérapeutiques.

Une des molécules les plus récemment publiées a ce jour associe une activité
inhibitrice sur Smo et sur un régulateur en aval dans la cascade de signalisation. La structure
du MS-0022 présente un noyau phényl-amide-phényl (Figure 16) commun a plusieurs
antagonistes de Smo tels que GDC-0449, SANT-2 ou HhAntag. Ce composé bloque I’activité
Gli-luciférase induite par Shh sur les cellules Shh-light2 avec une affinité de 100 nM, inhibe
la liaison de la BC indiquant son interaction avec le récepteur Smo et empéche la
translocation de Smo au cil primaire comme le font les composés GDC-0449 ou SANT-1. De
plus, I'utilisation de cellules MEF Sufu” a permis de montrer que, contrairement au GDC-
0449 ou a la cyclopamine, le composé peut également bloquer I’activité Gli-luciférase dans
ces cellules suggérant un role en aval du régulateur négatif Sufu. Il inhibe la croissance de
plusieurs lignées cellulaires tumorales in vitro et in vivo dans un modéle de xénogreffes dans
lequel il réduit significativement 1’expression de Glil dans les cellules stromales entourant la
tumeur. Sa double activité sur Smo et une cible a identifier en aval du récepteur, en fait une
molécule originale pour le traitement de cancers Hh-dépendants (Strand et al., 2011).
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Enfin, tres récemment, les laboratoires Merck ont rapporté une nouvelle classe
d’antagonistes de Smo, présentant un noyau pirazine. La molécule la plus puissante de cette
série, MK-5710 (Figure 16), inhibe la signalisation Hh dans le test utilisant le rapporteur Gli-
luciférase avec une affinité de 17 nM (Malancona et al., 2011). Ce composé inhibe également
la liaison de la BC sur le récepteur Smo humain avec une affinité de 13 nM. Chez le rat, le
composé présente une forte biodisponibilité et une faible clairance. Il inhibe le développement
de tumeurs dans un mod¢le d’allogreffes de MB chez la souris lorsqu’il est administré par
voie orale a raison de 40 a 160 mg/kg/jour. Sa sélectivité a été analysée a la concentration de

10 uM sur un panel de 150 enzymes et récepteurs (Kinzel et al., 2011)).

®,

X Molécules approuvées par la FDA : Le criblage d’une vaste banque de molécules
approuvées par la FDA ou ayant atteint la phase 1 des essais cliniques, a permis de montrer
que I’itraconazole, une petite molécule normalement utilisée comme antifongique et dont la
structure comporte un noyau triazolé, est capable d’inhiber la signalisation Hh avec une Clsg
de 800 nM sur le test mettant en jeu le rapporteur Gli-luciférase (Kim et al., 2010c) ; Figure
16). L’utilisation de cellules délétées pour le géne Ptc révele que I’itraconazole agit en aval de
Ptc. Le composé est connu pour étre un inhibiteur d’une enzyme impliquée dans la
biosynthése du cholestérol. Des antifongiques de la méme série chimique que I’itraconazole et
possédant aussi cette activité inhibitrice de la biosynthése du cholestérol se sont révelés
incapables de bloquer la voie Hh. Cette observation a permis d’exclure que 1’effet observé sur
la signalisation Hh est la conséquence du blocage de la synthése des stérols. La capacité du
composé a bloquer I’activité de la voie Hh induite par la surexpression du récepteur Smo et
son incapacité a inhiber une réponse induite par le mutant oncogénique SmoALl suggerent que
la molécule se comporte comme un agoniste inverse. Comme le composé SANT-2,
I’itraconazole empéche I’accumulation du récepteur Smo dans le cil primaire. Le composé
réduit significativement le développement de BCC dans un modele murin. L’ensemble de ces
résultats suggeére que ce composé mériterait d’étre testé en clinique seul ou en association

avec d’autres thérapies anticancéreuses chez des patients atteints de tumeurs Hh-dépendantes.

2. Pharmacologie des autres composantes de la voie Hh
Bien que la premiere cible pour le développement de molécules régulatrices de la voie

Hh ait été le récepteur Smo, d’autres études ont permis de développer des molécules bloguant
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le ligand Shh lui-méme, le récepteur Ptc ou bien les facteurs de transcription Gli. Cependant,

a I’heure actuelle, 1’étude de ces molécules est encore au stade préclinique ; pour revue,

(Heretsch et al., 2010); Figures 12).

2.1. Cibles pharmacologiques en amont de Smo

Le blocage de la signalisation Hh en amont de Smo peut étre obtenu par le blocage du
ligand Shh. Un anticorps murin spécifiquement dirigé contre la protéine ShhN et appelé 5E1
s’est trés tot révélé étre un trés bon outil pharmacologique (Ericson et al., 1996; Frank-
Kamenetsky et al., 2002). Cet anticorps présente, in vivo sur des modéles de tumeurs
dépendant du ligand, une activité qui peut étre comparée a celle induite par les antagonistes de
Smo (Yauch et al., 2008). Des études biochimiques, biophysiques et une analyse
cristallographique d’un anticorps chimére murin:humain SE1 a révélé que I’anticorps se fixe
au niveau d’un site pseudo-actif de Shh qui se superpose en partie avec le site de liaison de
I’antagoniste naturel de Shh, la protéine Hhip (Maun et al., 2010).

Par ailleurs, une banque de 10 000 petites molécules naturelles ou synthétiques a été
criblée en vue de détecter des molécules susceptibles d’interagir avec le ligand Shh. Un
macrocycle, la Robotnikinin, a été identifié (Figure 17). Sa liaison au ligand Shh a d’abord
été démontrée par mesure de la résonance des plasmons de surface. Cette molécule est
capable de bloquer la signalisation Shh dans des lignées cellulaires, des cultures primaires de
kératinocytes humains et un modele synthétique de peau humaine. Son activité reste modérée
mais elle ne présente aucune cytotoxicité dans les tests utilisés (Stanton et al., 2009). Dans
cette série chimique, des molécules analogues ont été développées sans pour autant accroitre
I’activité biologique qui demeure de I’ordre du micromolaire et limite pour le moment

I’intérét thérapeutique de cette famille de molécules (Peng et al., 2009).

Comme nous ’avons précédemment mentionné, la biosyntheése du cholestérol est
intimement liée a la régulation de la voie Shh en raison de son réle indispensable a différentes
étapes clef de cette signalisation ; pour revue, (Eaton, 2008). C’est pourquoi les statines, de
petites molécules inhibitrices de la réductase responsable de la conversion du 3-hydroxy-3-
methylglutaryl CoA en mévalonate (I’étape limitante de la biosyntheése du cholestérol), sont
considérées comme des molécules susceptibles de réguler négativement la voie Hh en

favorisant 1’effet inhibiteur de Ptc sur Smo (Cooper et al., 2003). Par ailleurs, une molécule
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Composé Source Nombre d’essais clinique Tumeurs ciblées Type d’essai clinique

BCC avancé
SNBC
Sein
CCR
Gastrique
GBM
MB
Ovarienne
Pancréatique
SCLC

GDC-0449 Genentech 28 1

Tumeurs solides
LDE-225 Novartis 5 BCC I
SNBC

Tumeurs solides
Gasfrique i
Myélome
SCLC

BMS-833923 (XL139) BMS/Exelixis 5

1P1-926 Infinity Pharm 2 Tumeurs solides 11l
PF-04449913 Pfizer 2 LMC |

Tumeurs solides
LEQ506 Novartis 1 MB avancé et réfractaire |
BCC métastatique

BCC
TAK-441 Millennium 1 Tumeurs malignes non |
hématopoiétiques avancées

Tableau 3 : Inhibiteurs de la signalisation Hedgehog développés en clinique.

BCC : Basal cell carcinoma, SNBC : Syndrome névoide basocellulaire, CCR : cancer colorectal,
GBM : Glioblastome multiforme, MB : médulloblastome, SCLC : Small cell lung cancer, LMC :
Leucémie myéloide chronique. D’aprés (Low & de Sauvage, 2011; Ng & Curran, 2011) et
ClinicalTrials.gov.
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synthétique de structure dérivée d’une classe d’inhibiteurs des facteurs de transcription Gli
décrite dans le paragraphe II1.2.2 s’est révélée présenter des similitudes structurales et
fonctionnelles avec un composé inhibiteur de 1’enzyme Dhcr7 impliquée dans le
développement du syndrome SLOS. En accord avec cette observation, la surexpression
cellulaire de Dher7 réduit le niveau d’activation de la voie Hh de fagon dépendante
ouindépendante de Smo. De plus, il a été suggéré que les anti-psychotiques Clozapine,
Halopéridol et Chlorpromazine ainsi que I’antidépresseur Imipramine capables de réguler le
niveau d’expression de Dhcr7 pourraient, via ce mécanisme, étre des modulateurs de la voie

Hh in vitro et in vivo (Lauth et al., 2010).

Par ailleurs, une régulation de la signalisation Hh médiée par I’inhibition spécifique du
récepteur Ptc a été montré grace au développement d’un anticorps spécifiquement dirigé
contre Ptc. L’incubation de lignées humaines de carcinomes pancréatiques avec cet anticorps
a montré a la fois une réduction de I’expression des genes cibles de la voie mesurée par RT-
PCR et une diminution de la prolifération des cellules. Si ces premiers résultats ont permis de
proposer Ptc comme une nouvelle cible a envisager pour la régulation de la signalisation Hh,

ils n’ont toutefois pas été confirmés depuis (Nakamura et al., 2007).

2.2. Cibles pharmacologiques en aval de Smo

Le développement de composés capables de réguler I’activité de protéines situées en
aval de Smo dans la cascade de signalisation Hh pourrait étre une alternative aux antagonistes
de Smo dans le cas de tumeurs liées a des mutations des composantes de la voie en aval de

Smo ou encore a des mutations de Smo résistantes aux antagonistes disponibles (Figures 12).

2.2.1. L’adénylate cyclase

D’origine végétale, la forskoline est un puissant activateur de 1’adénylate cyclase qui
induit une augmentation des taux d’AMPc capables d’activer la PKA, 1’un des régulateurs
négatif de la signalisation Hh (Fan et al., 1995; Hynes et al., 1995; Lipinski et al., 2006;
Noveen et al., 1996); Figure 17). Etant donné le rdle majeur de 1’adénylate cyclase dans de
tres nombreux processus physiologiques, 1’utilisation in vivo de la forskoline en tant

qu’inhibiteur spécifique de la signalisation Shh ne peut étre envisagée. Cependant, cette
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molécule reste utile dans la compréhension des mécanismes régulant la signalisation Hh in
vitro. Une étude récente vient d’ailleurs de rapporter que la forskoline est capable de bloquer
la prolifération de cellules issues de RMS humains in vitro et empéche aussi le

développement de xénogreffes de RMS humains in vivo (Yamanaka et al., 2011); Figure 17).

2.2.2. Les facteurs de transcription Gli

Comme pour les inhibiteurs de Smo, de petites molécules de synthese antagonistes des
facteurs de transcription Gli ont été identifiées par HTS de banques de molécules (Figure 17).
GANT58 et GANTG61 présentent une Clso d’environ 5 uM sur le test cellulaire mettant en jeu
I’activation du rapporteur Gli-luciférase (Lauth et al., 2007). Ils agiraient au niveau nucléaire
ou ils inhiberaient les fonctions transcriptionnelles des Gli. GANT61 interféere notamment
dans la liaison de Glil a I’ADN. Son administration sous-cutanée (25 mg/kg/jour pendant 18
jours) dans un modéle murin de xénogreffes de cancer de la prostate induit une régression
significative du volume tumoral accompagnée d’une diminution de la transcription du géne
cible Ptc. GANTG61 réduit également la croissance de lignées de cellules humaines de RMS
par inhibition de la prolifération cellulaire et induction de 1’apoptose (Kawabata et al., 2011;
Tostar et al., 2010). Cependant, a I’heure actuelle, ces composés n’ont pas encore été testés en

clinique.

Par ailleurs, 4 petites molécules (HPI1-4) ont été réecemment identifiées par HTS
ciblant les molécules agissant en aval de Smo (Figure 17). L’activité de ces composés reste
faible puisque HPI1, le plus puissant, présente une Clso de 1,5 uM. Ces composés n’inhibent
pas la liaison de la BC et I’utilisation de constructions FLAG-Glil ou FLAG-GIi2 a permis de
montrer qu’ils modulent la régulation, la stabilité, la localisation et la fonction des facteurs de
transcription Gli. Cependant, leur mode d’action spécifique différe. Ainsi, HPI1 régule les
formes longues et activatrices de Glil et Gli2 suggérant qu’il agit indépendamment du cil
primaire. En revanche, les HPI2 et HPI3 bloquent la conversion de la forme longue de Gli2 en
sa forme activatrice. Enfin, HP14 interfére avec la ciliogenése et inhibe donc indirectement
I’activation des facteurs de transcription Gli normalement exprimés dans cette structure
(Hyman et al., 2009). Si les multiples modes d’action décrits pour ces 4 composés sont
intéressants pour la compréhension de la signalisation, leur utilisation en clinique n’est pas

pour le moment envisagée.
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Figure 17 : Structures et affinités des principaux antagonistes de la voie Hedgehog dont
la cible n’est pas le récepteur Smoothened.

(A) Structure et affinité de la Robotnikinin, un antagoniste de synthése du ligand Sonic Hedgehog. (B)
Structures et affinités des principales molécules présentant une activité antagoniste sur les facteurs de
transcription Gli (GANT58, 61 et HPI1-3) ou inhibant la formation du cil primaire (HPI-4). D’aprés
(Heretsch et al., 2010; Peukert and Miller-Moslin, 2010).
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2.2.3. Cibles non identifiées

De nombreuses molécules naturelles ont été récemment identifiées comme des
composés capables d’inhiber 1’activité du facteur de transcription Glil ; pour revue (Mas &
Ruiz i Altaba, 2010). Les physalines sont les plus actives, en particulier, la physaline F qui
bloque ’activité de Glil avec une affinité de 0,66 uM (Figure 17(Hosoya et al., 2008; Rifai
et al., 2011). Cependant, le test permettant de mesurer 1’activité des composés sur 1’activation
transcriptionnelle de Gli n’est pas suffisant pour déterminer précisement le mode d’action de
ces composés. Les physalines sont également cytotoxiques pour le développement de lignées

de cellules cancéreuses du pancréas PANC1 qui surexpriment les acteurs de la voie Hh.

Les dérivés de I’arsenic induisent, au cours du développement embryonnaire, des
anomalies comparables a celles générées par une signalisation Hh déficitaire (Machado et al.,
1999). Cette révélation a suscité la recherche d’un potentiel role régulateur de ces composés
sur la voie Hh (Kim et al., 2010b). De maniére intéressante, les dérivés de I’arsenic (arsenic
trioxyde (ATO), arsénite sodium et oxyde phénylarsine) sont capables d’inhiber 1’activité
des facteurs de transcription Gli sur le test utilisant le rapporteur Gli-luciférase avec une Clsg
de 0,7 UM et notamment 1’accumulation du facteur de transcription Gli2 dans le cil primaire.
En accord avec ce résultat, ces composés bloquent I’activation de la voie induite par la forme
constitutivement active du récepteur Smo ou par I’invalidation du régulateur négatif Sufu. De
plus, ATO inhibe le développement de MB dans un modé¢le murin d’allogreffes dérivées
d’animaux Ptc"p53™ (Kim et al., 2010b). Ces résultats ont été confirmés, dans une seconde
¢étude qui propose I’existence d’une interaction directe entre ATO et le facteur de transcription
Glil et montre qu”’ATO abolit a la fois le développement de cellules issues de sarcomes
humains dans un modele de xénogreffes ainsi que celui de MB dans un modéle murin
(Beauchamp et al., 2011). Si le mécanisme d’action des dérivés de 1’arsenic sur la voie Hh
mérite d’étre clarifié, ils n’en demeurent pas moins une alternative a considérer pour le
traitement des cancers Hh-dépendants ne répondant pas aux antagonistes de Smo. De plus,
ATO a déja été utilisé dans le traitement de leucémies promyélocytaires aigiies (a ce jour, il a
été inclus dans 92 études cliniqgues terminées ou encore en  cours
(http://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=As203; (Soignet et al., 2001); pour revue, (Emadi
and Gore, 2010).

La diversité des effets engendrés par ces petites molécules est intéressante puisqu’elle

permet d’accroitre le nombre de cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement de
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tumeurs Hh-dépendantes. Cependant, Smo demeure la cible privilégiée des molécules

développées a I’heure actuelle comme le sont un grand nombre des protéines appartenant a la
superfamille des récepteurs a 7 domaines TM.
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V. Présentation du sujet de these

A partir de ce contexte bibliographique et des avancées majeures de notre équipe
concernant I’étude phamacologique du récepteur Smo ainsi que la compréhension des
mécanismes de régulation de la voie signalisation Shh au sein du SNC de rongeur adulte, mon

travail de thése s’est articulé autour de 3 axes principaux :

1) La découverte de nouvelles séries chimiques de molécules régulatrices de la voie de
signalisation Shh grace au développement d’un modele pharmacophorique des interactions de
Smo avec des molécules précédemment identifiées comme capables de bloquer son activité.
Ce travail a été réalisé en étroite collaboration avec deux équipes chimistes, respectivement
dirigées par le Pr. M. Taddei (Université de Sienne, Italie) et le Dr. A. Mann (Université de
Strasbourg) mais aussi avec un bioinformaticien, le Dr. F. Manetti (Université de Sienne,
Italie).

2) L’amélioration des propriétés pharmacologiques des tétes de listes des nouvelles
séries chimiques identifiées conduisant a une molécule de haute affinité, le MRT-83, obtenue
a I’aide de 1’étude des relations structure-activité menée en collaboration avec les équipes de

chimistes.
3) La caractérisation du mécanisme d’action in vitro et in vivo du composé MRT-83.

L’objectif de ce projet est le développement de nouveaux outils pharmacologiques
destinés & améliorer notre compréhension des mécanismes de régulation de la voie Shh. Il a
fait appel a des approches multiples parmi lesquelles des cultures de lignées de cellules
transfectées, des cultures primaires de neurones granulaires du cervelet isolés de ratons post-
nataux précoces, des tests biochimiques, des expériences d’incorporation de thymidine tritiée,
mais aussi des techniques d’immunocytofluorescence permettant de déterminer I’affinité des
composés pour Smo et de caractériser leurs effets sur le trafic subcellulaire du récepteur
notamment son adressage au cil primaire. La caractérisation in vivo du composé MRT-83 sur
la signalisation Shh a par ailleurs requis des techniques d’injections stéréotaxiques

intracérébrales chez le rongeur, puis une analyse immunohistochimique.
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Résumé de P’article Manetti et al, 2010, Mol. Pharmacol.

Le récepteur a 7 domaines TM Smo est 'un des éléments clef de la transduction
intracellulaire des signaux associés a ’activation de la signalisation Hh. Des dérégulations
dans le controle de cette voie de signalisation sont a I’origine de 1I’émergence d’un grand
nombre de cancers atteignant le SNC, comme dans le cas des MB, mais aussi les tissus
périphériques comme dans celui des BCC. Smo représente donc une cible thérapeutique
intéressante ; pour revue, (Ng and Curran, 2011). Sa structure apparentée a celle des RCPG
permet aisément d’envisager la régulation de ce récepteur par de petites molécules (Ayers and
Therond, 2010). Comme nous 1’avons précédemment mentionné au cours de I’introduction,
des molécules antagonistes de Smo appartenant a différentes séries chimiques ont été
identifiées. Parmi elles, seul un nombre restreint a atteint le stade des essais cliniques. Par
ailleurs, certaines limitations a leur utilisation se sont progressivement révélées. Ainsi,
I’antagoniste de référence, la cyclopamine, un alcaloide naturel capable d’inhiber la
signalisation Hh avec des affinités de 1’ordre du micromolaire in vitro et utilisée in vivo sur
des mode¢les d’allogreffes de tumeurs, a vu ses effets controversés (Berman et al., 2002; Chen
et al., 2002a; Taipale et al., 2000). En effet, les fortes concentrations requises pour induire un
effet antiprolifératif sur un large panel de lignées de cellules cancéreuses se sont avérées ne
pas étre en adéquation avec 1’affinité du composé in vitro sur la voie Hh suggérant fortement
que la molécule présente des effets non spécifiques (Yauch et al., 2008). Un autre antagoniste
de Smo, la molécule de synthese GDC-0449, testée en clinique dans des cas de BCC ou de
MB (Rudin et al., 2009; Von Hoff et al., 2009) a rapidement montré son efficacité clinique.
Cependant, apres avoir entrainé une régression rapide des métastases chez un patient atteint
de MB, le GDC-0449 a conduit a I’apparition d’une résistance aboutissant a une rechute fatale
(Yauch et al., 2009).

Dans ce contexte, le développement de nouvelles molécules de structures chimiques
différentes est nécessaire afin de pouvoir envisager 'utilisation de nouveaux composés en
clinique, mais aussi de clarifier la physiopathologie des tumeurs associées a la dérégulation de
la signalisation Hh. En collaboration avec un bioinformaticien, nous avons tout d’abord
géneré et validé un modéle pharmacophorique des antagonistes connus de Smo. Un tel

modele n’avait encore jamais été proposé. Il a permis le criblage virtuel d’une banque de plus
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de 400 000 molécules dont 20 ont éte finalement selectionnées. Ce modele repose sur les
structures de plusieurs antagonistes de référence dont la cyclopamine, le Cur61414 etle 2’

sélectionnés pour leur affinité pour Smo et leur diversité structurale.

Les données pharmacologiques pour ces différentes molécules n’étant pas toujours
concordantes dans la littérature, nous avons analysé leur activité inhibitrice dans plusieurs
tests cellulaires ou 1’état d’activation de la signalisation Hh peut étre déterminé. Deux tests
cellulaires ont €té principalement utilisés. Le premier repose sur la mesure de I’activité d’un
géne rapporteur luciférase placé sous le contr6le du promoteur Gli dans la lignée cellulaire
murine NIH3T3. La capacité des molécules antagonistes a inhiber 1’activation du gene
rapporteur préalablement induite par la forme myristoilée de la protéine ShhN a été mesurée
et a conduit a des affinités de 0,3 ; 0,14 et 0,09 uM respectivement pour la cyclopamine, le
Cur61414 et le Z*>’. Le second test repose sur la détermination de la différenciation des
cellules murines mésenchymateuses C3H10T1/2 en ostéoblastes. Cette réponse faisant
intervenir 1’activation de la voie Hh, est mesurée par le niveau d’activité de 1’enzyme
phosphatase alcaline dans les cellules. Dans ce test, la cyclopamine, le Cur61414 et le Z°”’
inhibent la différenciation induite par 0,1 pM de I’agoniste synthétique SAG avec des Clsg
respectivement de 0,6 ; 0,3 ; 0,03 uM.

Le modéle pharmacophorique que nous avons développé pour ces molécules est
constitu¢ de 3 groupements accepteurs d’hydrogene et de 3 régions hydrophobes. Les
antagonistes de référence s’adaptent a ce modele. Le criblage virtuel de la banque de
molécules commercialisée par la société Asinex a I’aide de ce modéle pharmacophorique a
permis d’identifier 525 composés dont la structure comprenait les 6 régions essentielles du
pharmacophore. Apres I’inspection visuelle de ces composés et la prise en compte de leurs
propriétés physico-chimiques, 20 ont été finalement retenus et testés dans les 2 tests
cellulaires décrits ci-dessus. L’acylthiourée MRT-10 présentant une affinité similaire a celle
de la cyclopamine (Clsp : 0,3 et 0,6 uM respectivement sur les tests d’activation du rapporteur
Gli-luciférase et de différenciation ostéoblastique) a finalement été sélectionné comme téte de

file d’une nouvelle série chimique d’antagonistes de Smo.

La capacité du MRT-10 & moduler le couplage du récepteur Smo a la sous-unité a de
la protéine G;5 dans des cellules HEK293 indique que ce composé, comme les composés de
référence Cur61414, cyclopamine ou Z°°”’°, est capable de bloquer 1’activité constitutive du

récepteur Smo de souris. De plus, la liaison de MRT-10 a ce récepteur est démontree par la
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capacité de MRT-10 a déplacer le ligand fluorescent BODIPY -cyclopamine fixé au récepteur
Smo murin surexprime dans des cellules HEK293. Le composé MRT-10 inhibe la liaison du
ligand fluorescent de maniére dose-dépendante avec une Clso de 0,5 UM, une valeur corrélée

avec les valeurs précédemment obtenues dans les 2 tests cellulaires classiquement utilisés.

La syntheése de 1’acylurée correspondant au MRT-10, le MRT-14, nous a permis
d’améliorer I’affinité du composé. En effet, MRT-14 présente une affinité 4 fois supérieure a
celle de I’acylthiourée MRT-10 avec une Clsp de 0,16 pM dans le test utilisant le rapporteur
Gli-luciférase. Des valeurs comparables sont aussi déterminées dans les tests reposant sur la
différenciation des cellules C3H10T1/2, le couplage de la protéine Goys ou la liaison du
ligand fluorescent BODIPY-cyclopamine. MRT-14 est un antagoniste de Smo aussi puissant
que le composé Cur61414 puisque les Clsg capables d’inhiber la liaison de la BODIPY-
cyclopamine sur le récepteur Smo murin sont respectivement de 0,08 et 0,12 uM pour le
Cur61414 et le MRT-14. Nous montrons également que les molécules MRT-10 et MRT-14
s’adaptent parfaitement au modéle pharmacophorique, ce qui permet la validation de ce

modéle.

Par ailleurs, nous avons procedé a un second criblage ciblé visant a déterminer
d’autres molécules présentant le groupement phénylthiourée présent sur le MRT-10. Parmi les
30 composes isolés de ce second criblage, 5 nouveaux composés ont été identifiés capables
d’inhiber 1’activation de la voie Hh sur les tests Gli-luciférase et de différenciation
ostéoblastique avec des affinités de 1’ordre du micromolaire. Cependant, ces molécules ne se

sont pas révélées plus puissantes que MRT-14.

L’ensemble de ces résultats démontre que le criblage virtuel de banques de molécules
a l’aide d’un modele pharmacophorique est une approche appropriée a la découverte de
nouvelles familles de petites molécules capables de moduler I’activité du récepteur Smo. Elle
pourrait tout a fait s’adapter a I’identification de molécules agonistes du récepteur et s’étendre
a d’autres RCPG. Les deux composés MRT-10 et MRT-14 semblent étre de bons candidats
pour la caractérisation pharmacologique de la voie Hh. Leurs affinités comparables a celles
des antagonistes de référence cyclopamine et Cur61414 suggerent que ces composés ou leurs

dérivés sont potentiellement intéressants a des fins thérapeutiques.
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ABSTRACT

The seven-transmembrane receptor Smoothened (Smo) is
the major component involved in signal transduction of the
Hedgehog (Hh) morphogens. Smo inhibitors represent a
promising alternative for the treatment of several types of
cancers linked to abnormal Hh signaling. Here, on the basis
of experimental data, we generated and validated a pharma-
cophoric model for Smo inhibitors constituted by three hy-
drogen bond acceptor groups and three hydrophobic re-
gions. We used this model for the virtual screening of a
library of commercially available compounds. Visual and
structural criteria allowed the selection of 20 top scoring
ligands, and an acylthiourea, N-(3-benzamidophenylcar-
bamothioyl)-3,4,5-trimethoxybenzamide (MRT-10), was
identified and characterized as a Smo antagonist. The cor-

responding acylurea, N-(3-benzamidophenylcarbamoyl)-
3,4,5-trimethoxybenzamide (MRT-14), was synthesized and
shown to display, in various Hh assays, an inhibitory potency
comparable to or greater than that of reference Smo antag-
onists cyclopamine and N-((35,5S)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
ylmethyl)-5-(piperazine-1-carbonyl)pyrrolidin-3-yl)-N-(3-
methoxybenzyl)-3,3-dimethylbutanamide (Cur61414). Focused
virtual screening of the same library further identified five
additional related antagonists. MRT-10 and MRT-14 consti-
tute the first members of novel families of Smo antagonists.
The described virtual screening approach is aimed at iden-
tifying novel modulators of Smo and of other G-protein cou-
pled receptors.
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Introduction

The Hedgehog (Hh) signaling pathway is involved in tissue
growth and repair in the embryo and the adult. Synthesized
as large precursor proteins, Hh ligands undergo autoprote-
olysis and lipid modifications of their biologically active ami-
noterminal domain. This soluble fragment mediates its ac-
tion via a receptor complex containing two transmembrane
proteins: Patched (Pte) displaying a transporter-like strue-
ture and Smoothened (Smo) presumably belonging to the G
protein-coupled receptor (GPCR) superfamily. The repres-

ABBREVIATIONS: Hh, Hedgehog; Ptc, Patched; GPCR, G protein-coupled receptor; Smo, Smoothened; BCC, basal cell carcinoma; Cur61414,
N-((35,55)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ylmethyl)-5-(piperazine-1-carbonyl) pyrrolidin-3-yl)-N-(3-methoxybenzyl)-3,3-dimethylbutanamide; Z''"’,
N-(4-chloro-3-(6-(dimethylamine)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)phenyl)-2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxine-6-carboxamide; SAG, Smoothened
agonist; DMSO, dimethyl sulfoxide; HEK, human embryonic kidney; IP, inositol phosphates; ShhN, N-terminal fragment of human Sonic
hedgehog; AP, alkaline phosphatase; PBS, phosphate-buffered saline; DAPI, 4,6-diamidino-2-phenylindole; BC, Bodipy-cyclopamine; HBA,
hydrogen-bond acceptor; HY, hydrophobic; MRT-24, N-(3-benzamidophenylcarbamothioyl)-3,4-dimethoxybenzamide; MRT-29,4-methoxy-
N-(3-(2-methylbenzamido)phenylcarbamothioyl)-3-nitrobenzamide; MRT-31, N-(3-(3-biphenylcarbonylthioureido)phenyl)furan-2-
carboxamide; MRT-39, N-(3-(3-(3,4-dimethoxybenzoyl)thioureido)phenyl)furan-2-carboxamide; MRT-42, N-(5-(benzo[d]thiazol-2-yl)-2-

methylphenylcarbamothioyl)-3,4-dimethoxybenzamide.
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sion exerted by Ptc on Smo is relieved when Hh binds Ptc,
which leads to a complex signaling cascade involving the
transcription factors of the Gli family and to the activation of
target genes, including Ptc and Gli themselves (Ruiz i Altaba
et al., 2007; Hausmann et al., 2009; Simpson et al., 2009).
Smo trafficking to the primary cilia from cytoplasmic vesicles
has been proposed to be a key step for Hh transduction. Ptc
is proposed to be localized to the cilia in the absence of its
ligand and to inhibit signaling by excluding Smo. Thus, Smo
translocation to the primary cilia upon Hh signaling might be
followed by a second step leading to its activation, which has
led to the proposition of a two-step mechanism of action for
the activation process (Gerdes et al., 2009; Rohatgi et al.,
2009; Wang et al., 2009b). Because Smo has been exclusively
associated with synaptic vesicles in mossy fiber boutons in
the hippocampus (Masdeu et al., 2007), it would be also
important to determine whether this two-step mechanism of
action is also observed for Smo transduction of Hh signaling
in nerve brain terminal (Traiffort et al., 2010).

Dysregulation of the Hh pathway has been associated with
several types of cancers. The inactivating mutations of Ptc
observed in patients with Gorlin’s syndrome have been
linked to a higher incidence of basal cell carcinoma (BCC),
medulloblastoma, and rhabdomyosarcomas. Oncogenic mu-
tations of Smo have also been identified in both BCC and
medulloblastoma (Scales and de Sauvage, 2009). These tu-
mors are considered to be independent of Hh ligands because
the pathway is constitutively activated. However, several
types of cancers are considered to be dependent on the over-
production of Hh ligands. This is the case for those occurring
from the gastrointestinal tract, lung, colon, pancreas, breast,
and prostate and for melanoma (Mahindroo et al., 2009;
Scales and de Sauvage, 2009).

Smo has been proposed as a molecular target for the action
of antagonists aimed at blocking the Hh pathway and Smo
inhibitors are candidate drugs for the treatment of cancers
associated with dysfunction of Hh signaling. The natural and
teratogenic compound cyclopamine blocks Hh signaling by
directly binding Smo and slows down the growth of these
tumors in various animal models (Taipale et al., 2000; Scales
and de Sauvage, 2009; Simpson et al., 2009). When applied in
vivo, cyclopamine also blocks stem cell proliferation in the
mouse adult brain subventricular zone (Palma et al., 2005).
However, it was recently proposed that cyclopamine and
possibly another unrelated Smo antagonist may have non-
specific effects on cell growth by acting on off-targets. They
may mediate their effects on tumor growth by acting on the
Hh pathway expressed in the stroma surrounding the tumor
and not on the cells belonging to the tumor itself (Yauch et
al., 2008; Tian et al., 2009). Cyclopamine has been tested for
treating BCC in humans, and more potent and soluble
derivatives are under development. N-((3S,5S)-1-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-ylmethyl)-5-(piperazine-1-carbonyl)pyrroli-
din-3-yl)-N-(3-methoxybenzyl)-3,3-dimethylbutanamide
(Cur61414) has also shown efficacy for treating BCC-like
lesions in a mouse model but not in humans (Williams et al.,
2003; Scales and de Sauvage, 2009). More recent clinical
trials have been conducted with a novel small molecule Smo
inhibitor for treating metastatic BCC and one case of medul-
loblastoma (Rudin et al., 2009; Von Hoff et al., 2009). How-
ever, in the latter, despite a rapid regression of the tumor and
associated symptoms, resistance to the treatment occurred. A
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Smo mutation altering its ability to respond to the inhibitor
was proposed to be responsible for the observed resistance
(Yauch et al., 2009). Hh blockade by a Smo antagonist has
also been suggested to be a therapeutic approach to inhibit
articular cartilage degeneration (Lin et al., 2009).

Therefore, the discovery of novel molecules aimed at inhib-
iting Smo has therapeutic interest and should help to further
characterize the potential roles of Smo both in vitro and in
vivo. Molecules with diverse structural features have been
identified from high-throughput screening as Hh pathway
inhibitors, and several of them target Smo (Mahindroo et al.,
2009; Scales and de Sauvage, 2009). Such an approach re-
quires intense screening efforts and is highly expensive. Vir-
tual screening has become a major focus for the discovery of
novel modulators of GPCRs. Because no three-dimensional
structure of Smo has been reported so far, neither from
experimental sources (i.e., NMR or X-ray crystallographic
studies) nor from theoretical approaches (i.e., homology
modeling and molecular dynamics simulations), we under-
took a ligand-based virtual screening for new Smo antag-
onists. We first constructed and validated a Smo pharma-
cophore. Then, we applied a virtual screening procedure to
select 20 compounds from the Asinex database. This ap-
proach resulted in the identification of MRT-10, a Smo
antagonist displaying a unique acylthiourea scaffold. Fi-
nally, MRT-14, the corresponding acylurea derivative of
MRT-10, was synthesized. In Hh cell-based assays,
MRT-14 exhibited greater potency than MRT-10 compara-
ble with that of reference Smo antagonists.

Materials and Methods

Drugs. Cyclopamine and Bodipy-cyclopamine were from Toronto
Research Chemicals Inc. (North York, ON, Canada). SAG, Cur61414,
and N-(4-chloro-3-(6-(dimethylamino)-1H-benzo|d]imidazol-2-yl)phe-
nyl)-2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxine-6-carboxamide (Z''"") were synthe-
sized as described previously (Martinez et al., 2006; Masdeu et al.,
2006). ShhN was provided by Dr. D. Baker (Biogen Idec, Boston,
MA). Other compounds selected from the virtual screening were from
ASINEX (Rijswijk, The Netherlands), and their structures are
shown in Table 2 and Supplemental Table 2. The structure of
MRT-10 was confirmed by synthesis, and its biological activity eval-
uated on Hh assays was comparable with the purchased sample.
Cur61414, SAG, and cyclopamine were dissolved in ethanol at a
concentration of 10 mM. All other tested compounds were dissolved
in DMSO at a concentration of 10 mM.

Preparation of N-(3-Benzamidophenylcarbamothioyl)-
3,4,5-trimethoxybenzamide (MRT-10). A mixture of 3,4,5-
trimethoxybenzoyl chloride and NH,SCN in acetone was heated
under reflux for 30 min. Then N-(3-aminophenyl)benzamide was
added for 1 h. The reaction was poured into crushed ice with
stirring; the solid collected and crystallized in hot MeOH gave
MRT-10 (m.p. 164°C). *H NMR (300 MHz, CDCl,) § 12.69 (1 H, brd
s), 9.03 (1 H, brd s), 8.24 (1 H, m), 7.93-7.89 (3 H, m) 7.63-7.42 (6
H, m), 7.10 (2 H, s), 3.96 (9 H, s). **C NMR (75 MHz, DMSO, d6);
8 179.9, 168.3, 166.5, 153.4, 142.5, 140.4, 139.1, 135.6, 132.5,
129.6, 129.2, 128.5, 127.5, 120.3, 119.1, 116.9, 107.2, 61.1, 57.1.
C,,Hy3N;,05S (molecular weight, 465) [electrospray/mass spec-
trometry] m/z 466 [M + H]".

Preparation of N-(3-Benzamidophenylcarbamoyl)-3,4,5-tri-
methoxybenzamide (MRT-14). A mixture of 3,4,5-trimethoxy-
benzamide and oxalyl chloride in CH,Cl, was refluxed for 16 h. The
solvent was removed in vacuo, by adding toluene. Then, the crude
acyl-isocyanate was dissolved in CH3;CN and N-(3-aminophenyl)
benzamide was added. The reaction mixture was refluxed and the

96



k.
3
a4
<
3

aspet’

660  Manetti et al.

resulting solid was filtered and crystallized in hot MeOH to yield
MRT-14 as a white solid (m.p. 192°C). '"H NMR (300 MHz, DMSO,
d6) 6 11.02 (2 H, m), 10.33 (1 H, brd s), 8.09-7.97 (3 H, m), 7.61-7.33
(8 H, m), 3.96 (9 H, s). C,,H,3N;04 (molecular weight, 449) [electro-
spray/mass spectrometry] m/z 450 [M + 1]*.

Structural Characterization of Compounds. The 'H NMR
(200 or 300 MHz), and *C NMR (50 or 75 MHz) spectra were
performed in CDCI; or DMSO (d6). The chemical shifts are given in
parts per million with respect to CDCl, as the reference resonance.
The melting points were performed on a Gallenkampf apparatus and
were uncorrected.

Plasmids. The plasmids pRK5, pRK5-G,;, and pRK5-SP-myec-
Smo encoding the mouse Smo sequence have been described previ-
ously (Masdeu et al., 2006) and are referred to in the text as pRKS5,
G5, and mouse Smo, respectively.

Cell Culture and Transfection. HEK293 and C3H10T1/2 cells
(American Type Culture Collection, Manassas, VA) were cultured
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10%
fetal calf serum (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). The Shh-
light2 cells (from Prof. P.A. Beachy, Stanford University School of
Medicine, Stanford, CA) were cultured in the same medium sup-
plemented with 400 ug/ml G-418 (Geneticin) and 150 pg/ml Zeocin
(Invitrogen). HEK293 cells were transiently transfected by elec-
troporation using 4 pg of mouse Smo and 6 pg of pRK5 for
Bodipy-cyclopamine binding and immunofluorescence or with 4 pg
of mouse Smo supplemented with 4 pg of G5 and 2 ug of pRK5 for
[*Hlinositol phosphates ([*'H]IP) formation. Controls with G,; or
mouse Smo alone were performed in parallel experiments. The
electroporated cells were distributed into six-well plates contain-
ing glass coverslips coated with 0.05 mg/ml poly-n-lysine (BD
Bioscience, Le Pont De Claix, France) for Bodipy-cyclopamine
binding and immunofluorescence experiments or 24-well plates
for [PH]IP analysis. These cell-based assays were performed 48 h
after cell transfection.

Gli-Dependent Luciferase Reporter Assay. Shh-light2 cells
stably incorporating the Gli-luc reporter and the prL-TK Renilla
reniformis control described in (Taipale et al., 2000) were incubated
for 40 h with ShhN (5 nM) and the studied compounds. Determina-
tion of luciferase activities was carried out using the Dual-Luciferase
assay according to the manufacturer’s instructions (Promega, Char-
bonnieres-les-Bains, France). All presented data are firefly luciferase
activity reported to the R. reniformis control activity. The MRT
compounds did not modify significantly the R. reniformis activity at
3 pM.

Alkaline Phosphatase Assay. C3H10T1/2 cells were incubated
for 6 days in the presence of SAG (0.1 uM) and the studied com-
pounds. The cell-based bioassay was performed as described previ-
ously (Coulombe et al., 2004).

[*H]IP Formation. Measurement of [*H]IP accumulation was
performed as described previously (Masdeu et al., 2006). Data are
expressed as percentage Smo-induced IP response in the presence of
G, over the IP basal level. The latter corresponds to the inhibition
of the Smo-induced IP response by 30 uM Cur61414. This response
was not significantly different from the IP response observed in the
presence of G, alone. The [*H]IP accumulation in G,;-transfected
cells was not affected by 30 uM MRT-10 or Cur61414.

Bodipy-Cyclopamine Binding. The protocol was adapted from
Chen et al. (2002a). Mouse Smo-transfected cells were fixed in 4%
paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) for 10 min,
washed in PBS supplemented with 0.5% fetal calf serum and incu-
bated for 2 h at 37°C in the same medium supplemented with
Bodipy-cyclopamine (5 nM) and the studied compounds. After two
washes in PBS-fetal calf serum, the cells were analyzed under a
DMRXAZ2 fluorescence microscope (Leica Microsystems, Nanterre,
France) equipped with a Photometric Cool-Snap camera (Roper Sci-
entific, Ottobrunn, Germany) using Vectashield as mounting me-
dium and DAPI for staining of the cell nuclei (Vector Laboratories,
Paris, France). Bodipy (green) and DAPI (blue) signals were ana-

lyzed in three to four representative fields per coverslip (black and
white photographs with 20X magnification, 1000 cells/field). Using
Simple-PCI software (Hamamatsu Corporation, Massy, France), the
fluorescence intensity of transfected cells determined in presence of
BC (5 nM) alone or in the presence of the drugs, over the basal
fluorescence measured in the absence of BC was quantified (Supple-
mental Table 3) and divided by the area occupied by the nuclei (DAPI
staining) in the field. Data were expressed as percentage fluores-
cence intensity observed with BC alone.

Pharmacophore Determination and Virtual Screening. The
chemical structures of diverse potent Hh inhibitors (Cur61414, Z'""",
and related molecules shown in Supplemental Fig. 1) were used to
generate the pharmacophoric model by means of the software Cata-
lyst (Accelerys Inc., San Diego, CA). For this purpose, HipHop (com-
mon feature hypothesis generation), which is able to generate phar-
macophoric models only by identification of the common chemical
features shared by the molecules and their relative alignment to the
common feature set (Barnum et al., 1996), was applied. Then, a
conformational search was performed on each compound to build a
representative family of conformational models to be used in turn for
pharmacophore generation. Conformers were generated by applica-
tion of the poling algorithm, and the best quality conformational
analysis was implemented in the software Catalyst. Conformational
diversity was emphasized by selection of the conformers that fell
within a 20 kcal/mol range above the lowest-energy conformation.
All the conformers of each compound were employed to derive a set
of 10 pharmacophoric hypotheses (Supplemental Table 1). To en-
hance the probability of finding significant models, we have applied
the following rules: 1) selection of the most potent molecules (Sup-
plemental Fig. 1) to be included in the set, because the software pays
particular attention to these molecules in the generation of the
chemical feature space, and 2) maximization of the kinds (chemical
groups) and relative positions (substitution pattern) of the chemical
features (chemical groups) shared by the molecules, because the
program recognizes the molecules as collections of chemical features,
not as assemblies of atoms or bonds. The best-scored six-feature
pharmacophore hypothesis was then used as a three-dimensional
query to perform a database search to find structural motifs that
fulfill the functional and spatial constraints imposed by the model.
The Asinex Gold and Platinum Collection (http://www.asinex.com/
prod/gold.html), containing approximately 400,000 compounds, was
analyzed. The structure of compounds simultaneously mapping all
the pharmacophore features with a fit value of 5.00 or higher (the
maximum fit allowed by a six-feature pharmacophoric model is 6.00)
were retained. The resulting library, composed of 525 entries, was
further pruned to 20 entries on the basis of the fit value and the
uniqueness of the molecular structure (Supplemental Table 2); i.e.,
among entries belonging to the same structural class, only the best
scored compound was kept. These compounds were submitted to
biological tests resulting in MRT-10 as a good hit compound. From its
molecular structure, two substructures were designed (Supplemen-
tal Fig. 4). They have the ureido moiety and the central phenyl ring
as common features, but differ in the presence of a terminal 6-5
heterocyclic moiety instead of a methoxyphenyl ring. They were used
to perform two additional database searches.

Data Analysis. All experiments were carried out at least three
times in triplicate or quadruplicate. Means and S.E.M. were calcu-
lated using Excel 2003 (Microsoft Corp., Redmond, WA). Curves
were analyzed using Prism 4.03 (GraphPad Software, San Diego,
CA). Data were fitted to sigmoidal dose-response curve (variable
slope). The IC;, and Hill coefficient were calculated for each exper-
iment, and the mean * S.E.M. are reported.

Results

Drug Discovery Approach. Several inhibitors of the Hh
signaling pathway identified to date bind to the GPCR Smo
at the level of its heptahelical domain. These include the
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steroidal alkaloid extracted from corn lilies called cyclopam-
ine, which is teratogenic, Cur61414, and several synthetic
compounds widely used for blocking the Hh pathway both in
vitro and in vivo (Scales and de Sauvage, 2009). Therefore, to
allow the development of new Hh modulators, we have de-
lineated a pharmacophore for Smo antagonists based on the
structure of Cur61414, Z''"', and several related molecules
(Fig. 1 and Supplemental Fig. 1) for which the structures
were available (Taipale et al., 2000; Chen et al., 2002b; Wil-
liams et al., 2003; Borzillo and Lippa, 2005). These molecules
were selected for their potency as Smo antagonists and for
the diversity of their chemical structures.

Owing to the lack of consistency in the reported biological
data related to experimental variability in the biological re-
sponses analyzed by various laboratories, we felt it necessary
to reinvestigate the antagonist properties of the lead mole-
cules using established Hh cell-based assays under in-house
homogenous conditions (Table 1, Fig. 2). The potency of
cyclopamine, Cur61414, and Z''"' was determined in Shh-
light2 cells, which is an NIH3T3 cell line with a Gli-
dependent firefly luciferase reporter widely used for iden-
tifying Hh inhibitors (Taipale et al., 2000). These cells
were stimulated for 40 h with N-myristoylated Shh (ShhN)
in the presence or absence of these drugs in parallel ex-
periments. We also evaluated their ability to inhibit SAG
(0.1 uM)-induced differentiation of the mesenchymal plu-
ripotent C3H10T1/2 cells into alkaline phosphatase-posi-
tive osteoblasts, a response that involves activation of Smo
(Hyman et al., 2009). Z"""" was found to be the most potent
molecule in these assays (Table 1).

Cyclopamine Cur61414 "
B
0
H0 NH Q 0 MeO NH @ o
MeO SJ‘N N MeO OJ\H N
Me OMe

MRT-10 MRT-14

Fig. 1. Chemical structures of reference Smo antagonists (A). Structures
of MRT-10 compound, identified from virtual screening, and MRT-14, its
acylurea derivative (B).

TABLE 1
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Modeling and Virtual Library Screening. The best
conformer analysis implemented in the Catalyst program
was applied to each compound for collecting conformers
with a range of 20 kcal/mol with respect to the global
minimum that was used for building the best pharmacoph-
oric model. This model was built up by three hydrogen
bond acceptor (HBA1-3) groups and three hydrophobic
(HY1-3) regions. Analysis of the superposition pattern of
Z"""" showed a perfect fit between the inhibitor and the
pharmacophoric model (Fig. 3). For example, one of the
dioxane oxygens of Z'""" fills HBA1 perfectly; the oxygen
atoms of the carbonyl moiety match HBAZ2, and one of the
benzimidazole nitrogen atoms corresponds to the HBA3
feature of the model. Moreover, the phenyl ring of benzo-
dioxane is superposed to the hydrophobic region HY1, the
chloro-substituent on the central aromatic ring matches
HY2, and the dimethylamino group is located in the spatial
region occupied by HY3. Fitting of cyclopamine and
Cur61414 to the pharmacophoric model is also shown in
Supplemental Fig. 2.

Identification of the Acylthiourea MRT-10 Family of
Smo Inhibitors. The Asinex Gold collection of diverse drug-
like molecules was screened virtually for flexible fitting to
the six-feature pharmacophore model of Smo. This in silico
database search identified 525 compounds. After visual in-
spection of this library, 20 compounds were selected for ex-
perimental testing based on the following criteria: 1) high fit
score, 2) molecular weight, and 3) chemical diversity.

These compounds were purchased and analyzed for both
their antagonist properties in the Shh-light2 cell luciferase
assay and their ability to inhibit SAG-induced differentiation
of C3H10T1/2 cells using measurement of alkaline phospha-
tase activity (Supplemental Table 2). Among the tested mol-
ecules, MRT-10 (Fig. 1), an acylthiourea, behaved as an an-
tagonist with potency similar to that of the reference
compound Cur61414 (Fig. 2, Table 1). Then, we investigated
the ability of MRT-10 to modify the constitutive activity of
Smo coexpressed with the « subunit of the G,; in HEK293
cells. This assay allows the analysis of the nontranscriptional
activity of the Hh pathway and has been used for the char-
acterization of the inverse agonist properties of cyclopamine
and Cur61414 (Masdeu et al., 2006). In agreement with pre-
vious results, we showed that Cur61414 displays inverse
agonist properties toward this response as measured by the
decreased IP accumulation that occurred in these cells 30
min after the addition of the ligand (Fig. 4). Cur61414 inhib-
ited the IP response (IC;, = 0.33 uM) in cells expressing both
Smo and G, to a level comparable with that observed in

Compared activities of MRT-10, MRT-14, and reference Smo antagonists in different cell-based assays

IC; and Hill coefficient (ny) values of the compounds were determined on Gli-dependent luciferase reporter activity induced by ShhN (5 nM) in Shh-light2 cells; AP activity
induced by SAG (0.1 pM) in C3H10T1/2 cells; constitutive activity of mouse Smo coexpressed with the a subunit of G;; determined by IP accumulation in HEK293 cells; and
BC binding to HEK293 cells transiently expressing mouse Smo. Data are the means *+ S.E.M. of two to five independent experiments.

Shh-light2 C3H10T1/2 PH)IP BC Binding
Compounds

IC5, ny 1C5, nyg 1C5, nyg 1C5, ny

nM nM M nM
Cyclopamine 0.3 £ 0.05 1.6 204 0.62 + 0.03 1.3 201 0.25 = 0.06 1.2+ 03 0.05 £ 0.01 0.8 0.1
Cur61414 0.14 = 0.04 2.0=0.3 0.3=+0.1 1.3 =02 0.33 = 0.07 1.1+ 0.3 0.08 = 0,02 1.0=0.1
VA 0.09 = 0.05 1.8 0.1 0.029 £ 0.007 11 =01 0.12 = 0.01 1.0 £ 0.1 0.011 = 0.001 1.4 = 0.3
MRT-10 0.64 * 0.15 20=04 09*02 1.3 =02 25+ 1.1 09+ 02 05 *02 1.0=0.3
MRT-14 0.16 = 0.07 21=0.3 0.13 = 0.05 1.2 =01 0.6 =02 1.1 +02 0.12 = 0.03 1.3 0.3
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mock-transfected cells. Z'""" also displays a full inverse ago-
nism response (IC5, = 0.12 pM, Table 1). It is noteworthy
that MRT-10 also inhibited the IP accumulation in a dose-
dependent manner (IC;, = 2.5 uM). The inhibition of this
response (70 = 5%, n = 3) was partial (Fig. 4). Thus, MRT-10
has the capacity to abrogate the constitutive activity of Smo
and should be considered as an inverse agonist for this re-
sponse. These data also demonstrate that MRT-10 interacts
with mouse Smo. MRT-10 and the other compounds pre-
sented in Table 1 have no significant inhibitory activity on
the IP production in HEK cells transfected with G, 5 (Supple-
mental Fig. 5).

MRT-10 Binding to Cells Expessing Mouse Smo. To
further investigate the binding properties of MRT-10 to Smo,
we analyzed whether it can compete with Bodipy-cyclopam-
ine, which interacts with Smo at the level of its heptahelical
bundle (Chen et al., 2002b). First, we showed that Bodipy-
cyclopamine bound to a subpopulation of HEK293 cells tran-

A —e— MRT-10 B

--%-- Cyclopamine

Luciferase activity (%)
AP activity (%)

T T T T T T T T
9 8 -7 6 5 9 8 7 6 -5
Log[compound], M Log[compound], M

Fig. 2. Inhibition by MRT-10, MRT-14, Cur61414, and cyclopamine of
ShhN-induced Gli-dependent luciferase activity in Shh-light2 cells (A)
and SAG-induced differentiation of C3H10T1/2 cells (B). Inhibition
curves were generated using increasing concentrations of MRT-10, MRT-
14, Cur61414, and cyclopamine in the presence of ShhN (5 nM) (A) or
SAG (0.1 uM) (B). The experiments were performed as described under
Materials and Methods. The data shown are representative of indepen-
dent experiments (n = 3-10) and are the means = S.E.M. of triplicates.
The values are expressed as a percentage of the maximal response in-
duced by ShhN or SAG, respectively.

Fig. 3. Proposed pharmacophore model for Smo antagonists. Graphical
representation of Z'""' fitted to the pharmacophoric model for Smo antag-
onists. Pharmacophoric features are color coded: green for hydrogen bond
acceptor groups (HBA1-3) and cyan for hydrophobic regions (HY1-3).
HBA features are constituted by a smaller sphere accommodating the
hydrogen bond acceptor group, by a directionality vector represented by
an arrow, and by a larger sphere intended to allocate the hydrogen bond
donor group of the target macromolecule. The atoms are color coded: gray,
carbon; white, hydrogen; red, oxygen; and blue, nitrogen.
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Fig. 4. Effects of Cur61414 and MRT-10 on Smo-induced IP response in
HEK293 cells. HEK293 cells were transfected with G, and mouse Smo and
further incubated with increasing concentrations of Cur61414 and MRT-10
as described under Materials and Methods. The values used for concentra-
tion-response curves are expressed as a percentage of Smo-induced IP accu-
mulation over basal level. They are representative of independent experi-
ments (n = 3-4) and are the means += S.E.M. of triplicates.
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Fig. 5. Inhibition of Bodipy-cyclopamine binding to Smo by MRT-10, MRT-
14, Cur61414, and cyclopamine. HEK293 cells were transiently transfected
with mouse Smo and incubated with Bodipy-cyclopamine (5 nM) alone
(Control) or in the presence of increasing concentrations (nanomolar) of the
indicated compounds (Cyclo, cyclopamine). A, Bodipy-cyclopamine binding
(green) is visualized using fluorescence microscopy in a representative field
(150-200 cells shown; scale bar, 50 uM). B, the concentration-response
curves for MRT-10, MRT-14, Cur61414, and cyclopamine were obtained by
quantification of the Bodipy-cyclopamine fluorescence in three photographs
for each coverslip as described in the Material and Methods and as exem-
plified in Supplemental Table 3. The values are expressed as a percentage of
the fluorescence detected in control HEK293 cells incubated with Bodipy-
cyclopamine alone. The data shown are the means of triplicates derived from
a representative experiment of three.
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siently transfected for expression of mouse Smo, as deter-
mined by fluorescence microscopy and immunostaining for
the Smo protein, but did not bind to cells not expressing Smo
(Supplemental Fig. 3). Then, the cells were incubated with 5
nM Bodipy-cyclopamine for 2 h in the presence or absence of
various concentrations of MRT-10, cyclopamine, Z''"', or
Cur61414. At the end of the incubation, the cells were fixed
and counterstained with DAPI. MRT-10 blocked Bodipy-cy-
clopamine binding to cells expressing mouse Smo in a dose-
dependent manner (Fig. 5) with an IC;, = 0.5 uM, which was
in good correlation with its IC5, in the Shh-light2 and AP
assays (Table 1). Cyclopamine, Cur61414, and Z'''’ abro-
gated Bodipy-cyclopamine binding to cells expressing mouse
Smo (Table 1). All together, these data demonstrate that
MRT-10 binds to the Smo receptor at the level of the Bodipy-
cyclopamine binding site.

Having established that MRT-10 behaves as a Smo an-
tagonist and thus demonstrated the validity of our phar-
macophoric model, we then screened the Asinex database
for additional compounds featuring the phenylthiourea
moiety. Among the thirty compounds of this second focused
library, we identified five additional compounds [N-(3-
benzamidophenylcarbamothioyl)-3,4-dimethoxybenzamide
(MRT-24); 4-methoxy-N-(3-(2-methylbenzamido)phenyl-
carbamothioyl)-3-nitrobenzamide (MRT-29); N-(3-(3-
biphenylcarbonylthioureido)phenyl)furan-2-carboxamide
(MRT-31); N-(3-(3-(3,4-dimethoxybenzoyl)thioureido)-
phenyD)furan-2-carboxamide (MRT-39); N-(5-(benzold]thia-
z0l-2-y1)-2-methylphenylcarbamothioyl)-3,4-dimethoxybenzamide
(MRT-42)] that were able to inhibit significantly the re-
sponses at micromolar concentrations in the Shh-light2
cell and the AP assays (Table 2). The observed inhibition
was in the same range or lower than with MRT-10. These
compounds and MRT-10 did not modify by their own the
basal response in the AP assays, indicating that they do
not display agonist activity (Supplemental Fig. 6).

Synthesis and Characterization of the Acylurea
MRT-14. Because the acylthiourea moiety seems to be an
important fragment for receptor recognition, we decided to
synthesize the corresponding acylurea derivative MRT-14
(Fig. 1), which can be obtained directly from MRT-10 by an
oxidative desulfuration process. It is noteworthy that
MRT-14 inhibited ShhN signaling in Shh-light2 cells in a
dose-dependent manner with a 4-fold increased potency
compared with MRT-10 (IC;, = 0.16 versus 0.64 pM) (Ta-
ble 1 and Fig. 2). The newly synthesized acylurea exhibited
an inhibitory potency comparable with or greater than that
of cyclopamine (0.30 pM) and Cur61414 (0.14 pM). A sim-
ilar increase in potency for MRT-14 compared with
MRT-10 was also observed in the AP assay (IC;, = 0.13
versus 0.90 uM) and the IP response (IC;, = 0.6 versus 2.5
pM, Table 1). The maximal inhibition of the IP response by
MRT-14 (70 = 5%, n = 3) was comparable with that ob-
served for MRT-10, indicating that this compound is a
partial inverse agonist. MRT-14 blocked Bodipy-cyclopa-
mine binding to mouse Smo in a dose-dependent manner
with an IC;, = 0.12 pM. Therefore, MRT-14, like MRT-10,
displays Smo antagonist properties. These data also sug-
gest that modifications of MRT-10 structure are amenable
to the design of more potent compounds. It is noteworthy
that the Hill coefficients of the dose response curves of
cyclopamine, Cur61414, Z'''', MRT-10, and MRT-14 were
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not different in all assays, suggesting a similar interaction
of the various molecules with the receptor, whereas anal-
ysis of the slope of the concentration-response curves
in the Shh-light2 luciferase assay indicated cooperativity
(ny =~ 2) (Table 1).

Pharmacophore Models of MRT-10 and MRT-14.
MRT-10 and MRT-14 feature the following structural ele-
ments: an electron-rich phenyl ring (3,4,5-trimethoxy substi-
tuted) linked through an acylthiourea or an acylurea func-
tion, respectively, to a second phenyl bearing a phenyl
carbamoyl! residue. The superposition pattern of MRT-10 to
the pharmacophore showed that one of the methoxy oxygen
atoms of the ligand matches HBA1, the acylthiourea carbonyl
oxygen represents HBA2, and the amide carbonyl oxygen is
located within HBA3. The hydrophobic features are fitted by
the aromatic rings of MRT-10 or MRT-14. The structural
difference between MRT-10 and MRT-14 is also responsible
for a slight different superposition to the pharmacophore
(Fig. 6B). In fact, as a consequence of the transformation of
the acylthiourea into an acylurea, the anchor point of HBA2
is located between the two carbonyl groups of MRT-14, thus
allowing it to make a bifurcated hydrogen bond involving the
oxygen atoms of both carbonyl groups and sharing the pro-

TABLE 2

Comparison of the inhibition induced by MRT compounds on
ShhN-induced Gli-dependent luciferase activity in Shh-light2 cells and
SAG-induced differentiation of C3H10T1/2 cells

The structure of MRT compounds identified in the first and second virtual library
screening procedure are shown. The values correspond to percentage inhibition of
the luciferase activity induced by ShhN (5 nM) in the presence of 3 pM concentra-
tions of each compound analyzed in the Shh-light2 assay. The values correspond to
percentage inhibition of AP activity induced by SAG (0.1 uM) in the presence of 10
M of each compound analyzed in C3H10T1/2 cell differentiation assay. Data are the
means = S.E.M. of at least three independent experiments.

Inhibition
Structure Compound ———
Shh-light2 C3H10T1/2
%
I;/l MRT-10 96 1 96 + 4
oM
@JL || MRT24 71+7 45+8
]@A || | MRT-29 65 =4 36 + 4
NH o]
0 Q )kL) MRT-31 49+6 28+6
N N
H H
o]
MeO
ﬁj\“/@\ 2 MRT-39 44+2  49+11
MeO SN N C.
H H l /
NH
MRT-42 71 +2 78+ 2
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jecting point of HBA2 as a common hydrogen bond acceptor
counterpart.

Although MRT-10 and Z''"" apparently display different
structures such as an additional central carbamoyl! fragment
present in MRT-10 with respect to Z''"’, the two compounds
fit well with the pharmacophoric model, the six features
being satisfied by different functional groups. The structures
of MRT-10 and MRT-14 are relatively easy to assemble, and
variations on the three aromatic core are amenable to cog-
nate chemistry. Because we have already identified five ad-
ditional antagonists displaying the acylthiourea moiety, it
can be anticipated that other derivatives of MRT-10 and
MRT-14 displaying Smo antagonist properties will be ob-
tained. Indeed, exchanging the sulfur with an oxygen atom, a
better hydrogen bond acceptor, from MRT-10 to MRT-14,
respectively, has already led to an increase of the antagonist
potency.

Discussion

Thus, this work highlights the mainstream use of virtual
screening protocols based on a pharmacophore for the iden-
tification of compound leads for Smo antagonists. On the
basis of a pharmacophore for Smo ligands, we have here
identified and characterized the mechanism of action of

Fig. 6. Pharmacophore model for MRT-10 and MRT-14. Graphical rep-
resentation of MRT-10 (A) and MRT-14 (B) fitted to the proposed phar-
macophoric model for Smo antagonists. Pharmacophoric features are
color coded: green for hydrogen bond acceptor groups (HBA1-3) and cyan
for hydrophobic regions (HY1-3). HBA features are constituted by a
smaller sphere accommodating the hydrogen bond acceptor group, by a
directionality vector represented by an arrow, and by a larger sphere
intended to allocate the hydrogen bond donor group of the target macro-
molecule. The atoms are color coded: gray, carbon; white, hydrogen; red,
oxygen; blue, nitrogen; yellow, sulfur.

MRT-10, an acylthiourea, and MRT-14, its acylurea deriva-
tive. They represent new leads that expand the chemical
domain of Smo inhibitors. Although the crystal structures for
the B1/B2-adrenergic receptors and rhodopsin, three mem-
bers of the GPCR family, have been obtained (Lodowski et
al., 2009; Rosenbaum et al., 2009), there are few data describ-
ing the identification of new compound leads for GPCRs
based on homology modeling of the putative ligand binding
site. This site is proposed to be located within the heptahe-
lical bundle of these proteins, which displays some structural
conservation (Schalon et al., 2008). Homology model-based
virtual screening using ligand docking and target-based scor-
ing have encountered limited success for the identification of
mGluR5 or melanin-concentrating hormone receptor modu-
lators (Cavasotto et al., 2008; Radestock et al., 2008). The
development of a proper pharmacophore model may be lim-
ited not only by accurate pharmacological data from known
reference lead molecules but also by the conformational flex-
ibility of GPCRs that might adopt multiple conformations
linked to the activation process.

In the case of Smo, this intrinsic plasticity is presumably
more complex than originally thought for GPCRs. Smo is
proposed to act as a dimer, to be in active and inactive forms
linked to Hh signaling, and to be differentially modulated by
antagonists within cytoplasmic vesicles or at the primary
cilia (Zhao et al., 2007; Rohatgi et al., 2009; Scales and de
Sauvage, 2009; Wang et al., 2009b; Wilson et al., 2009).
Moreover, agonists such as SAG derivatives and antagonists
such as SANT-1 have been proposed to act in an allosteric
manner on Smo, suggesting that multiple binding sites for
Smo modulators exist at the level of the transmembrane
domains (Chen et al., 2002b; Rominger et al., 2009). How
Smo is regulated and whether Smo is modulated by an en-
dogenous ligand remains unknown. However, allosteric li-
gands acting at the level of the heptahelical domain of
GPCRs have been characterized recently and represent a
novel therapeutic strategy (Conn et al., 2009; Wang et al.,
2009a). MRT-10 and MRT-14 block Bodipy-cyclopamine
binding to mouse Smo, suggesting that both molecules are
acting at the same site or at allosteric sites. Site-directed
mutagenesis and molecular modeling studies have allowed
the identification of allosteric binding pockets for modulators
of GPCRs (Petrel et al., 2004; Simpson et al., 2010). This
approach together with binding and functional assays should
help to further delineate the mechanism of action of Smo
modulators.

In conclusion, we report here a successful virtual screening
approach in which we identified and characterized MRT-10
and MRT-14 compounds as novel high-affinity Smo antago-
nists. These molecules, or more potent Smo inhibitors chem-
ically derived from MRT-10 and MRT-14 that we are cur-
rently developing, should help to further understand Smo
regulation and its interaction with accessory proteins both in
vitro and in vivo. Moreover, our work has important impli-
cations for developing novel drugs for cancer therapy.
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Résumé de P’article Roudaut et al, 2011, Mol. Pharmacol.

La voie de signalisation Hh est primordiale au cours du développement embryonnaire
et notamment impliquée dans le maintien et la réparation des tissus chez 1’adulte ; pour revue,
(Traiffort et al., 2010). La transmission des signaux Hh repose sur la fixation de Hh au
récepteur a 12 domaines TM Ptc, levant I’inhibition exercée par Ptc sur le récepteur a 7
domaines TM Smo. L’activation de Smo déclenche une cascade de signalisation
intracellulaire complexe impliquant les facteurs de transcription Gli et aboutissant a la
transcription des geénes cibles de la voie ; pour revue, (Dessaud et al., 2008). Chez les
mammiferes, cette cascade de signalisation a lieu dans une structure particuliere de la cellule,
le cil primaire. En 1’absence de son ligand, Ptc est exprimé dans le cil primaire, tandis que
Smo est retenu dans le cytoplasme de la cellule. L’activation de la voie induit la sortie de Ptc
et I’entrée de Smo dans le cil ; pour revue, (Goetz and Anderson, 2010). L’utilisation d’outils
pharmacologiques a permis de montrer que 1’activation du récepteur Smo dans le cil primaire
nécessite deux étapes successives: la translocation du récepteur, puis son activation

proprement dite (Rohatgi et al., 2009).

La signalisation Hh est associée au développement de nombreuses tumeurs lorsqu’elle
est dérégulée suite a des mutations affectant les composantes de la voie (cas des MB ou des
BCC) ou a sa réactivation aberrante dans les tissus périphériques dont elle contréle
normalement 1’homéostasie ; pour revue, (Scales and de Sauvage, 2009). C’est pourquoi de
nombreuses équipes se sont focalisées sur le développement et la caractérisation
d’antagonistes de la voie et en particulier du récepteur Smo. Cependant, comme il a été
précédemment mentionné, le traitement de tumeurs par des antagonistes de Smo a présenté
quelques limitations. Comme pour le composé GDC-0449, I’apparition de résistance a
également été décrite pour un autre antagoniste de Smo actuellement testé en clinique, le
compose LDE-225. Le traitement d’allogreffes de MB dans un modéle murin par cet
antagoniste, a permis d’identifier des résistances liées a des mutations ponctuelles sur le
récepteur Smo ou a une amplification chromosomique de Gli2 (Buonamici et al., ; Pan S,
2010); pour revue, (Heretsch et al., 2010). Par ailleurs, le cil primaire pourrait également
jouer un role dans le développement de tumeurs tels que les MB ou les BCC, bien qu’a
I’heure actuelle, des zones d’ombre persistent sur le role de 1’adressage du récepteur Smo au

cil primaire dans ces cancers (Han et al., 2009; Wong et al., 2009).
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Afin d’identifier des molécules issues des nouvelles séries chimiques identifiées, mais
plus puissantes que MRT-10 et MRT-14, nous avons réalisé des études de relations structure-
activité. L’optimisation de la structure des composés MRT-10 et MRT-14 (Manetti et al.,
2010) a conduit a la découverte d’une nouvelle famille de composés, des acylguanidines a
laquelle le composé MRT-83 appartient. L’investigation de ses propriétés pharmacologiques
sur les tests cellulaires classiques a trés vite révélé que MRT-83 est un puissant antagoniste de
la voie Hh présentant une affinité 20 a 60 fois supérieure a celle de la cyclopamine dans les
tests reposant sur I’activation du géne rapporteur Gli-luciférase ou la différenciation des
cellules mésenchymateuses C3H10T1/2 en ostéoblastes. De plus, MRT-83 possede un effet
anti-prolifératif trés important puisqu’il inhibe 1’incorporation de thymidine tritiée dans les
précurseurs des cellules granulaires du cervelet de ratons proliférant sous I’action de la
protéine recombinante ShhN (3 nM) ou de 1’agoniste de synthése SAG (0,01 puM). Dans les
deux cas, MRT-83 présente une Clsy proche de 3 nM. De maniére intéressante, 1’utilisation
d’une concentration de SAG 10 fois supérieure (0,1 pM) induit un décalage vers la droite de
la courbe d’inhibition par MRT-83, démontrant I’existence d’un antagonisme compétitif. Afin
de s’assurer que ’effet inhibiteur du composé MRT-83 est la conséquence de sa fixation sur
Smo, nous avons déterminé sa capacité a inhiber la liaison du dérivé fluorescent de la
cyclopamine, la BODIPY-cyclopamine dont la liaison a 1’heptahélice du récepteur Smo a
préalablement été montrée (Chen et al., 2002a). MRT-83 est capable d’inhiber cette liaison
avec des affinités de 5 ou 15 nM respectivement sur les récepteurs Smo humain ou murin.

MRT-83 est donc un puissant antagoniste du récepteur Smo.

En raison de I’homologie du récepteur Smo aux récepteurs Fz, nous avons analysé la
capacite de MRT-83 a inhiber une réponse liée a I’activation de ces récepteurs impliqués dans
la signalisation Wnt. Contrairement a IWR1, un antagoniste de référence de la voie Wnt,

MRT-83 n’a pas d’activité inhibitrice sur la voie Wnt indiquant la spécificit¢ de MRT-83.

Comme nous I’avons mentionné ci-dessus, les antagonistes de Smo peuvent étre
classés en fonction de leur capacité a induire ou non la translocation de Smo au cil primaire.
Nous avons utilise les lignées de cellules murines C3H10T1/2 et humaines NT2, issues de
tératocarcinomes, afin d’analyser comment MRT-83 régule I’adressage du récepteur
endogéne au cil primaire. Nous montrons que, comme d’autres antagonistes de référence tels
que le GDC-0449, mais contrairement a la cyclopamine, MRT-83 bloque la translocation du

récepteur induite par 1’agoniste SAG dans le cil primaire.
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Par ailleurs, nous avons caractérisé I’activité de MRT-83 in vivo en I’injectant par voie
intracérébroventriculaire dans le cerveau de souris adulte. MRT-83 est capable de blogquer
dans la ZSV (I’'une des principales aires neurogéniques chez 1’adulte) la transcription du géne
cible Ptc induite par la protéine recombinante ShhN. En comparaison, MRT-36, une molécule
apparentée & MRT-83 mais dépourvue d’activité sur la voie Hh in vitro, ne bloque pas
I’induction transcriptionnelle de Ptc induite par ShhN. MRT-83 ne modifie pas le niveau
d’expression des transcrits de Ptc dans une autre aire cérébrale, le septum médian suggérant
donc que ’effet de la drogue reste localisé au site d’injection. Enfin, MRT-83 s’adapte
également trés bien au modele pharmacophorique initialement établi pour le criblage virtuel
d’antagonistes de Smo (Manetti et al., 2010).

L’ensemble de ces résultats a conduit a la découverte et a la caractérisation d’une
nouvelle famille d’acylguanidines antagonistes de Smo, a laquelle le composé MRT-83
appartient. Cette molécule présente une tres haute affinité pour le récepteur Smo, comparable
a celle des meilleurs antagonistes de Smo connus a ce jour. Sa spécificité d’action au sein de
la classe des récepteurs a 7 domaines TM a laquelle Smo appartient, son effet in vivo, son
affinité pour le récepteur humain et sa capacité a moduler 1’adressage de Smo au cil font du
MRT-83, un excellent antagoniste dont [’utilisation permettra de mieux comprendre les

mécanismes de régulation de la voie Hh.
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ABSTRACT

There is a clear need to develop novel pharmacological tools
to improve our understanding of Smoothened (Smo) function
in normal and pathological states. Here, we report the dis-
covery, the mechanism of action, and the in vivo activity of
N-(2-methyl-5-(3-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)guanidino)phe-
nyl)biphenyl-4-carboxamide (MRT-83), a novel potent antag-
onist of Smo that belongs to the acylguanidine family of
molecules. MRT-83 fits to a proposed pharmacophoric
model for Smo antagonists with three hydrogen bond accep-
tor groups and three hydrophobic regions. MRT-83 blocks
Hedgehog (Hh) signaling in various assays with an IC5, in the
nanomolar range, showing greater potency than the refer-
ence Smo antagonist cyclopamine. MRT-83 inhibits Bodipy-
cyclopamine binding to human and mouse Smo but does not
modify Wnt signaling in human embryonic kidney 293 tran-
siently transfected with a Tcf/Lef-dependent Firefly Iu-

ciferase reporter together with a Renilla reniformis luciferase
control reporter. MRT-83 abrogates the agonist-induced
trafficking of endogenous mouse or human Smo to the pri-
mary cilium of C3H10T1/2 or NT2 cells that derive from a
pluripotent testicular carcinoma. Stereotaxic injection into
the lateral ventricle of adult mice of MRT-83 but not of a
structurally related compound inactive at Smo abolished
up-regulation of Patched transcription induced by Sonic
Hedgehog in the neighboring subventricular zone. These
data demonstrate that MRT-83 efficiently antagonizes Hh
signaling in vivo. All together, these molecular, functional
and biochemical studies provide evidence that MRT-83 in-
teracts with Smo. Thus, this novel Smo antagonist will be
useful for manipulating Hh signaling and may help develop
new therapies against Hh-pathway related diseases.

Introduction

The Hedgehog (Hh) signaling pathway is implicated in
developmental processes and in multiple physiological re-
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sponses in adult tissues, including the control of brain func-
tions. Hh pathway activation in vertebrates requires binding
of a Hh peptide to the 12-pass transmembrane protein
Patched (Pte), which, in the absence of its ligand, represses
the activation of the seven-pass transmembrane protein
Smoothened (Smo), a proposed member of the G-protein-
coupled receptor (GPCR) family. Upon Smo activation, a
complex signaling cascade is initiated, leading to activation
of Gli transcription factors and gene transcription (Beachy et
al., 2004; Dessaud et al., 2008; Traiffort et al., 2010). Thus,
most Smo-associated responses have been linked to tran-

ABBREVIATIONS: Hh, Hedgehog; Ptc, Patched; Smo, Smoothened; GPCR, G-protein-coupled receptor; BCC, basal cell carcinoma; MRT-83,
N-(2-methyl-5-(3-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)guanidino)phenyl)biphenyl-4-carboxamide; Cur61414, N-((35,55)-1-(benzold][1,3]dioxol-5-yImethyl)-
5-(piperazine-1-carbonyl)pyrrolidin-3-yl)-N-(3-methoxybenzyl)-3,3-dimethylbutanamide; MRT-36, 3,4-dimethoxy-N-(phenylcarbamothioyl)benz-
amide; SVZ, subventricular zone; BC, Bodipy-cyclopamine; IWR1, 4-(1,3,3a,4,7,7a-hexahydro-1,3-dioxo-4,7-methano-2H-isoindol-2-yl)-N-8-
quinolinyl-benzamide; SAG, Smoothened agonist; Shh, Sonic hedgehog; ShhN, Sonic hedgehog N terminus; DMSO, dimethyl sulfoxide; HEK,
human embryonic kidney; FCS, fetal calf serum; DAPI, 4,6-diamidino-2-phenylindole; GCP, granule cell precursor; MS, medial septum; LV, lateral
ventricle; ISH, in situ hybridization.
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scriptional activities mediated by Hh signaling. However,
recent data suggest that some physiological responses do not
involve gene transcription and are observed upon short acti-
vation of Smo (Yam et al., 2009; Traiffort et al., 2010). Traf-
ficking of Hh signaling components at the primary cilium is
proposed to regulate Hh pathway activities. In the absence of
its ligand, Ptc is localized at the primary cilium as evidenced
in neural tube cells during development (Rohatgi et al.,
2007). Upon Hh binding, Ptc traffics out of the cilium and
Smo translocates into it (Corbit et al., 2005). The biochemical
and molecular mechanisms regulating Smo trafficking are
complex and presumably involve multiple states of Smo that
might be modulated by Ptc itself. Small molecules acting at
Smo have been shown to modify Smo trafficking at the pri-
mary cilium, and the mechanism of antagonist action to block
Smo translocation at the primary cilium has been proposed to
be relevant in cancer therapies (Rohatgi et al., 2009; Wang et
al., 2009; Wilson et al., 2009).

During the last decade, autoerine and paracrine Hh sig-
naling have been linked to cancers, and molecules aimed at
inhibiting the pathway have been proposed to be of interest
for alleviating the associated symptoms (Scales and de Sau-
vage, 2009). The Hh pathway is activated by oncogenic Ptc
and Smo mutations observed in basal cell carcinoma (BCC)
or medulloblastoma. Such Hh pathway activation, which is
ligand-independent, is also observed in Gorlin syndrome, in
which patients present Pte-inactivating mutations that ren-
der them highly susceptible to the development of BCC,
medulloblastoma, and rhabdomyosarcoma (Barakat et al.,
2010). Characterization of Hh component trafficking to the
primary cilium is of interest for further clarifying the role of
Hh signaling in various types of cancers.

Cyclopamine, a natural and teratogenic compound, and
several other small-molecule Hh pathway inhibitors have
been developed and proposed for the treatment of cancers
associated with dysfunctions of Hh signaling. Most of these
molecules, but not all, target Smo (Scales and de Sauvage,
2009; Peukert and Miller-Moslin, 2010). The initial trials for
treating BCC using cyclopamine in humans have not been
followed up. However, cyclopamine derivatives have been
developed and are under investigation for the treatment of
various Hh-linked cancers. Other Smo antagonists, such as
N-((35,55)-1-(benzold][1,3]dioxol-5-ylmethyl)-5-(pipera-
zine-1-carbonyl)pyrrolidin-3-yl)-N-(3-methoxybenzyl)-3,3-di-
methylbutanamide (Cur61414) or HhAntag691 have been
shown to induce remission in animal models of medulloblas-
toma or BCC (Scales and de Sauvage, 2009). Clinical trials
for treating BCC and medulloblastoma in humans have been
conducted with the small molecule GDC-0449 (vismodegib),
which displays nanomolar potency for inhibiting Smo. How-
ever, such molecules may have some limitations associated
with Smo mutations leading to treatment resistance, as re-
ported recently in one case of medulloblastoma (Rudin et al.,
2009; Von Hoff et al., 2009; Yauch et al., 2009). Still, Smo
inhibitors may have other clinical applications, such as the
treatment of unwanted hair related to their inhibiting activ-
ity on hair growth (Li et al., 2010). Pharmacological inhibi-
tion of Hh signaling using a Smo antagonist has also been
shown to reduce the severity of osteoarthritis in mice models
suggesting a therapeutic approach to cartilage degeneration
(Lin et al., 2009).

Herein, we report our efforts to identify and characterize
novel small molecules inhibiting Smo with high potency. We
have synthesized N-(2-methyl-5-(3-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)
guanidino)phenyl)biphenyl-4-carboxamide (MRT-83), a novel
acylguanidine derivative that shows nanomolar antagonist po-
tency toward Smo in various Hh assays. MRT-83 also blocks
Hh-mediated Pte transeription in the subventricular zone (SVZ)
of adult mice in vivo indicating that this inhibitor should be
useful for investigating Hh pathway-dependent responses in
both normal and pathological conditions.

Materials and Methods

Drugs. Cyclopamine and Bodipy-cyclopamine (BC) were from To-
ronto Research Chemicals Inc. (North York, ON, Canada). 3,4-
Dimethoxy-N-(phenylecarbamothioyl)benzamide (MRT-36) was from
ASINEX (Rijswijk, The Netherlands). 4-(1,3,3a,4,7,7a-Hexahydro-1,3-
dioxo-4,7-methano-2H-isoindol-2-yl)-N-8-quinolinyl-benzamide (IWRI1;
Chen et al., 2009) was from Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France).
SAG was synthesized as described previously (Martinez et al., 2006).
Details of the synthesis and structural characterization of MRT-83 are
available upon request. ShhN was from R&D Systems (C24II) for
[*H]thymidine incorporation or was provided by Dr. D. Baker (Biogen
Idec, Boston, MA) for the other experiments. SAG and cyclopamine
were dissolved in ethanol, and other compounds were dissolved in
DMSO at a concentration of 10 mM. [*H]Thymidine was from PerkinEl-
mer Life and Analytical Sciences (Courtaboeuf, France).

Pharmacophoric Model of MRT-83. We constructed a pharma-
cophoric model of MRT-83 based on chemical structures of Smo
inhibitors as described previously (Manetti et al., 2010).

Plasmids. The plasmids pRK5 and pRK5-SP-mye-Smo encoding
the mouse Smo sequence have been described previously (Manetti et
al., 2010) and are referred to in the text as pRK5 and mouse Smo,
respectively. The Wnt reporter plasmid M50 Super8xTOPFlash con-
taining seven Tcf/Lef binding sites in the firefly luciferase promoter,
the pLNCWnt-3aHA, and the control pRL-TK Renilla reniformis
luciferase were obtained from Addgene (Cambridge, MA).

Antibodies. A previously described polyclonal rabbit antiserum
against rat Smo was used (Masdeu et al., 2007). The mouse anti-
acetylated tubulin antibody and the mouse monoclonal anti-c-myc
antibody were obtained from Sigma; the goat anti-mouse Alexa Fluor
546 antibody was obtained from Invitrogen (Leiden, The Neder-
lands); and the goat anti-rabbit fluorescein isothiocyanate antibody
from Millipore Bioscience Research Reagents (Temecula, CA).

Cell Culture and Transfection. Zeocin, Geneticin (G418), pen-
icillin-streptomycin, and all cell culture media or products were from
Invitrogen (Cergy Pontoise, France) except as stated otherwise.
HEK293 (American Type Culture Collection, Manassas, VA) and
C3H10T1/2 (American Type Culture Collection) were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS) as described previously (Manetti et al., 2010). The
Shh-light2 cells (from Pr. P. A. Beachy, Stanford University, Stan-
ford, CA) and HEK-hSmo cells stably expressing human Smo were
cultured in the same medium supplemented with 0.4 mg/ml G418
and 0.150 mg/ml Zeocin or 0.5 mg/ml G418, respectively. NT2 cells
(American Type Culture Collection) were cultured in Opti-MEM
(Invitrogen) supplemented with 10% FCS. HEK293 cells were tran-
siently transfected by electroporation using 4 pg of mouse Smo and
6 pg of pRK5 for BC binding. For Tef/Lef-dependent luciferase re-
porter assay, HEK293 were transfected by FuGENE (Roche Diag-
nostics, Mannheim, Germany) with 0.1 pg of Tef/Lef reporter, 0.25
pg of R. reniformis luciferase and, as indicated in the legend to Fig.
3, with 0.1 pg of Wnt3a plasmids, supplemented to 0.4 pg/well with
pRKS5 plasmid. Cells were distributed into six-well plates containing
glass coverslips coated with 0.05 mg/ml poly-D-lysine (BD Biosci-
ences, Le Pont de Claix, France) for BC binding, Smo ciliary accu-
mulation, and immunofluorescence experiments, or alternatively
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into 96- or 24-well plates for [*H|thymidine analysis and Tef/Lef-
dependent luciferase reporter assay.

Stable Expression of Human Smo in HEK293 Cells. To gen-
erate the myc-human Smo construct, the human Smo sequence en-
coding the full-length protein devoid of the first 31 amino acids was
amplified by polymerase chain reaction from the pCR2.1-hSmo vee-
tor kindly provided by Dr 1. Mus-Veteau (University Nice-Sophia
Antipolis, France), subcloned into pRE5-SP-myc vector (Manetti et
al., 2010), using the restriction sites Mlul and Sall to give pRE5-SP-
myc-hSmo plasmid. The nucleotide sequence of hSmo construct was
verified by DNA sequencing. HEK293 cells were transfected using
FuGENE with pRE5-SP-myc-hSmo together with the expression
vector pcDNAS3 (Invitrogen) containing the selection marker neomy-
cin. Transfected cells were selected with 2 mg/ml G418 and one clone
(HEEK-hSmo) selected for its expression of Smo by immunofluores-
cence using anti-c-myc antibodies was further characterized.

Gli-Dependent Luciferase Reporter Assay. Shh-light2 cells
were incubated for 40 h with ShhN (5 nM) and the studied com-
pounds. The cell-based bioassay was performed as described previ-
ously (Manetti et al., 2010).

Tef/Lef Dependent Luciferase Reporter Assay. After trans-
fection (1 h) with the Wnt reporter and the control R. reniformis
luciferase plasmids, HEK293 cells were incubated with MRT-83 (5
M), IWR1 (10 wM), or vehicle (DMSO) alone, and luciferase activ-
ities were measured 48 h later. Data are Firefly luciferase activity
reported relative to the R. reniformis luciferase control activity. The
MRT-83 compound did not significantly modify the R. reniformis
luciferase activity at 5 M.

Alkaline Phosphatase Assay. C3H10T1/2 cells were incubated
for 6 days in the presence of SAG (0.1 uM) and the studied com-
pounds. The cell-based bioassay was performed as described previ-
ously (Manetti et al., 2010).

BC Binding. The protocol was adapted from (Manetti et al.,
2010). BC (green) and DAPI (blue; Vector Laboratories, Burlingame,
CA) signals were analyzed in three to four representative fields per
coverslip (—~800 cells/field). The fluorescence intensity of transfected
cells determined in presence of BC (5 nM) alone or in the presence of
the drugs, over the basal fluorescence measured in the absence of BC
was quantified and divided by the area occupied by the nuclei (DAPI
staining) in the field. Data were expressed as percentage of fluores-
cence intensity observed with BC alone.

Primary Cerebellar Cultures. Isolation of cerebellar granule
cell precursors (GCPs) and quantitation of [EH]thymidine incorpora-
tion were performed as described previously (Charytoniuk et al.,
2002a).

Ciliary Smo Accumulation Assay. The protocol was adapted
from that of Rohatgi et al. (2009). After 24 h of culture, C3H10T1/2
or NT2 cells were switched to Dulbecco’s modified Eagle’s medium or
Opti-MEM, respectively, containing 0.5% FCS in the presence of
SAG, MRT-83, cyclopamine, or vehicle solutions for 18 h. Then, cells
were fixed with paraformaldehyde (4%) in PBS for 20 min, washed,
incubated with a 0.05% Triton X-100 PBS solution for 5 min, and
washed in a blocking gelatin-PBS (0.2%) solution. Primary antibod-
ies (1:2000 for anti-Smo, 1:5000 for anti-acetylated tubulin) were
diluted in the blocking solution supplemented with 1% normal goat
serum. Cells were incubated for 2 h at room temperature. After
washes in gelatin-PBS, secondary antibodies were added (1:1000) in
fresh blocking solution for 90 min at room temperature. Cells were
finally washed in gelatin-PBS solution and mounted in Vectashield
DAPI. Acetylated tubulin (red) and Smo (green) were analyzed in
three or four representative fields by coverslip (100 cells/field). In
each field, the percentage of cells expressing cilium remained stable.
The percentage of ciliary Smo reflects the number of cells that
display a Smo/acetylated tubulin colocalization.

Data Analysis. Means and S.E.M. were calculated using Excel
2003 (Microsoft Corp, Redmond, WA). Curve fitting and ICx, deter-
minations were performed using Prism 4.03 (GraphPad Software,
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San Diego, CA). The BC fluorescence was analyzed with the Simple-
PCT software (Hamamatsu Corporation, Massy, France).

Animals and Treatment. The protocol of injection has been done
according to a procedure described previously (Angot et al., 2008).
Four groups of six animals received 5 ul of 45% 2-hydroxypropyl-g-
cyclodextrin (Sigma) PBS solution containing 0.9 pg of ShhN alone
or in the presence of MRT-83 (200 ng) or MRT-36 (110 ng). A control
group received 5 ul of 45% 2-hydroxypropyl-g-cyclodextrin solution
alone. All groups were analyzed 48 h after the injection. All proce-
dures were carried out in accordance with the European Community
Couneil Directive (86/806/EEC) for the care and use of laboratory
animals.

In Situ Hybridization. The experiments using Pte-specific ribo-
probes were performed as described previously (Angot et al., 2008).

Counting and Statistical Analysis. The number of Pte-positive
cells was counted between bregma levels +0.18 and +0.38 mm along
the SVZ or in a representative field of the medial septum (MS) on
each section. Analysis was carried out on at least three sections per
animal. Statistical analysis was performed using the Student’s ¢ test.
Statistical significance was considered for p < 0.05.

Microscopy. Both cell cultures and tissue slices were analyzed
with a DMERXAZ2 microscope (Leica Microsystems, Nanterre, France)
equipped with a Photometric Cool-Snap camera (Roper Scientific,
Ottobrunn, Germany). Cell culture images for counting were taken
with a 20 objective in black and white for the BC binding analysis,
with 10 objective for the counting of Ptc-positive cells on slices, and
magnification or fluorescent images were taken with a 40 objective.

Results

Potency of MRT-83. We recently described the synthesis
and characterization of a novel series of molecules displaying
antagonist properties toward the mouse Smo receptor.
Among these molecules, the acylthiourea MRT-10 and its
corresponding acylurea derivative MRT-14 were the most
potent (Manetti et al., 2010). They displayed a potency com-
parable with that of the steroidal alkaloid cyclopamine ex-
tracted from corn lilies, which has been widely used for
blocking the Hh pathway both in vitro and in vivo (Scales and
de Sauvage, 2009). During our efforts to identify more potent
high-affinity Smo antagonists, we have optimized the struc-
ture of MRT-10 and MRT-14 and we have now developed and
synthesized MRT-83, which belongs to a new family of acyl-
guanidine molecules (Fig. 1).

We have investigated the antagonist properties of MRT-83
toward Hh pathway activation in various cell-based assays and
compared its potency with that of cyclopamine. Thus, the an-
tagonist properties of MRT-83 and cyclopamine were deter-
mined in Shh-light2 cells, a NIH3T3 cell line stably transfected
with a Gli-dependent Firefly luciferase reporter widely used for
identifying Hh inhibitors (Taipale et al., 2000). These cells were
stimulated for 40 h with ShhN (5 nM) in the presence or ab-
sence of the drugs in parallel experiments. We also evaluated
their ability to inhibit SAG (0.1 pM)-induced differentiation of
the mesenchymal pluripotent C3H10T1/2 cells into alkaline
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Fig. 1. Chemieal structure of MRT-83.
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phosphatase-positive osteoblasts, a response that involves acti-
vation of Smo (Hyman et al., 2009). Both molecules were found
to block these responses (Fig. 2, A and B), and analysis of the
dose-response curves led to an IC;, = 10 nM for MRT-83, which
was very similar in the two assays (Table 1). These data indi-
cate that MRT-83 is a potent Hh inhibitor that displays a
greater potency (20- —60-fold) than cyclopamine.

It has been demonstrated previously that cerebellar GCPs
proliferate in response to Hh activation, an effect that can be
inhibited by Smo antagonists (Charytoniuk et al., 2002a;
Romer et al., 2004). To further investigate the antagonist
properties of MRT-83 toward this response, we analyzed its
potency to inhibit rat GCP proliferation in primary culture as
measured by [*H|thymidine incorporation. Increasing con-
centrations of ShhN or SAG to rat GCPs caused a dose-
dependent increase in [*HJthymidine incorporation over
basal level (Supplemental Fig. 1). In these experiments, the
EC;, values for ShhN and SAG were 3.2 + 0.3 and 4.6 + 0.2
nM, respectively. Neither MRT-83 nor cyclopamine (1 pM)
modified significantly the basal level of [*H]thymidine incor-
poration in rat GCPs (data not shown). However, MRT-83
displayed full antagonist properties with an IC;, (~3 nM) for
inhibiting ShhN (3 nM)-induced proliferation of rat GCPs
(Fig. 2C and Table 1). MRT-83 also blocked SAG (0.01 pM)-
induced proliferation of GCPs (IC;, = 6 nM) (Fig. 2C). When
the same experiment was repeated in the presence of a ten
fold higher SAG concentration (0.1 iM), the dose-response
curve was shifted to the right and the IC., for MRT-83 was
increased as expected for a competitive antagonism. MRT-83
resulted in IC;, values of 66 nM under these conditions,
corresponding to an 11 fold IC;, shift, suggesting Smo as the
target of MRT-83 (Fig. 2C). MRT-83 was consistently a better
antagonist than cyclopamine in these tests (Table 1).

MRT-83 Binding to Cells Expressing Mouse and Hu-
man Smo. To further investigate the binding properties of
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MRT-83 to Smo, we analyzed whether it can compete with
BC, which interacts with Smo at the level of its heptahelical
bundle (Chen et al., 2002b). First, we showed that BC bound
to HEK293 cells stably expressing the human Smo (HEK-
hSmo), as determined by fluorescence microscopy and immu-
nostaining for the Smo protein (Supplemental Fig. 2),
whereas BC did not bind to HEK293 cells not transfected
with human Smo (data not shown). Then, the cells were
incubated with 5 nM BC for 2 h in the presence or absence of
various concentrations of MRT-83. At the end of the incuba-
tion, the cells were fixed and counterstained with DAPIL.
MRT-83 blocked BC binding to HEK-hSmo cells in a dose-
dependent manner with an IC;, of 4.6 nM (Fig. 2, D and E,
and Table 1). We also conducted similar experiments in
HEKZ293 cells transiently transfected for expression of mouse
Smo as described previously (Manetti et al., 2010). MRT-83
abrogated BC binding to cells expressing mouse Smo with an
IC,, of 14 nM (Table 1), which was in good correlation with
its IC;, in the Shh-light2 and alkaline phosphatase assays
(Table 1). All together, these data demonstrate that MRT-83
is a potent antagonist of human and mouse Smo receptors.
MRT-83 Does Not Block Wnt Signaling. Smo presum-
ably belongs to the family of GPCRs and displays the highest
homology with the serpentine Frizzled receptors that are
responsible for Wnt signaling (van Amerongen and Nusse,
2009). To further investigate the potential activities of
MRT-83 toward the Wnt pathway, we subsequently evalu-
ated the ability of MRT-83 to modulate Wnt signaling in
HEK293 transiently transfected with a Tcf/Lef-dependent
Firefly luciferase reporter together with an R. reniformis
luciferase control reporter (Fig. 3). Tcf/Lef-dependent lu-
ciferase activity was stimulated (around 40 times the basal
level) in these cells when they were cotransfected with a
Wnt3a plasmid compared with a control plasmid. This activ-
ity was completely blocked by the Wnt antagonist IWR1 (10

SAG, 0.1 pM

Fig. 2. MRT-83 inhibits Hh pathway activation in cell-
based assay and BC binding to human Smo. A to C, activity
of MRT-83 on ShhN-induced Gli-dependent luciferase ac-
tivity in Shh-light2 cells (A), SAG-induced differentiation
of C3H10T1/2 cells (B), and ShhN and SAG-induced prolif-
eration of rat cerebellar GCPs (C). Inhibition curves were
generated using increasing concentrations of MRT-83 in
the presence of ShhN (5 nM; A) or (3 nM; C, A), SAG (0.1
pM) (B and C, [)), or SAG (0.01 pM) (C, @). The values are
expressed as a percentage of the maximal response induced
by ShhN or SAG, respectively. D, HEK-hSmo cells stably
expressing human Smo were incubated with BC (5 nM)
alone (Control) or in the presence of increasing concentra-
tions (nanomolar) of MRT-83. BC binding (green) is visu-
alized using fluorescence microscopy in a representative
field (100-150 cells are shown; scale barm 50 uM). E, the
concentration-response curve for MRT-83 was obtained by
quantification of the BC fluorescence in three photographs
for each coverslip as described under Materials and Meth-
ods. The values are expressed as percentage of the fluores-
cence detected in control HEK-hSmo cells incubated with
BC alone. The data are representative of independent ex-
periments (n = 3-10) and are the means * S.E.M. of
triplicates (A and E) or quadruplicates (B and C).
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TABLE 1

Compared activities of MRT-83 and cyclopamine in different cell-based

assays

ICj, values of the compounds were determined on Gli-dependent luciferase reporter
activity induced by ShhN (5 nM) in Shh-light2 cells (1); AP activity induced by SAG
(0.1 M) in C3H10T1/2 cells (2); Proliferative activity of cerebellar GCPs induced by
ShhN (3 nM) determined by [*H]thymidine incorporation (3); BC binding to HEK293
cells stably expressing human Smo (hSmo) (4); or transiently expressing mouse Smo
(mSmo) (5). Data are the means *= S.E.M. of at least three independent experiments.

I( ‘.')0

BC Binding

Shh-Light2 C3HI0TI2  Gope (3)
(1) (2) gt
hSmo (4) mSmo (5)
nM
MRT-83 156+ 2 10+2 29+05 46+07 14+2
Cyclopamine 300 =50 620 =30 100 * 6 64 17 50=*=10

pM), as expected (Chen et al., 2009). However, MRT-83 (5
M) did not modify significantly the basal level or the Wnt3a
Tef/Lef-dependent luciferase activity (Fig. 3).

Smo Trafficking at the Primary Cilium Is Inhibited
by MRT-83. Smo activation was recently proposed to require
a two-step mechanism including the accumulation of Smo at
the primary cilium followed by an essential second activation
step. These steps can be pharmacologically separated
through the use of selective inhibitors and might be crucial
for Smo antagonist efficacy (Rohatgi et al., 2009). To further
examine the mechanism of action of MRT-83, we investigated
the ability of MRT-83 to modulate the trafficking of endoge-
nous mouse or human Smo to the primary cilium of
C3H10T1/2 or of NT2 cells that derive from a pluripotent
human testicular carcinoma (Fig. 4 and Supplemental Fig.
3). In basal culture conditions, Smo was not detected at the
primary cilium visualized by the acetylated tubulin positive
signal in both cell lines (Fig. 4A, and Supplemental Fig. 3A).
After treatment with the Smo agonist SAG (1 uM) for 18 h,
Smo accumulation was induced at the primary cilium as
shown by the colocalization of acetylated tubulin and Smo-
positive immunolabelings. This effect was blocked when the
cells were incubated in the presence of MRT-83 (5 uM),
whereas this compound did not promote Smo-positive signals
at the primary cilium when it was administered alone. Under
the same experimental conditions, cyclopamine (5 pM) was
as effective as SAG (1 puM) for inducing accumulation of
Smo-positive signals at the primary cilium, as evidenced in
C3H10T1/2 cells (Supplemental Fig. 4, A and B), which is in
agreement with its ability to promote Smo trafficking

25 W - Wnt3a
M+ Wnt3a

Relative reporter
activity (AU)

- - N

o (4] o

]

*kk

0 Control MRT-83 IWR1

Fig. 3. MRT-83 does not block Wnt signaling. HEK293 cells were tran-
siently transfected with plasmids containing Tef/Lef-Luciferase reporter
and R. reniformis luciferase control and, as indicated, with Wnt3a.
MRT-83 (5 pM), IWR1 (10 pM), or vehicle (DMSO) alone was added into
the medium 1 h after transfection, and luciferase activities were mea-
sured 48 h later. The values are expressed as arbitrary units (AU). The
data are representative of independent experiments (n = 3) and are the
means * S.E.M. of quadruplicates. ##x, p < 0.005.
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in other cells (Rohatgi et al., 2009). Thus, these data demon-
strate that MRT-83 abrogates Smo ciliary translocation pro-
moted by SAG.

MRT-83 Inhibits Shh Signaling in the Subventricu-
lar Zone of the Lateral Ventricle. The SVZ bordering the
lateral ventricle (LV) constitutes one of the main neurogenic
areas of the brain. Shh, Ptc and Smo have been identified
within this niche (Charytoniuk et al., 2002b; Ahn and Joyner,
2005; Palma et al., 2005; Angot et al., 2008). It offers a
convenient in vivo model to analyze Hh pathway regulation
as previously shown by the up-regulation of Ptc transcription
after the intracerebroventricular injection of ShhN (Chary-
toniuk et al., 2002b; Loulier et al., 2006). To test further
whether MRT-83 was able to modulate this well character-
ized Hh-associated response in vivo, we performed stereo-
taxic injections of ShhN in the presence or in the absence of
MRT-83 into the LV of adult mice as described under Mate-
rials and Methods. We investigated also the effect of MRT-36,
a compound structurally related to MRT-83 but without sig-
nificant activity toward Smo (Supplemental Fig. 4). As ex-
pected, a strong induction of Pte transeription visualized by
intense ISH-associated signals was observed in the SVZ of
animals injected with ShhN alone compared with vehicle-
treated animals (Fig. 5, B and C), which was further con-
firmed by quantification of Ptc™ cells (vehicle, 5.1 + 2.2;
ShhN, 30 += 4 Ptc™ cells/section; total number of counted
slices, n = 10) (Fig. 5F). Animals treated with ShhN in the
presence of MRT-83 were as healthy as those of the other
groups but up-regulation of Ptc transcription in the SVZ of
these animals was no longer observed in agreement with a
complete inhibition of ShhN-mediated effects (8.7 + 2.4 Ptc™
cells/section, n = 9) and was not different from vehicle-me-
diated effects. Conversely, the coinjection of MRT-36 did not
alter ShhN-induced Ptc transcription in a significant manner
(23 + 4 Pte™ cells/section, n = 8; Fig. 5, D-F). Ptc expression

- SAG + SAG
tubulin Smo merged tubulin Smo
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hud
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Fig. 4. MRT-83 abrogates Smo translocation to the primary cilium. NT2
cells untreated or treated with SAG (1 pM) alone or in the presence of
MRT-83 (5 uM) were stained with antibodies against endogenous Smo
(green), acetylated tubulin (red), and DAPI (blue). A, in the absence of
SAG, Smo is not detected at the cilium. Cell exposure to SAG induces Smo
trafficking to the cilium as identified by immunofluorescence, which is
abolished by MRT-83. MRT-83 by itself does not induce Smo trafficking to
the primary cilium. B, quantification of the percentage of Smo-positive
cilium after treatment with the indicated compounds for 18 h. Values are
the means of three to four independent experiments = S.E.M. s###, p <
0.005.
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profile in the MS was not altered by vehicle or ShhN injection
in the SVZ or by the coinjection of Shh with MRT-36 or
MRT-83 (Fig. 5, B-E, bottom panels; Fig. 5G). These data
demonstrate that MRT-83 antagonizes Shh-mediated path-
way activation in vivo in the SVZ.

Pharmacophoric Model of MRT-83. We have recently
built a pharmacophoric model of Smo antagonists constituted
by six features represented by three hydrogen bond acceptor
groups and three hydrophobic regions (Manetti et al., 2010).
MRT-83 features the following structural elements: an elec-
tron-rich phenyl ring (3,4,5-trimethoxy-substituted) linked
through an acylguanidine function, to a second phenyl bear-
ing a phenyl carbamoyl residue (Fig. 6). Superposition of
MRT-83 to the model shows a perfect fit between the chem-
ical portions of the inhibitor and the pharmacophoric fea-
tures. In fact, the fit value, describing the complementarity
between chemical portions of MRT-83 and the features of the
model, is 5.2 of a maximum value of 6.0 (a six-feature phar-
macophoric model allows, by definition, a maximum fit value
of 6.0). The oxygen atom of one of the methoxy groups maps
HBA1, whereas the oxygen atoms of the carbonyl moieties

A

Injection site

Treatment  Analysis
L
DO D2

Vehicle ShhN + MRT-83

By, . w G
5 o
= 30 3
g §100
] 20 2
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%)
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0 0
ShhN - + + + ShhN - + + +
MRT-36 - - + - MRT-36 - = + =
MRT-83 - - - + MRT-83 - - - +

Fig. 5. MRT-83 antagonizes Shh signaling in vivo. A, scheme of the
experimental protocol. B to E, MRT-83 but not MRT-36 antagonizes the
up-regulation of Pte transcription induced by ShhN in vivo in the SVZ of
the LV. B to E, ISH experiments visualize Ptc-expressing cells (dark blue)
on coronal brain sections (B-E) from control mice injected with vehicle (B)
and from animals that have received ShhN (0. 9 ug) alone (C) or in the
presence of MRT-36 (110 ng; D) or MRT-83 (200 ng; E). B to E, bottom,
show the corresponding MS area where the pattern of Ptc expression is
not modified. Quantification of the number of Ptc-expressing cells in the
SVZ (F) or MS (G) for each experimental condition. Data are the means *
S.E.M. from five or six mice per group. *, p < 0.05; ##x, p < 0.005. Scale
bars, 200 pm.

correspond to HBA2 and HBA3. Each of the hydrophobic
regions is mapped by a phenyl ring of MRT-83. The fact that
the pharmacophoric model is fully superposable to MRT-83
correlates with the high potency found for this compound.

Discussion

In this study, we have reported the functional activity and
the mechanisms of action of MRT-83, a potent acylguanidine
that belongs to a novel family of Smo antagonists. The Hh
pathway plays a major role in stem cell maintenance both
during embryogenesis and in adult tissues, and perturba-
tions of this pathway have been associated with human dis-
eases, including a diverse set of cancers. The Smo receptor is
an essential element in Hh signaling and Smo has been
proposed as a molecular target for the action of antagonists
aimed at blocking the Hh pathway in those cancers (Beachy
et al., 2004; Scales and de Sauvage, 2009; Barakat et al.,
2010; Peukert and Miller-Moslin, 2010).

The small-molecule inhibitor GDC-0449 holds great prom-
ise for treating metastatic BCC and medulloblastoma driven
by mutations in the Hh pathway as well as several Hh-
dependent cancers not linked to Hh pathway mutations
(Scales and de Sauvage, 2009). However, a Smo mutation
(D473H) arising within the sixth putative transmembrane
domain of Smo and disrupting the ability of GDC-0449 to
bind Smo was found in the tumor of a patient with medullo-
blastoma who had relapsed after an initial response to the
drug (Rudin et al., 2009; Von Hoff et al., 2009). A Smo
mutation occurring at a homologous position in mouse Smo
was also observed in a GDC-0449-resistant mouse model of
medulloblastoma (Yauch et al., 2009). Therefore, the devel-
opment and characterization of novel Smo antagonists have
valuable therapeutic interests.

Using a pharmacophoric model-based virtual screening
strategy, we have recently reported the identification of the
acylthiourea MRT-10 and the acylurea MRT-14 as members
of novel families of Smo antagonists (Manetti et al., 2010).
These new leads have rapidly allowed us to develop a new
series of Smo inhibitors with high potency to which MRT-83

Fig. 6. Pharmacophoric model of MRT-83. Graphical representation of
MRT-83 fitted to the proposed pharmacophoric model for Smo antago-
nists. Chemical features of MRT-83 are able to perfectly map all the
features of the model. Features are color-coded: cyan, hydrophobic re-
gions (HY1-3); green, hydrogen bond acceptor groups (HBA1-3). Each of
the HBA features is constituted by two green spheres: the smaller is filled
by the hydrogen bond acceptor atom of the inhibitor, and the larger
sphere is located at the end of a vector and represents the region at which
the corresponding hydrogen bond donor group of the receptor counterpart
should be located. The atoms are color-coded: gray, carbon; white, hydro-
gen; red, oxygen; and blue, nitrogen.
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belongs (this work and data not shown). MRT-83 perfectly
fits with the proposed pharmacophoric model for Smo antag-
onists that we have recently proposed. With respect to
MRT-10 or MRT-14, MRT-83 features the following struc-
tural differences: 1) a guanidine replaces the thiourea or urea
functions; 2) a methyl residue is introduced in the central
phenyl ring; and 3) the lateral amide is formed with biphe-
nylcarboxylic acid. These discrete structural differences may
account for the increased potency of MRT-83 observed in
various in vitro Hh-based assays (Manetti et al., 2010). It is
noteworthy that MRT-83 inhibits BC binding to human Smo
and ShhN-mediated proliferation of GCPs with a nanomolar
potency similar to that of GDC-0449 (Robarge et al., 2009).
Therefore, MRT-83 seems to be one of the most potent Smo
antagonists known so far. Within the family of GPCRs, cross-
talk pharmacology between members displaying significant
homology has been observed, such as between the calcium-
sensing receptor and the related GPCRC6A receptor (Faure
et al., 2009; Rosenbaum et al., 2009). Because Smo displays
the highest amino acid homology with the Frizzled receptors
(van Amerongen and Nusse, 2009), it was of interest to fur-
ther investigate the specificity of MRT-83 toward the Wnt
pathway. Our experiments demonstrate that MRT-83 did not
display significant agonist or antagonist Wnt signaling activ-
ity evaluated by a Tcf/Lef dependent luciferase assay. These
data indicate that MRT-83 should be a valuable tool for
investigating Hh signaling mechanisms in cell culture or
tissues where both pathways are functional.

The existence of multiple binding sites for both Smo ago-
nists and antagonists might underlie for the diversity of
actions of Smo positive and negative modulators. For exam-
ple, the agonist SAG and the antagonist cyclopamine binding
sites are overlapping but not identical (Chen et al., 2002b).
Radioligand binding analysis with tritiated SAG derivatives
also revealed that the antagonist SANT-1 binds in a manner
consistent with that of an allosteric modulation (Rominger et
al., 2009). Itraconazole, an antifungal compound, has been
shown to inhibit Hh signaling and to act on Smo at a site
distinct from cyclopamine (Kim et al., 2010). Whether the site
of action of glucocorticoid-derived Smo agonists is overlap-
ping with one of the above-mentioned sites is not yet known
(Wang et al., 2010). Here, we have shown that MRT-83 ab-
rogates BC binding to mouse and human Smo and sup-
presses the accumulation of Smo at the primary cilium in-
duced by Hh pathway activation, whereas cyclopamine by
itself induces Smo trafficking at the primary cilium in vari-
ous cell lines (Supplemental Fig. 3 and Rohatgi et al., 2009;
Wang et al., 2009; Wilson et al., 2009). Therefore, it might be
anticipated that MRT-83 interacts with Smo. Further exper-
iments should investigate the site of MRT-83 binding on the
receptor.

It is noteworthy that primary cilia are present on human
BCC and medulloblastoma and can both mediate and sup-
press Hh-dependent tumorigenesis (Han et al., 2009; Wong
et al., 2009). Moreover, the presence of primary cilium in
specific variants of human medulloblastomas is also informa-
tive from a therapeutic point of view. Thus, ciliated medul-
loblastomas with high Hh signaling might be susceptible to
treatments that target primary cilium (Han et al., 2009).
Smo activation and its regulation by Hh signaling and by
small molecules at the level of the primary cilium have been
proposed as a key step in tumorigenesis-dependent processes
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but are still not sufficiently studied (Scales and de Sauvage,
2009). It has been proposed that Smo activation requires first
its translocation to the primary cilium, which is then fol-
lowed by a second activation step. Thus, Smo inhibitors have
been classified into at least two families of compounds.
Sant1-like molecules that would block Smo trafficking to the
primary cilium and cyclopamine-like molecules that would
affect Smo activation process within the cilium (Rohatgi et
al., 2009). The Smo™? mutation has been associated with
BCC and a Smo™? protein is equally distributed in the cyto-
plasm and in the primary cilium of transfected cells (Rohatgi
et al., 2009). It is noteworthy that the Smo™? protein is less
sensitive to cyclopamine than WT Smo, whereas Sant1 in-
hibits both proteins with similar potency (Chen et al., 2002a).
It has been anticipated that Smo™>-like mutations that
might arise from drug treatment in the clinic will therefore
be more sensitive to the Santl-like family of molecules than
to the cylopamine-like family of molecules.

Our current work indicates that MRT-83 blocks trafficking
to the primary cilium of both endogenous mouse and human
Smo expressed in C3H10T1/2 cells or on human pluripotent
testicular carcinoma cells. Thus, this Smo inhibitor falls into
the SANT-1-like family of molecules. Further studies should
clarify the molecular and biochemical mechanisms underly-
ing the resistance to Smo inhibitors, particularly at the level
of the primary cilium in normal and cancer cells.

Cyclopamine blocks Hh signaling by directly binding Smo
and slows down the growth of tumors in various animal
models (Beachy et al., 2004; Scales and de Sauvage, 2009).
When applied in vivo, cyclopamine also inhibits stem cell
proliferation in the adult SVZ (Palma et al., 2005). However,
it was recently proposed that cyclopamine and another un-
related Smo antagonist may have nonspecific off-target ef-
fects on cell growth (Yauch et al., 2008). Thus, it was of
interest to further investigate the ability of MRT-83 to mod-
ulate Hh signaling in vivo. We have previously observed that
direct infusion of Shh into the LV of rodent brain induced a
rapid Ptc transcription in the SVZ, indicating that Hh path-
way is activated in this neurogenic area (Loulier et al., 2006).
In the present study, such Ptc transcription was also ob-
served 2 days after Shh infusion in the LV, as identified by
the strong ISH signals detected in the cells located through-
out the SVZ of treated animals, whereas such signals were
not present in control animals. These signals were not ob-
served in the SVZ areas of brain sections from animals
treated with MRT-83 but were present when animals were
treated with MRT-36, a molecule sharing structural homol-
ogy with MRT-83 but not harboring Hh pathway inhibitory
or stimulatory properties (Supplemental Fig. 4). ShhN injec-
tion was not accompanied by up-regulation of Ptc transerip-
tion in the adjacent septum in agreement with previous work
(Charytoniuk et al., 2002b) and Ptc expression profile in this
area was not modified either by the coadministration of
MRT-83 or MRT-36 with ShhN. All together, these data
demonstrate that MRT-83 is a potent antagonist of ShhN-
induced up-regulation of Ptc transcription in the SVZ. Both
Smo and Ptc are expressed in cells located in the SVZ (Angot
et al., 2008). Thus, because MRT-83 is a potent Smo inhibitor
in various in vitro-based assays, Hh pathway inhibition in
the SVZ may reflect Smo blockade in this neurogenic area.

Blocking the Hh pathway seems to be a promising ap-
proach for the treatment of various types of cancers. There-
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fore, understanding the mode of action of Smo inhibitors as
well as delineating their pharmacological and functional
properties is an important goal for further development of a
new class of therapeutic molecules in oncology. Thus, MRT-
83, which is a novel potent Smo antagonist belonging to a
acylguanidine family of molecules, should be a valuable tool
for further investigating the mode of action of Smo inhibitors
and for characterizing Smo functions both in vitro and in
Vivo.
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Résumé de Particle Solinas et al, 2011, en préparation.

La structure tridimensionnelle du récepteur Smo n’étant pas disponible, la stratégie que
nous avons choisie pour le développement de nouveaux ligands de ce récepteur est le criblage
virtuel de banques de molécules aprés génération d’un modele pharmacophorique, puis
I’optimisation des molécules identifiées grace a des études de relations structure-activité. Les
deux premiers articles dérives de ce travail décrivent les tétes de listes des molécules appartenant
a 3 series chimiques : acylthiourée (MRT-10), acylurée (MRT-14) et acylguanidine (MRT-83).
Ce troisiéme article est focalisé sur 1’optimisation des molécules dérivées des acylthiourées et
acylurées afin d’accroitre leur affinité sur le récepteur Smo. La conversion de la fonction
acylthiourée en acylurée correspondante a permis d’augmenter 1’affinit¢é d’un facteur 6. Par
ailleurs, I’utilisation de dérivés acylurées vient d’étre rapportée comme inhibiteurs de 1’enzyme
glycogeéne phosphorylase humaine et de 1’autophosphorylation du PDGF, mais aussi comme
activateurs de glucokinases (Furuta et al., 2006 ; Haynes et al., 2010; Klabunde et al., 2005 ).
Les composés MRT-10 et MRT-14 sont donc des molécules de structure intéressante a partir
desquelles nous avons réalisé une étude structure-activité afin d’améliorer les propriétés

pharmacologiques des composés initiaux vis-a-vis de la voie Hh.

Ainsi, nous avons synthétisé des séries de composés dérivés de deux familles chimiques
possedant une fonction thiourée ou urée. Les composés ont été testés in vitro sur le modele basé
sur la mesure de 1’activité du rapporteur Gli-luciférase induite par le ligand Shh. Un dérivé
acylthiourée, le composé 60 présentant un groupement méthyl sur le cycle aromatique central et
un groupement phényl sur sa partie droite, posséde une affinité plus de 10 fois supérieure a celle
du MRT-10 (Clso: 0,041 pM). Les relations structure-activité que nous avons établies
conduisent aux conclusions suivantes : I’intégrité du triethoxybenzoyl situé sur la partie gauche
de la molécule est importante, de méme que la présence d’un méthyl sur le cycle aromatique
central et celle d’un biphényl sur la partie droite de la molécule. La conversion de la fonction
thiourée du composé 60 en urée dans le composé 71 induit de nouveau un gain d’affinité avec
une valeur de Clsode 13 nM déterminée dans le test utilisant le rapporteur Gli-luciférase et
proche de celle du composé GDC-0449 testé en clinique (CI50= 10 nM). Les affinités des
composés 60 et 71 ont ensuite été déterminees dans les autres tests cellulaires disponibles in vitro

et les valeurs obtenues ont eété comparées a celles precédemment determinées pour MRT-10,
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.

MRT-14, cyclopamine, Cur61414 et GDC-0449. Les composés 60 et 71 inhibent la
différenciation ostéoblastique des cellules mésenchymateuses C3H10T1/2 induite par 1’agoniste
SAG avec des Clsg respectives de 6 et 9 nM. lls bloquent la prolifération des précurseurs des
cellules granulaires du cervelet de raton induite par 3 nM de la protéine recombinante ShhN avec
des affinités 20 a 60 fois supérieures a celles des composés MRT-10, MRT-14, cyclopamine ou
Cur61414. Enfin, ils inhibent la liaison de la BODIPY-cyclopamine ((Chen et al., 2002a) au
récepteur Smo humain de maniére dose-dépendante et avec des affinités respectives de 63 et 24
nM.

L’ensemble de ces résultats rapporte donc la synthése et la caractérisation de nouvelles
séries de molécules a fonction acylurée et acylthiourée. Plusieurs composes sont de puissants
antagonistes de la signalisation Hh, interagissant avec le récepteur Smo et dont la forte affinité
pour le récepteur humain suggeére qu’ils puissent servir d’outils originaux pour I’analyse

pharmacologique de la voie Hh et constituer de potentielles molécules antitumorales.
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Abstract

The seven transmembrane receptor Smoothened (Smo) is the major component involved in the
transduction of the Hedgehog (Hh) signaling pathway. After ligand-based virtual screening, an
acylthiourea was identified as a Smo antagonist and a variety of analogous compounds were
prepared and the structure optimized. Two of the most active molecules (compound 60 and its
acylurea derivative, compound 71) displayed ICs¢s in the nanomolar range with respect to the
inhibition of the Hh signaling pathway in various cell-based assays and of Bodipy-cyclopamine
binding to human Smo. The biological data were comparable to those of GDC-0449, currently in
clinical trials for treating various cancers. Thus, these two MRT-10 series of molecules might be
the basis to further develop novel lead compounds for blocking Smo and potential anticancer
agents.
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From virtual screening X=S§, ICgo = 0.041 £ 0.002 uM
ICsp =0.65 £0.15 uM X =0, ICs =0.013 £0.003 uM
Abbreviations

Hh, Hedgehog; Ptc, Patched; Smo, Smoothened; Shh, Sonic Hedgehog; Gli, Glioma-associated
oncongene homologue; AcTU, acylthiourea; AcU, acylurea; GCP, granule cell precursors; BC, Bodipy-
cyclopamine; h, hour; rt, room temperature; mw, microwave.
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Introduction

The Hedgehog (Hh) signaling pathway is
an essential embryonic signaling cascade that
regulates stem and progenitor-cell
differentiation in multiple developmental
processes. The pathway is also functional in
various adult tissues including brain where its
roles are beginning to be explored thanks to the
development of genetic and pharmacological
tools."* In mammals, the three Hh homologous
proteins Sonic Hh (Shh), Desert Hh (Dhh) and
Indian Hh (Ihh) are present. They differ in their
tissue distribution and temporal expression and
mediate their activity via a receptor complex
associating two transmembrane proteins,
Patched (Ptc) displaying a transporter-like
structure and Smoothened (Smo), presumably
belonging to the G protein-coupled receptor
family.” The repression exerted by Ptc on Smo
is relieved when Hh ligands bind Ptc, which
leads to a complex signaling cascade involving
the transcription factors of the Glioma-
associated oncogene (Gli) family and to the
activation of target genes including Ptc and Gli
themselves.*”

Interruption of Hh signaling during
embryogenesis can lead to severe developmental
defects including holoprosencephaly.*®” On the
other hand, uncontrolled activation of the Hh
pathway in adults has been associated with the
development of several cancers. Mutation-
driven Hh reactivation generates basal cell
carcinoma and medulloblastoma, whereas
alterations in the ligand balance have been
associated with onset of pancreatic carcinoma,
stomach, oesophageal, colorectal, prostate,
breast and liver cancers."”® The natural and
teratogenic compound cyclopamine blocks Hh
signaling by directly binding Smo and slows
down the growth of tumors in various animal
models *” thus validating Smo as a therapeutic
target in the treatment of Hh-related diseases.
Recently, several highly potent Smo antagonists
have been described.'”'? The small-molecule
inhibitor GDC-0449, actually in clinical phase,"
holds great promise for treating
medulloblastomas driven by mutations in the Hh
pathway as well as several Hh-dependent

) 1) . o o
cancers.” "2 However, a Smo mutation arising

within the sixth putative transmembrane domain
of Smo and disrupting the ability of GDC-0449
to bind Smo, was found in the tumor of a
metastatic form of medulloblastoma from a
patient who had relapsed after an initial
response to the drug.'*"” A Smo mutation
occurring at a homologous position in mouse
Smo was also observed in a GDC-0449-resistant
mouse model of medulloblastoma.'®

Therefore, new ligands are required for
characterizing Smo pharmacology in vitro and
in vivo and proposing improved drugs for cancer
therapy. As a three-dimensional structure of
Smo is not yet available, one of the strategies
for ligand discovery relies on the screening of
large libraries of compounds and subsequent hit
optimization. The identification of potent Smo
antagonists such as Cur61414 or Z™ is the
result of those efforts.'’

Interested in identifying new small
molecule inhibitors of the Hh pathway, we
developed a ligand-based pharmacophore
starting from a set of active described
compounds and carried out a virtual screening
of commercial libraries.'” This approach led us
to identify the acylthiourea (AcTU) MRT-10
(Figure 1, X = S) which displayed micromolar
range antagonist potency in various Hh assays
(ICso = 0.65 uM on a Gli-luciferase dependent
assay, entry 1, Table 1). Interestingly, the simple
transformation of the thiourea function into the
corresponding  acylurea  (AcU)  produced
compound MRT-14 which showed an increased
inhibition potency (ICso= 0.16 uM on the same
test, entry 1, Table 4). Both compounds feature
the following structural elements: an electron
rich phenyl ring (3,4,5-trimethoxy substituted)
linked, through an urea-type function, to a
second phenyl bearing an aryl carbamoyl
residue (Figure 1) with a bent shape around the
central 1,3-bis-amino phenyl pattern as the
global geometry.

Whereas thiourea derivatives have shown
some benefits for the treatment of solid
tumors,'® AcU compounds, originally developed

2
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as insecticides, displayed interesting antitumor
activities as shown during a random screening."”
More recently, AcUs have been identified as
inhibitors ~ of  human  liver  glycogen
phosphorylase® and Platelet-Derived Growth
Factor receptor autophosphorylation,”' but also

=0

Iz

MeO

MeO
MeO

LZ

core

as glucokinase activators.”* Therefore, MRT-10
and MRT-14 could be considered as viable hits
and a chemical program, focused on the
synthesis of analogues, was developed in order
to explore the structure-activity relationship of
these compounds.

O

o

—

MRT-10 X = S; MRT-14 X = O

Figure 1. Exploration the left (L), core, and right (R) regions of the reference molecules MRT-10 and MRT-14.

Results and Discussion

The only structural difference between
MRT-10 and MRT-14 is the nature of the
central urea function: thiourea versus urea.
Consequently, for synthetic convenience, we
prepared first a series of thioureas further
transformable into the corresponding ureas by
standard methods.

Chemistry. The targeted AcTU’s were
obtained via a classical and convergent
sequence. First the transient acyl isothiocyanates
were obtained by the reaction of selected
acylchlorides with ammonium isothiocyanate as
partner, the subsequent reactions with different
anilines gave the final adducts (Schemes 1 and
2). At first, aroyl-anilines 2a-i, 4a-1, 6a-e, 8a-j,
14-18 were obtained from the corresponding
1,3-nitroanilines (la-i, 3a-l, Sa-e, 7a-j, 9-13)
(Scheme 1) either prepared following literature
indications or purchased directly. In general the
reduction of the nitro function into amine was
performed by transfer hydrogenation with
ammonium formate over Pd/C under microwave
dielectric heating.” This transformation worked
efficiently except when a halogen atom was

present in any of the two aromatic rings. In
these cases, the reduction was performed with
SnCly/HCl /EtOH at 60°C* leading to the
corresponding anilines in good yields (Scheme
1).

Then, acylchlorides A-I (commercially available
or prepared from acid and oxalyl chloride) were
reacted with ammonium isothiocyanate® to give
the intermediate aroyl isothiocyanates (Scheme
2). Further addition of anilines 2a-i, 4a-l, 6a-e,
8a-j, 14-18 followed by 1.5 h of reflux in
acetone gave AcTU’s 19-66 in good to
acceptable yields (Scheme 2). Selected AcTU’s
22, 23, 29, 31, 38, 40, 45, 64, 66 were then
transformed into the corresponding ureas by
oxidation in the presence of CuCl /MeCN and
NaOH under microwave heating, a method
adapted from reports dealing with oxidation of
thioamides and thioureas into the corresponding
amides and ureas.”**’ This method proved to be
the most affordable to produce the different
AcU’s 67-76 in acceptable yields (Scheme 2).
All the products were finally isolated as solid
compounds and purified by crystallization in
EtOH or i-PrOH.
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Scheme 1. Preparation of anilines 2a-i, 4a-1, 6a-¢, 8a-j, 14-18. Conditions and reagents: i. HCO,NH,, Pd/C, MeOH, reflux or

SnCl,, HCI, MeOH.
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R COCl  A):R®=R®=R7=0Me; F): 2-OMe, R® =RE =H, R” = OMe;
I;/ B): R®=R7 =OMe,R® =H; G):R5=R® =R7 = OEY;

R . .
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Scheme 2. Synthesis of thioureas and ureas: conditions and reagents: a) i. NH,SCN, acetone, reflux; ii. Addition of anilines
2a-i, 4a-1, 6a-e, 8a-j, 14-18, acctone, reflux. b) CuCl, NaOH, CH;CN microwave irradiation. R’, R®, R”and U are referring to
the appendages explicated in the formulas at the top of the following Tables.
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Biological activity. For structure optimization,
the hit molecules were divided in 3 zones (L,
core and R) as reported in Figure 1. Compounds
19-76 were tested for their inhibitory properties
in a luciferase reporter assay using Shh as the
ligand and Shh-light2 cells, that are NIH3T3
cells stably transfected with a Gli-dependent
firefly luciferase reporter widely used for
characterizing Hh inhibitors.”* They were also
tested as inhibitors of the differentiation of the
mesenchymal pluripotent C3H10T1/2 cells into
alkaline  phosphatase—positive  osteoblasts

induced by the Smo agonist SAG.**° In Table
1, the impact on the biological activity of some
discrete variations on the L region of the hit
molecule is reported. We decided to maintain an
electron-rich aromatic ring with the presence of
alkoxy residues. Indeed, variations in the
number and the position of the alkoxy
substituents on the phenyl ring affected the
biological activity. Removal of one methoxy,
independently from the position, resulted in a
contrasted impact on the Hh pathway inhibition.

Table 1. Modifications at the L (left) region of the MRT-10 hit structure.

19: R5=R7= OMe, Ré = H;

23: 2-OMe, R5 = R” = H, R® = OMe.
20: R5 = R” = OMe, R® = OEL, 24: R5=R%=R" = OEt;

21: R5=R®=OEt, R7=0OMe;  25: R®%R®=-0CH;CH,0-, R”=H;
22: R7 = OMe, RS RS = -OCH,0-; 26: R®=R%=OMe, R7=H

Shh-light2, (Shh 5 nM) C3HI0T1/2, (SAG 0.1 uM)

Entry Compound Inhibition, %' Inhibition, %" ICsp, UM
1 MRT-10 96 £ 1 96+ 4 09+0.2
2 19 84 £8 82=x1 19+£0.2
3 20 99 +£2 94+£5 0.6x0.1
4 21 100 £ 1 82+8 0.8+0.2
5 22 92 +2 85x11 1.1 £0.6
6 23 34+4 60+13 41+03
7 24 100 £2 96+ 2 0.8=+0.1
8 25 inactive nd nd
9 26 718 45+ 8 nd

LAt 3 uM; TAL10 uM; mean £ SEM; n > 3 for all data; nd: not determined
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For example, the removal of the methoxy
in the para position was less detrimental than the
removal in the meta position which produced a
significant drop in the biological activity
(compounds 19, 23 and 26, entries 2, 6 and 9,
Table 1). The introduction of one, two or three
EtO- in the place of the MeO- group (20, 21, 24)
resulted in a limited enhancement of the
inhibition (entries 3, 4 and 7, Table 1).
Interestingly, the triethoxy aroyl group in
compound 24 is also present in SANT-2, a
known Hh antagonist.”’ The replacement of the
two methoxy groups with a dioxolane ring gave
compound 22 (entry 5, Table 1) with a
decreased activity. Surprisingly, the introduction
of a dioxane cycle at the same position produced
a completely inactive compound (25 entry 8).
From those data, it appears that the 3.4,5-
trimethoxybenzoyl fragment remains the most
contributive for the L region with respect to the
activity of the molecules. Therefore this
chemical feature was maintained unchanged in
all the following compounds. The influence of
structural modifications at the R region of the
hit molecule is reported in Table 2. The
presence of an aromatic ring in this part of the
molecule was required to maintain the inhibition
as demonstrated by the low inhibitory properties
observed for the cyclohexyl 36 or the isopropyl
38 derivatives (entries 11 and 13, Table 2) or by
the presence of thiophene 37 or furan 41 groups
(entries 12 and 16 respectively, Table 2).

Introduction of a methoxyl fragment as in
27-29 (entries 2-4) or a chlorine atom as in 30-
31 (entries 5 and 6) at various positions on the
phenyl ring have a slightly detrimental effect on
the biological activities with respect to the
reference compound (entry 1). The presence of a
trimethoxy phenyl group in the R zone (as in
compound 33) was accompanied by a decrease
of inhibition in the two assays (entry 8) and
discouraging results were also obtained with the
pyridine moiety 35 and with the 1- and 2-
naphtalenoyl compounds 39-40 (entries 10, 14
and 15 respectively). On the other hand, a major
improvement in the inhibition properties was
observed with the introduction of a second
phenyl ring in para position. The biphenyl

derivative 32 showed a more than 10-fold
improvement of the ICsy in both assays (entry
7). The further introduction of a fluorine atom in
the para position of the biphenyl ring 34 did not
modify the inhibition (entry 9). When the
second ring was alicyclic (as for compound 42)
the inhibition dropped (entry 17). However, if
the biphenyl structure is maintained, the
replacement of the amide bond with a urea
group afforded compound 44 with only a slight
decrease in the inhibition observed in the two
assays (entry 19). Such a replacement
(compound 43, entry 18) did not greatly modity
the inhibition compared to the hit compound
MRT-10.

Moreover, the replacement of the
benzamide group with an indole fragment led to
compound 45 which displayed a 3-fold
increased inhibitory activity (entry 20) with
respect to the hit compound. Other attempts to
introduce classical indole isosters (compounds
46-49) were less productive (see entries 21-24).
As a conclusion, the biphenyl derivatives 32 and
34 resulted in the most active compounds in this
series. Some conclusions can be drawn from
our preliminary investigations: in the L zone,
the presence of the 3.4,5-trimethoxyaryl frame
1s necessary to maintain the inhibitory potency,
whereas in the R region the introduction of a
biphenyl fragment is beneficial.

Next, the influence of a central aromatic
ring substitution in the core region was explored
and results are reported in Table 3.
Modifications on substituents at R’ and R* were
first investigated. At R, the introduction of a
chloro (50), fluoro (51), or a methyl group (56)
retained the activity (entries 2, 3 and 8) while a
methoxy in the same position (52) decreased the
activity (entry 4). Compound 50 was the best of
this series with a 3-fold improvement in the
inhibitory property with respect to the hit
compound in the Shh-light2 assay. At R’ and
R®, the introduction of substituents did not
afford any increment in the activity (53-54), (see
entries 5, 6, Table 3). Then, the original amide
bond was inverted leading to compounds 62-66
(entries 14-18, Table 3). A significant decrease
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Table 2. Modifications at the R (right) zone of the MRT-10 hit structure.

MeO NN NN MeO NN w
H H H | SR H H
MeD = MaQ
OMe
H

OMe
27 R'=2-OMe; 31 R'=4-C|; 36 W= -NHCO-4-pyridiny;  asw="--—N BW ‘(\N
28 R'=3-OMe; 32 R'=4-Ph; 36 W= -NHCO-cyclohexyl; \\:@ N@
29 R'=4-OMe; 33 R'=3,4,5-OMe; 37 W = -NHCO-2-thienyl; =
30 R'=2-Cl; 34 R'= 4-F Ph. 38 W = -NHCO-i-Pr;

“ ~._N
- N 4BW=
39 W = -NHCO-1-naphtyl; aw Q@ E'?“
N

40 W = -NHCO-2-napthyl;
41 W= -NHCO-2-furyl; OW=""N
42 W = -NHCO-4-morpholino-phenyl; —

43 W = -NHCO-4-phenylamino;
44 W = -NHGONH-(4-Ph)-phenyl.

S
&

Shh-light2, (Shh 5 nM) C3H10T1/2, (SAG 0.1 uM)

Entry Compound Inhibition, %' 1Cs0, pM Inhibition, %" 1Cso, uM

1 MRT-10 96+ 1 0.65+0.15 96 =4 0.9+02

2 27 49+ 14 nd 99 £ 6 20+0.5

3 28 99+ 1 nd 89 +3 20+1

4 29 93+3 nd 85+8 1.6£03

5 30 66+ 11 nd 80+ 12 25+06

6 31 99+ 1 nd 96 +3 0.8+04

7 32 89+ 1 0.09 +0.02 62+3 0.08 £0.01

8 33 37+1 nd 74+7 nd

9 34 97+ 1 0.10+0.02 95+3 0.14 £ 0.06

10 35 67+4 nd 82+8 nd

11 36 14+13 nd 267 nd

12 37 13+£3 nd 60+5 nd

13 38 616 nd 6+4 nd

14 39 04+ 10 nd 63+£9 nd

15 40 24+8 nd 59 =11 nd

16 41 53+1 nd 67+ 12 nd

17 42 90£5 nd 55+2 nd

18 43 78+ 10 nd 104+3 nd

19 44 71+ 10 nd 91 =1 nd

20 45 90+ 4 0.18 +£0.06 102+ 1 0.28 £0.05

21 46 931 0.82 £ 0.006 94 =1 0.55+0.15

22 47 84 =8 nd 60=+17 nd

23 48 92+3 1.1£0.1 98 £ 1 nd

24 49 691 nd 927 nd

VAL3 uM; TAL10 uM: mean £ SEM; n > 3 for all data; nd: not determined
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in the inhibition was observed when comparing
compounds 62 (inverted amide bound, entry 14)
and 50 (original amide bound, entry 2) where
the only difference is the reversal of the amide
bond. The same observation can be also made
for compounds 56 and 66 (entries 8 and 18,
Table 3).However, the synchronous introduction
of Cl or Me ortho to the carbamoyl moiety
together with the presence of a biphenyl
fragment at R', led to two potent compounds 59
and 60 (entries 11, 12, Table 3). Maintaining a
methyl in the R* position and changing the 4-
Phe to a 3-Phe or 4-O-Phe in R' led to the less
potent compounds 57 and 58 (entry 9, 10, Table
3). In this series, we synthesized also compound
55 (entry 7, Table 3), formally derived from
compound 34 (entry 9, Table 2) in which a Me
group has been incorporated at the R* position
in the core region. A 3-fold increase in its
potency was observed in the two assays.
Interestingly, the presence of a fluorine atom on
the phenyl at the R' position in compound 60
did not modify the inhibition property (Table 3).
Therefore, the gain in the inhibitory potency
with respect to the reference compound may be

attributed to the presence of a Cl or a Me
substituent at R” which is disrupting the
conjugation of the central phenyl and the amide
bound, and is responsible for the formation of an
appreciable dihedral angle between the two
phenyl rings. In conclusion, compound 60 was
among the most active, showing an ICsy = 41
nM in the Shh-light2 assay.

As a preliminary conclusion of this
structure optimization study, it was found that
the following features were important for Smo
inhibition: keeping a 3.4,5-trimethoxybenzoyl
(or triethoxybenzoyl) fragment at the L region
of the molecule, providing a 4-Me or 4-Cl, 1,3-
diamino aryl fragment at the central aromatic
core and a biphenyl appendage at the R side
(Scheme 3).

After the identification of these
important structural features, we decided to
convert some representative AcTU’s into the
corresponding AcU’s as described in Scheme 2.
As previously observed, an increase of the
inhibitory property was observed with most of
the representative structures (Table 4).

Table 3. Modifications at the “core” region of the MRT-10 hit structure.

2
OSRs R
MeO PN N
NN
T
R1

MeO
OMe

50: R'= R®= R*=H, R%=C|;
51: R'=R%=R%H, R%:=F;
52: R'=R%=R%= H, R2= OMe;
53: R'= R2 = R3= H, R*= Me;
54:R'= R%=R*=H, R®=F;

55: R'= 4-F-Ph, R?= Me, R* R*=H; 61:R'=4-Ph, R2=H, R®=H, R*=Me.

56: R'= R® R%= H, R2 = Me;

57: R%= R%=H, R'= 3-Ph, R%= Me;
58: R%= R*=H, R' = 4-OPh, R? = Me;
59:R' =4-Ph, R2=CI,R®= R4 =H;
60: R' =4-Ph, R2=Me, R®=R4=H.

62: R1 =R3=H, R2=C|;
63:R'=R?=Cl, R®=H;

64: R! = NMe,, R2=Cl;R¥=H;
65:R'=OMe, R2=Cl, R3=H;
66:R' = R?= H, R2 = Me.
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Shh-light2, (Shh 5 nM)

C3HI10T1/2, (SAG 0.1 uM)

Entry Compound Inhibition, %' Inhibition, %" ICso, uM Inhibition, %" ICso, uM
1 MRT-10 15+4 96 = | 0.65+0.15 96 + 4 09=02
2 50 69 +7 89 + 4 0.19+0.03 96 + 3 0.99 +0.03
3 51 21+9 98 = 1 nd 96 £ 1 nd
4 52 1£2 33+£6 nd 8+1 nd
5 53 242 54+7 nd 44+ 13 nd
6 54 445 92 +8 nd 97+2 nd
7 55 96 + 3 97 + 6 0.029 +0.001 86+ 4 0.03 £0.01
8 56 60+ 6 100 +2 nd 99 + | 0.9+03
9 57 72+5 100 + 1 nd 97+ 4 0.6=0.6
10 58 59+1 97 £2 nd 99 =2 0.5+0.1
11 59 852 99 +3 0.13 +0.04 101£5 0.38£0.10
12 60 98 + 1 98 £ 1 0.041 £ 0.002 100 = 1 0.06 £ 0.02
13 61 9+7 48 + 8 nd 7+13 nd
14 62 11+5 95 +3 0.52 +0.09 96 + 5 1.5+0.1
15 63 77 98 £ 1 nd 96 +3 nd
16 04 4+1 99+ 1 nd 98 £2 nd
17 65 10 =8 100 = 1 nd 88+ 1 nd
18 66 135 89 +5 18+0.6 99 + 1 2505

"At 0.3 uM; T At 3 uM; "’ At 10 uM; mean + SEM; n > 3 for all data; nd: not determined

For one of the most active compound of
our series, the conversion from thiourea
(compound 60, Table 3) to urea (compound 71,
Table 4) resulted in an additional substantial
gain of inhibitory potency, since compound 71
was active in the nanomolar range in the Shh-
light2 cells assay (ICso of 13 = 3 nM) (entry 6,

MeO
OMe

MRT-10 IC5,=0.65+0.15 uM

N\
SRS BWeY
MeO J MeO N7 N N E
N N N — H H H O
MeO
OMe

Table 4). This effect was more modest when we
converted the AcTU compound 59 (Table 3) to
its corresponding AcU derivative (compound
76, Table 4). We also observed that the location
of the Me in the central core region was
important (compare compounds 71 and 73,
Table 4).

59 R2=Cl ICg =0.13 £0.05 uM
80 R2=Me IC5;=0.041 4 0.002 uM

Scheme 3. MRT-10 optimization by discrete structural modifications. Improvement came from substituents at R (red) and
with a second phenyl ring (blue). IC5, are from the Shh-light2 assay.
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Table 4. Biological activities of acylureas.

R1
oo Ao 29 1% w08
2, N RS WY o
0 NN N H H H H H
<0 H H H Et0 MeO
oet S8 OMe  69-76

OMe 67

o]

69R'=R?=H; Q="
H
oM
Q
L
Ci

70R'=R?=H;Q=
e

1_p2_ = :
72R'=R -HQ—~.H 73R! =H; R2=Me; Q =
|

H
N

o

75R'=Ré=H;Q= ° 76R'=R2=C;Q = "y

H

0
J\r 71R'=Me; R2=H; Q = H

74R'=R2=H;Q= "y

-

=

Ph

‘N

o
:Ph

T

{:ﬁ:o

Ph

Shh-light2, (Shh 5 nM)

C3HI0T1/2, (SAG 0.1 uM)

Entry Compound Inhibition, %' Inhibition, %’ ICsp, uM Inhibition, %’ 1Cs0, M
1 MRT-14 76£5 96+ 1 0.16 £0.07 101£5 0.13£0.05
2 67 1+4 2+2 nd 32411 nd
3 68 13£5 24+ 11 nd 45+ 14 nd
4 69 40+ 4 103 +1 nd 99+ 1 nd
5 70 44 62=8 nd 99+3 nd
6 71 96 £2 99+ 1 0.013 =0.002 101 £3 0.025 £ 0.003
7 72 6£6 96+ 1 nd 95+3 nd
8 73 26£10 99+ 1 nd 104 £ 1 nd
9 74 1+7 3+4 nd 4+£3 nd
10 75 85+6 90+5 0.11£0.03 97+ 1 0.22+0.04
11 76 952 98 =1 0.08 £0.01 72+4 0.10£0.03

TAt0.3 uM;Z At 3 pM; * At 10 pM; mean + SEM: n > 3 for all data; nd: not determined

The activity of compounds 60 and 71 (on
Shh-light2 and C3HI10T1/2 cells) was then
compared to that of MRT-10, MRT-14 and
reference  Smo  antagonists:  cyclopamine,
Cur61414 and GDC-0449. Results are collected
in Table 5, expressed as ICso nM and are listed
in order of ascending activity.

Abnormal Shh signaling in the cerebellum
of Ptc'’” mice has been proposed to be

responsible for medulloblastoma™ and a higher
incidence of these tumors occurs when these
animals are developed on a p53™ background.™
The tumors are believed to result from a
modification of the proliferative properties of
the cerebellar granule cell precursors (GCPs)
that populate this tissue. It has been previously
demonstrated that GCPs proliferate in response
to Hh pathway activation, an effect inhibited by
Smo antagonists.”>* To further investigate the
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antagonist properties of compounds 60 and 71,
we analyzed their potencies to inhibit rat GCP
proliferation in primary culture as measured by
[*H]-thymidine incorporation in comparison to
other Smo antagonists including the original
hits. Neither compound (1 uM) modified
significantly the basal level of ['H]-thymidine
incorporation in rat GCPs (data not shown). As
it has been previously reported, rat GCPs
treatment with SAG causes an increase in ['H]-
thymidine incorporation over basal level™.
Compounds 60 and 71 were found to be potent
antagonists of SAG (0.01 pM)-induced

proliferation of rat GCPs with an ICsy of 9 nM
and 6 nM, respectively. Therefore, these data
further validate 60 and 71 as potent Hh
inhibitors and again show that the urea is more
potent than the thiourea in this assay. Both
compounds were 20 to 60 times more potent
than MRT-10, MRT-14, cyclopamine or
Cur61414 and their ICsy were in the same range
as GDC-0449, a potent Hh inhibitor in clinical
phase (Figure 2C and Table 5)."” Thus, these
data further demonstrate that these novel series
of AcTU and AcU compounds are potent Hh
pathway inhibitors.

Table 5. Binding affinities and functional potencies of MRT-10 derivatives and reference Smo

inhibitors.
IC_;()s H.M +SEM
Compound .
Shh-light2" C3HI10T1/2' GCPs” BC Binding’
MRT-10 0.64+0.15 09+0.2 0.34+£0.03 0.30£0.05
Cyclopamine 0.3+0.05 0.62£0.03 0.10 £0.06 0.06 £ 0.02
Cur61414 0.14 +£0.04 0.3=+0.1 0.095 £ 0.005 nd
MRT-14 0.16 £0.05 0.13£0.04 0.106 =0.010 0.107+0.018
60 0.041 £0.002 0.06 £0.02 0.009 £ 0.001 0.063+£0.013
71 0.013+£0.003 0.025 £0.003 0.006 £ 0.001 0.024 £0.007
GDC-0449 0.007 £0.001 0.011 £0.001 0.004 £ 0.001 0.007 £0.001

1Shh-light2 and C3HI10T1/2 tests as in Tables 1-4; “Granule cell precursors proliferation as determined from experiments

depicted in Figure 2C; *Bodipy-cyclopamine (BC) binding to human Smo as determined from experiments depicted in Figure
3. Mean = SEM; n > 3 for all data; nd: not determined
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[*] . T

3 0 T T T 1 T T T T = 01 T T T T
9 8 -7 -6 9 B8 T -6 9 8 7 -6

Log[compound], M Log[compound], M Log[compound], M

Figure 2. Dose-response inhibition curves of Shh-induced Gli-dependent luciferase activity in Shh-light2 cells (A). SAG-
induced differentiation of C3H10T1/2 cells (B) or SAG-induced [‘;H]—thymidine incorporation of rat cerebellar GCPs (C) of
the tested compounds. Curves of MRT-10 (filled circle), MRT-14 (circle), compound 60 (square) and compound 71 (triangle)
were generated using increasing concentrations of compounds in the presence of Shh (5 nM) (A), SAG (0.1 uM) (B) or
(0.01uM) (C). The values are expressed as % of the maximal response induced by Shh or SAG, respectively. The data are
representative of independent experiments (n=3-10) and are the means £ SEM of triplicates (A) or quadruplicates (B, C).
Fitting of the dose-response curves was calculated by Prism software (GraphPad).
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Finally, the characterization of the mode of
action of compounds 60 and 71 was carried out
by investigating whether they could compete
with Bodipy-cyclopamine (BC), a fluorescent
derivative of cyclopamine which interacts with
Smo at the level of its heptahelical bundle.”® We
took advantage of our recent development of a
BC assay on human Smo (hSmo) expressed
stably in HEK293 (HEK-hSmo) cells.” These
cells were incubated with 5 nM of BC for 2 h in

>

control

60

71

Compound Compound

BC binding (%) _. @
5 &8 & 8
L A L L

o
L

LJ ] L) L L
10 9 -8 -7 -6
Log[compound], M

1 10 30 100 300

the absence or presence of various
concentrations of compounds (Table 5). GDC-
0449 and cyclopamine inhibited BC binding to
hSmo with an ICsy comparable to that
previously reported using a similar assay (Table
5)."7 As previously observed for inhibiting BC
binding to mouse Smo,'” the hit compounds
demonstrated full inhibition of BC binding to
hSmo thus further confirming their interest for

targeting the human receptor (Table 5).

1000

Figure 3. Inhibition of Bodipy-cyclopamine (BC) binding to HEK-hSmo cells by compound 60 and 71. (A) HEK-hSmo cells
stably expressing human Smo were incubated with BC (5 nM) alone (control) or in the presence of increasing concentrations
(nM) of the compound 60 (B, square) or compound 71 (B, triangle). BC binding (green) is visualized using fluorescence
microscopy in a representative field (100-150 cells are shown, scale bar: 10 pm). (B) The concentration-response curves were
obtained by quantification of the BC fluorescence in 3 photographs for each coverslip as described in the experimental
section. The values are expressed as % of the fluorescence detected in control HEK-hSmo cells incubated with BC alone. The
data are representative of independent experiments (n = 3) and are the means + SEM of triplicates (B). Response curve fitting

was calculated with Prism software (GraphPad).

Compounds 60 and 71 also blocked BC
binding to hSmo in a dose-dependent manner
with an ICsp of 63 nM and 24 nM, respectively,
comparable to that of GDC-0449 (Figure 3 and
Table 5). The inhibition potency of these
compounds correlates well with Hh inhibition as
tested in Table 1. Altogether, these data

demonstrate that both compounds are potent
antagonists of human and rodent Smo receptors.

Conclusion

In this study, we report the synthesis and
the characterization of novel families of AcTU
and AcU molecules that are potent inhibitors of
Hh signaling. We have investigated the
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structure-activity relationships around the three
main regions that constitute these molecules.
The AcTU analogue 60 and its AcU derivative
71 were found among the most potent inhibitors
in several Hh assays and in inhibiting BC
binding to human Smo. Both series of
compounds have original chemical features and
represent novel leads on the way to find new
anticancer agents. Moreover, they should be
valuable tools for further characterizing Hh
signaling and Smo pharmacology both in vitro
and in vivo.

Experimental section

General procedure. All reagents were used as
purchased from commercial suppliers without
further purification. The reactions were carried
out in oven dried or flamed vessels and
performed under N2. Solvents were dried and
purified by conventional methods prior use. The
benzoylchlorides A-I were obtained from
commercially available benzoic acids. Flash
column chromatography was performed with
Merck silica gel 60, 0.040-0.063 mm (230-400
mesh). Merck aluminium backed plates pre-
coated with silica gel 60 (UV254) were used for
thin layer chromatography and were visualized
by staining with KMnO4. 1H, 13C spectra were
recorded on Briiker (300 or 400 MHz / 75 or
100 MHz) spectrometers. Chemical shifts (3)
are given in ppm relative to the resonance of
their respective residual solvent peak, Low
resolution mass spectra were obtained on an
Agilent 1100 LC/MS instrument in positive
mode and HRMS were conducted at the Institut
Federatif de Recherche at the Louis Pasteur
University, Strasbourg, France. For MW
reactions, a CEM Discover microwave oven
equipped with a 10 mL tube for reactions under
pressure was employed.

3,5-Dimethoxy-/N-(3-
phenylamidophenylcarbamothioyl)benzamid
e (19).

Ammonium thiocyanate (125 mg, 1.63 mmol)
was dissolved in dry acetone (4 mL). To this
stirred solution, 3,5-dimethoxybenzoyl chloride

B (320 mg, 1.36 mmol) was added, refluxing the
reaction mixture for 20 minutes. After the
solution became clear, benzamide 2a (275 mg,
1.30 mmol) was added, and the reaction
mixture refluxed for 60 minutes. Monitoring of
the reaction was carried out by TLC, using
petroleum ether/AcOEt 1/4. Upon disappearance
of the starting amine, the reaction mixture was
poured into a beaker containing ice. The
resulting precipitate was filtered and crystallized
from methanol, affording compound 19 (327
mg, 59% yield). M.p. 193-195°C. 'H NMR
(CDCl3). 11.36 (s, 1H), 8.43-8.02 (bs, 2H),
7.90-7.42 (m, 9H), 7.15 (m. 3H), 3.94 (s. 6H).
BC NMR (DMSO, d6); 179.5, 169.6, 165.5,
153.4, 144.5, 141.5, 138.1, 136.7, 133.3, 129.7,
129.0, 1285, 1270, 121.1, 119.9. 1167, 106.1,
63.1, 62.8. ES/MS m/z 436 [M+1]", 458
[M+Na]" HRMS  (ES"):  caled. for
C23H2]N3NaO4S, 458.1 145; found, 458.1141.
N-(3-Benzamidophenylcarbamothioyl)-4-
ethoxy-3,5-dimethoxybenzamide (20). Mp:
192-193°C. '"H NMR (300 MHz, CDCls) §
12.69 (brs, 1H), 9.01 (brs, 1H), 8.23 (brs, 1H),
8.23-7.41 (m, 9H), 7.08 (s, 2H), 4.17 (q, 2H),
3.94 (s, 6H), 1.39 (3H). "C NMR (75 MHz,
CDCl;) 6 = 166.7, 154.3, 141.5, 136.6, 134.0,
1331, 1287, 127.8, 127.1, 123.4, 1173, 1144,
106.4, 69.2, 56.1, 14.2. MS-ESI (m/z): 480
[M+1]+; HRMS (ES+) calcd for CysHosN3OsS,
480.1539; found, 480.1535
N-(3-Benzamidophenylcarbamothioyl)-3,4-
diethoxy-5-methoxybenzamide (21). Mp:
172°C. 'H NMR (300 MHz, CDCl;) § = 12.68
(brs, 1H), 9.01 (brs, 1H), 8.21 (brs, 1H), 8.01-
7.39 (m, 8H), 7.07 (s, 2H), 4.15 (m, 4H), 3.93
(s, 3H), 1.48 (t, 3H), 1.38 (t, 3H). °C NMR (75
MHz, CDCl;) 6 = 178.6, 167.1, 166.5, 166.2,
1544, 153.5, 138.9, 138.6, 135.1, 1324, 129.9,
1292, 127.5, 126.6, 120.4, 118.9, 1159, 106.7,
105.2, 69.6, 65.5, 56.9, 16.0, 15.2. MS-ESI
(m/z): 494 [M+1]"; HRMS (ES’): caled for
Ca6H2sN3OsS  [M+1]:  494.1750.  Found
494.1746
N-(3-Benzamidophenylcarbamothioyl)-7-
methoxybenzo|d][1,3]dioxole-5-carboxamide
(22). Mp: 206°C. '"H NMR (300 MHz, DMSO,
ds) 6 = 12.74 (brs, 1H), 11.43 (brs, 1H), 10.39
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(s, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.99-7.41, 9H), 7.31 (s,
1H), 6.16 (s, 2H), 3.94 (s, 3H). °C NMR (75
MHz, DMSO, d¢) 6 = 179.0, 167.03, 165.6,
148.4, 142.7, 139,6, 139.3, 138.2, 134.8, 131.6,
128.8. 128.3, 127.7, 125.7; 1194, 1181, 116.0;
109.6, 102.8, 102.5, 56.5. MS-ESI (m/z): 450
[M‘f‘l]’; HRMS (ES‘): caled for C,3H19N30s5S
C, 61.46; H, 4.26; N, 9.35; O, 17.80; S, 7.13.
Found C, 61.40; H, 4.24; N, 9.31.
2,4-Dimethoxy-/NV-(3-
phenylamidophenylcarbamothioyl)benzamid
e (23). M.p. 208-211°C. '"H NMR (CDCl;).
11.90 (s, 1H), 8.40 (bs, 1H), 8.10 (bs, 1H),
7.90-7.54 (m, 9H), 7.15 (m. 3H), 3.90 (s. 3H),
3.86 (s, 3H). “C NMR (DMSO, d¢) = 180.5,
168.3, 166.2, 154.5, 145.4, 140.3, 139.1, 137.1,
134.1, 1292, 129.3, 1284, 127.5, 121.6, 118.9,
115.1, 107.7, 64.0, 63.1. ES/MS m/z 436
[M+1]", 458 [M+Na]" HRMS (ES"): calcd. for
C23H21N3NaO4S, 458,1 145; found 458.1143.
N-(3-Benzamidophenylcarbamothioyl)-3,4,5-
triethoxybenzamide (24). Mp: 176-177°C. 'H
NMR (300 MHz, DMSO, ds) 6 = 12.77 (brs,
1H), 11.52 (brs, 1H), 10.37 (brs, 1H), 8.17-7.40
(m, 7H), 7.36 (s, 2H), 4.12 (m, 6H), 1.36 (t, 6H),
1.25 (t, 3H). >C NMR (75 MHz, DMSO, d¢) & =
179.9, 168.4, 165.5, 153.0, 142.1, 1404, 139.1,
135.6, 1323, 1296, 1292, 1283, 1272, 1203,
119.0; 1169, 108.1, 69.0, 65.2,65.1, 16.3, 15.5.
MS-ESI  (m/z): 508 [M+1]". Caled for
C27H29N305S C, 6389, H, 576, N, 828, O,
15.76; 8, 6.32. Found C, 63.80; H, 5.72; N,
8.29.

N-(3-
(Phenylcarbamoyl)phenylcarbamothioyl)-2,3-
dihydrobenzo|b]|1,4]dioxine-6-carboxamide
(25). Mp: 204-206°C. 'H NMR (300 MHz,
DMSO, d¢) 6 = 12.72 (brs, 1H), 11.35 (brs, 1H
), 10.37 (brs, 1H), 8.15-7.96 (m, 3H), 7.69-6.98
(m, 9H), 4.32 (4H). *C NMR (75 MHz, DMSO,
de) 6=179.0, 167.2, 165.6, 147.9, 143.0, 139.5,
138,2. 134.8, 131.6, 128.7, 128.4, 127.7, 124.6,
1226, 1194, 118.1; 1179, 117.0; 116.1; 64.5,
63.9. MS-ESI (m/z): 434 [M+1]". Caled for
C23H19N304S: C, 63.73; H, 4.42; N, 9.69; O,
14.76; S, 7.40. Found C, 63.68; H, 4.40; N,
9.66.

3,4-Dimethoxy-/NV-(3-
phenylamidophenylcarbamothioyl)benzamid
e (26). M.p. 200-202°C. 'H NMR (300 MHz,
CDCl;), 6 = 10.89 (s, 1H), 8.56 (bs, 1H), 8.19
(bs, 1H), 7.90-7.84 (m, 6H), 7.56 (m, 3H), 7.25
(m. 3H), 3.87 (s. 3H), 3.64 (s, 3H). "C NMR
(75 MHz, DMSO, d6) = 179.7, 169.1 166.4,
156.3, 146.1, 140.6, 138.1, 1377, 135.2, 129.6,
129.0. 128.6, 127.7, 122.6, 1179, 1T12.6, 10810,
61.5, 60.1. ES/MS m/z 436 [M+1], 458
[M+Na]" HRMS (ES’) Caled. for
C23H21N3NaO4S, 458,1145; found, 458.1147.
3,4,5-Trimethoxy-N-(3-(2-
methoxybenzoyl)aminophenyl)amino)carbon
othioyl)benzamide (27). M.p. 135-137°C. 'H
NMR (300 MHz ,CDCl;) 6= 11.00 (s, 1H), 9.
05 (s, 1H), 8.90 (s, 1H), 7.71 (s, 2H), 7.40-7.09
(m, 6H), 6.99 (s, 2H), 3.87 (s, 9H), 3.70 (s, 3H).
C NMR (75 MHz, DMSO, de); & = 180.2,
166.9, 164.9, 161.7, 155.6, 143.9, 141.0, 137.2,
133.7, 128.4, 121.1, 120.6, 113.5, 1129, 111.1,
61.9, 59.7, 58.8. ES/MS m/z 496 [M+1]" HRMS
(ES’)Z Calcd. for Cstz(,NgO(,S, 4965566, found
,496.5567.

3,4,5-Trimethoxy-N-(3-(3-
methoxybenzoyl)aminophenyl)amino)carbon
othioyl)benzamide (28). M.p. 161-164°C. 'H
NMR (300 MHz CDCl3) 6=11.88 (s, 1H), 9.65
(s, 1H), 8.90 (s, 1H), 7.70 (s, 2H), 7.41-7.11 (m,
6H), 6.90 (s, 2H), 3.89 (s, 9H), 3.80 (s, 3H). °C
NMR (75 MHz, DMSO, dq); & = 180.7, 166.5,
165.5, 160.3, 156.9, 145.0, 140.9, 136.2, 133.1,
129:0. 121.8, 121.0, 113.3, 1120, 111.1, 615,
57.7, 55.8. ES/MS m/z 496 [M+1]" HRMS
(ES"): Calcd. for CysHa6N304S 496.5566; found
496.5562.

3,4,5-Trimethoxy-N-(3-(4-
methoxybenzoyl)aminophenyl)amino)carbon
othioyl)benzamide (29). M.p. 166-168°C. 'H
NMR (300 MHz, CDCl;) &=11.78 (s, 1H),
9.95 (s, 1H), 8.99 (s, 1H), 7.76 (s, 2H), 7.40-
7.09 (m, 6H), 6.93 (s, 2H), 3.89 (s, 9H), 3.78 (s,
3H). *C NMR (75 MHz, DMSO, d); 8 = 180.3,
166.7, 165.5, 161.3, 156.1, 144.7, 140.9, 136.8,
1321, 1294, 1209, 1203, 1137, 112.9, 110.3,
61.5, 56.7, 55.8. ES/MS m/z 496 [M+1]" HRMS
(ES"): Caled. for C,5H2¢N306S, 496.5566; found
496.5569.
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3,4,5-Trimethoxy-N-(3-(2-
chlorobenzoyl)aminophenylamino)carbonoth
ioyl)benzamide (30). M.p. 176-178°C. 'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 6=11.90 (s, 1H), 9.05-8.78
(bs, 2H), 7.75 (m, 2H), 7.67 (m, 2H),), 7.40-7.12
(m, 6H), 6.90 (s, 2H), 3.85 (s, 9H). *C NMR
(75 MHz, DMSO, d¢); 6 =180.5, 166.4, 165.2,
155.3, 142.8, 139.5, 136.6, 132.6, 130.9, 130.0,
129.0, 128.6, 127.4, 120.9, 120.2, 113.5, 110.1,
61.2, 57.6. ES/MS m/z 500 [M+1]" HRMS
(ES+): Caled. for Cy4H23CIN;OsS, 500.9753;
found 500.9747.

3.4,5-Trimethoxy-N-(3-(4-
chlorobenzoyl)aminophenylamino)carbonoth
ioyl)benzamide (31). M.p. 150-151°C. "H NMR
(300 MHz, CDCl3) 6=11.78 (s, 1H), 9.05-8.70
(bs, 2H), 7.70 (m, 2H), 7.63 (m, 2H),), 7.40-7.12
(m, 6H), 6.87 (s, 2H), 3.89 (s, 9H). "C NMR
(75 MHz, DMSO, d¢); & = 180.4, 167.4, 165.0,
156.3, 141.1, 139.4, 137.2, 131.6, 130.1, 130.6,
129.4, 128.0, 127.6, 121.5, 121.2, 113.8, 110.1,
619, 59.6. ES/MS m/z 500 [M+1]" HRMS
(ES"): Caled. for C,4H»3CIN;OsS, 500.9753;
found 500.9749.

N-(3-(3,4,5-
Trimethoxybenzoyl)aminocarbonothioylamin
o)phenyl)biphenyl-4-carboxamide (32). M.p.
143-145 °C. '"H NMR (300 MHz CDCl;) &=
11.10 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 8.88 (m, 1H), 8.95
(s, 1H), 7.53-7.35 (m, 9H), 7.40-7.10 (m, 4H),
6.89 (m, 2H), 3.89 (s, 9H). *C NMR (75 MHz,
DMSO, dg); 6 = 182.0, 167.7, 164.3, 155.9,
144.5,142.3, 139.8, 139.2, 135.8, 134.3, 132.3,
130.0, 129.9, 129.6, 129.2, 128.1, 120.4, 120.0,
113.3, 110.0, 61.1, 58.8. ES/MS m/z 542
[M+1]" HRMS (ES"): Caled. for C3HsN30s8S,
542.6265; found 542.6260.
3,4,5-Trimethoxy-VN-(3-(3,4,5-
trimethoxybenzoyl)aminocarbonothioyl)amin
ophenyl)-benzamide (33). M.p. 166-169 °C. 'H
NMR (300 MHz, CDCl;) & 11.5 (s, 1H), 9.02
(s, 1H), 8.93 (s, 1H), 7.37-7.05 (m, 4H), 6.90
(m, 4 H), 3.87-3.80 (18H). *C NMR (75 MHz,
DMSO, d¢); & = 1809, 167.7, 1654, 1559,
153.4, 142.3, 141.1, 139.9, 165.7, 130.0, 129.6,
1209, 120.0, 113.6, 110.3, 107.6, 60.8, 59.6,
58.7. ES/MS m/z 556 [M+1]" HRMS (ES):

Caled. for C27H3()N3Ogs, 5566085, found
556.6080.

4'-Fluoro-N-(3-(3,4,5-
trimethoxybenzoyl)aminocarbonothioylamin
o)phenyl)biphenyl-4-carboxamide (34). 'H
NMR (300 MHz, CDCl3) § = 10.2 (s, 1H), 9.01
(bs, 2H), 7.55-6.93 (m, 12H), 6.90 (s, 2H9, 3.90
(s, 9H). C NMR (75 MHz, DMSO, dé6); § =
181.3, 166.3, 164.7, 166.19 and 159.7 (C-F),
155.2, 143.7, 142.6, 140.7, 139.9, 136.5, 135.4,
130.2, 129.3, 128.7, 127.8, 127.4, 120.2, 116.2,
115.3, 112.4, 110.3, 61.1, 58.7. ES/MS m/z 560
[M+1]"HRMS (ES"): Calcd. for C30H27FN;05S,
560.6170; found, 560.6166.

N-(3-(3,4,5-
Trimethoxybenzoyl)aminocarbonothioylamin
o)phenyl)isonicotinamide (35). M.p. 187 °C
dec. "H NMR (300 MHz, CDCls) 8= 13.78 (s,
1H), 8.95-8.75 (bs, 2H), 8.82 (s, 2H), 7.83 (s,
2H), 7.40-7.20 (m, 4H), 6.83 (s, 2H), 3.90 (s,
9H). *C NMR (75 MHz, DMSO, d;); & = 180.3,
168.3, 166.3, 155.2, 150.2, 142.8, 142.6, 139.5,
137.6, 127.4, 1223, 120.8, 113.8, 110.3, 109.2,
60.4, 58.9. ES/MS m/z 467 [M+1]" HRMS
(ES'): Caled. for Ca3HpN4OsS, 467.5190;
found, 467.5187.

3,4,5-Trimethoxy-/N-(3-
cyclohexanecarboxamido)phenylcarbamothio
yl)benzamide (36). M.p. 66-68°C. 'H NMR
(300 MHz, CDCl3) 8 = 11.69 (s, 1H), 9.13 (s,
1H), 8.14 (m, 1H), 7.93-7.49 (m, 4H), 7.20 (m,
2H), 3.94 (s. 9H), 3.01 (m, 1H), 2.01 (m, 4 H),
1.80-160 (m, 6 H). ’C NMR (75 MHz, DMSO,
de); 8 = 177.0, 168.0, 167.6, 153.2, 144.5,
141.4, 136.1, 135.6, 130.5, 128.5, 127.5, 120.3,
119.1, 116.9, 106.2, 60.9, 44.8, 32.8, 29.9, 27.2.
ES/MS m/z 472 [M+1]" HRMS (ES"): Calcd.
for C24H30N305S, 472,1901; found 472.1989.
3,4,5-Trimethoxy-N-(3-(2-
thienylcarboxamido)phenylcarbamothioyl)be
nzamide (37). M.p. 150°C dec. '"H NMR (300
MHz, CDCl5) 8= 10.16 (s, 1H), 8.70-8.50 (bs,
2H), 7.86 (d, J 1 H, ] = 5 Hz), 7.74-7.43 (m, 4
H), 7.30-7.18 (m, 3 H), 6.88 (m, 1H), 3.85 (s.
9H). “C NMR (75 MHz, DMSO, d¢); & =
180.0, 167.1, 165.9, 155.2, 142.7, 141.2, 140.5,
140.0, 135.6, 132.8, 130.6, 129.5, 128.5, 120.80,
110.1, 108.5, 60.58, 56.27. ES/MS m/z 472
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[I\/j["‘l]+ HRMS (ES+) Caled. for C15H2:N305S,,
472,1001; found 472.1005.
3,4,5-Trimethoxy-/N-(3-
isopropoylcarboxamido)phenylcarbamothioy
)benzamide (38). M.p. 100-103°C. '"H NMR
(300 MHz, CDCl3) 6 = 10.76 (s, 1H), 9.00 (s,
1H), 8.10 (m, 1H), 7.84-7.33 (m, 4H), 7.22 (m,
2H), 3.96 (s. 9H), 3.11 (m, 1H), 1.89 (d, 3H, J =
7 Hz), 1.84 (d, 3H, J = 7 Hz). °C NMR (75
MHz, DMSO, d¢); 6 = 178.7, 169.2, 168.6,
1542, 147.4, 142.1, 137.8, 136.1, 131.5, 128.5,
127.5, 120.3, 119.8, 117.0, 105.3, 61.9, 40.8,
278, 26.9. ES/MS m/z 432 [M+1] HRMS
(ES"): Caled. for CyHseN3OsS,  432,1593;
found 432.1590.

N-(3-(3,4,5-
Trimethoxybenzoyl)aminocarbonothioylamin
o)phenyl)-1-naphthamide (39). M.p. 139-141
°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) &= 10.90 (s,
1H), 9.70-9.30 (bs, 2H), 8.96 (m, 1H), 8.30 (m,
2H), 7.73-7.10 (m, 8H), 6.98 (m, 2H), 3.87 (s
9H). “C NMR (75 MHz, DMSO, d6); & =
181.2, 166.3, 165.2, 155.6, 142.3, 139.9, 136.4,
133.3, 132.2, 131.8, 129.2, 1289, 128.4, 127.0,
125.6, 125.8, 124.7, 110.3, 61.4, 57.7. ES/MS
m/z 516 [M+1]" HRMS (ES"): Caled. for
C2sHa6N30sS, 516.5893; found 516.5888
N-(3-(3,4,5-
Trimethoxybenzoyl)aminocarbonothioyl)ami
no)phenyl)-2-naphthamide (40). M.p. 159-161
°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) &= 10.00 (s,
1H), 9.70-9.60 (bs, 2H), 8.88 (m, 1H), (m, 1H),
8.30 (m, 2H), 7.73-7.10 (m, 8H), 6.98 (m, 2H),
3.87 (s 9H). *C NMR (75 MHz, DMSO, d6); &
= 181.2, 1663, 165.2, 155.6, 142.3, 139.9,
136.4, 133.3, 132.2, 131.8, 129.2, 128.9, 128.4,
127.0, 125.6, 1258, 124.7, 110.3, 61.4, 57.7.
ES/MS m/z 516 [M+1]" HRMS (ES"): Calcd.
for CogHo6N305S, 516.5893:; found 516.5888.
3,4,5-Trimethoxy-N-(3-(2-
furanoylcarboxamido)phenylcarbamothioyl)
benzamide (41). M.p. 93-95°C. 'H NMR (300
MHz, CDCl3) & = 11.76 (s, 1H), 8.60-8.40 (bs,
2H), 796 (d,J 1 H, J =5 Hz), 7.84-7.33 (m, 4
H), 7.20-7.10 (m, 3 H), 6.86 (m, 1H), 3.95 (s.
9H). *C NMR (75 MHz,DMSO, ds); 8 = 179.0,
169.1, 166.9, 1542, 148.7, 143.2, 142.5, 140.4,
139.1, 135.6, 127.5, 120.3, 119.1, 116.9, 116.5,

111.3, 107.2, 62.1. ES/MS m/z 456 [M+1]"
HRMS (ES'): Caled. for CyHnN306S
456,1229; found 456.1226.
3,4,5-Trimethoxy-N-(3-(4-morpholin-4-
ylbenzoyl)aminophenylamino)carbonothioyl)
-benzamide (42). M.p. 143-145 °C. '"H NMR
(300 MHz, CDCl3) & =10.21 (s, 1H), 9.01 (bs,
2H), 7.50 (m, 2H), 7-35-7.00 (m, 6H), 6.93 (s,
3H), 3.96 (s, 9H), 3.70 (m, 4H), 3.12 (m, 4H).
BC NMR (75 MHz, DMSO, d6); & = 180.2,
166.6, 164.9, 1559, 142.3, 1394, 136.7, 129.9,
129.6, 128.7, 128.0, 120.8, 1204, 114.2, 110.8,
107.8, 66.9, 60.7, 56.7, 48.8. ES/MS m/z 551
[M+1]" HRMS (ES"): Calcd. for CagH3 N4OgS,
551.6351; found 551.6351.
3,4,5-Trimethoxy-N-(3-(3-
phenylureido)phenylcarbamothioyl)benzami
de (43). Mp : = 250°C.

'H NMR (300 MHz, DMSO, d¢) &= 12.76
(brs,1H), 11.56 (brs, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.68 (s,
1H), 7.94 (s, 1H), 7.48-6.95 (m, 10H), 3.89 (s,
6H), 3.76 (s, 3H). MS-ESI (m/z): 481 [M+1]";
Caled for C24H24N4O5SZ C, 5999, H, 503, N,
11.66: O, 16.65: S, 6.67. Found C, 60.04; H,
5.06; N, 11.61.

N-(3-(3-Biphenyl-4-
ylureido)phenylcarbamothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (44) Mp: 220°C. 'H
NMR (300 MHz, DMSO, ds)
&=12.78 (brs, 1H), 11.57 (brs, 1H), 8.90 (brs,
1H), 8.84 (brs, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.65-7.33 (m,
16H), 3.88 (s, 6H), 3.75 (s, 3H). °C NMR (75
MHz, CDCl;) & = 178.9, 167.5, 152.5, 152.4,
141.6, 140.1, 139.8, 139.1, 138.4, 133.6, 129.0,
128.9, 127.0, 126.8, 126.7, 126,1, 118.6, 117.5,
116.0, 113.7, 106.4, 60.1, 56.1. MS-ESI (m/z):
557 [M+1]"; Caled for C30HaxsN4OsS: C, 64.73;
H, 5.07; N, 10.07; O, 14.37; S, 5.76. Found: C,
64.73; H, 5.07; N, 10.07.
N-(3-(1H-Indol-2-yl)phenylcarbamothioyl)-
3,4,5-trimethoxybenzamide (45). Mp: 131°C.
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & = 12.27 (brs,
1H), 9.05 (brs, 1H), 8.47 (brs, 1H), 8.18 (s, 1H),
7.67-7.11 (m, 9H), 6.88 (brs, 1H), 3.96 (s, 9H).
BC NMR (75 MHz, DMSO, ds) & = 180.0,
168.4, 153.6, 142.7, 139.4, 138.0, 137.6, 133.8,
129.8, 129.5, 127.6, 123.8, 123.5, 1225, 121 4,
120.8,120.1, 111.8, 106.7, 99.8, 60.5, 56.4. MS-
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ESI (lTl/Z)I 462 [M+l], Calcd for C25H7_3N30552
C, 62.88; H, 4.85; N, 8.80; O, 16.75; S, 6.71.
Found: C, 62.80; H, 4.80; N, 8.77.
N-(3-(Imidazo[1,2-a]pyridin-2-
yl)phenylcarbamothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (46). Mp: 136-137°C.
'H NMR (300 MHz, DMSO, ds) 8= 12.85 (brs,
1H), 11.62 (brs, 1H), 8.55-8.31 (m, 3H), 7.8-
6.90 (m, 8H), 3.89 (s, 6H), 3.76 (s, 3H). MS-ESI
(m/z): 463 [M+1]"; Caled for C4H2N404S: C,
62.32; H, 4.79; N, 12.11; O, 13.84; S, 6.93.
Found: C, 62.27; H, 4.75; N, 12.06.
N-(3-(1H-Benzo|d]imidazol-1-
yl)phenylcarbamothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (47).

Mp: 214°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl3) § =
11.88 (brs, 1H), 10.09 (brs, 1H), 8.57-8.35 (2H),
7.61-7.30 (m, 5H), 7.18-7.05 (m, 4H), 3.83 (s,
9H). MS-ESI (m/z): 463 [M+1]"; Caled for
CosH»nN4O4S: C, 62.32; H, 4.79; N, 12.11; O,
13.84; S, 6.93. Found: C, 62.27; H, 4.74; N,
12.07.

N-(3-(Imidazo|2,1-b]thiazol-6-
yl)phenylcarbamothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (48). Mp : 133-134°C.
'H NMR (300 MHz, DMSO, ds) 8= 12.83 (brs,
1H), 11.59 (brs, 1H), 8.25-8.18 (m, 2H), 7.93 (d,
J = 4Hz, 1H), 7.94-7.28 (m, SH), 7.27 (d, J =
6Hz, 1H), 3.88 (s, 6H), 3.76 (s, 3H). "C NMR
(75 MHz, DMSO, ds) 6 = 180.0, 168.3, 153.4,
146.4. 142.5, 139.3, 135.7, 129.8, 127.5, 1234,
1213, 1209, 114.1, 1106, 1072, 61.0, 570,
MS-ESI  (m/z): 469 [M+1]; Caled for
C2H20N40sS;5: C, 54.53; H, 4.16; N, 11.56; O,
16.51; S, 13.24, Found C, 54.59; H, 4.12; N,
11.54.
N-(3-(1H-Indol-1-yl)phenylcarbamothioyl)-
3,4,5-trimethoxybenzamide (49). Mp: 130-
131°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;) & = 12.88
(brs, 1H), 8.09 (d, J = 6Hz, 1H), 7.71-6.68 (m,
7H), 6.68 (d, J = 6Hz, 1H), 3.92 (s, 6H), 3.90 (s,
3H). *C NMR (75 MHz, DMSO, ds) & = 180.2,
168.2, 153.4, 142.5, 140.0, 139.9, 135.8, 130.9,
130.0, 129.0, 1274, 123.3, 122.0, 121.8, 121.3,
120.2, 111.3, 107.2, 104.8, 61.0, 57.0. MS-ESI
(m/z): 462 [M+1]"; Calcd for CosH23N304S: C,
65.06; H. 502; N, 9.10; O, 13.87; 8, 6.95.
Found C, 65.00; H, 5.06; N, 9.15.

N-(3-Benzoylamino-4-
chlorophenylaminocarbonothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (50). M.p. 150-151 °C,
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 10.20 (s, 1H),
9.01 (bs, 2H), 7.80 (m, 2H), 7.65-7.00 (m, 6H),
6.93 (s, 2H), 3.96 (s, 9H). *C NMR (100 MHz,
DMSO, d¢); & = 180.4, 166.5, 164.3, 155.3,
142.6, 139.8, 137.8, 134.2, 131.8, 129.3, 128.2,
1279, 125.6, 121.5; 1199, 110.1; 61.5; 36.7.
ES/MS m/z 501 [M+1]" HRMS (ES": Calcd. for
C24H23C1N305S, 5009753, Found 500.9749.
N-3-(Benzoylamino-4-
fluorophenylaminoarbonothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (51) M.p. 176-178 °C,
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 10.34 (s, 1H),
9.01 (bs, 2H), 7.80 (m, 2H), 7.65-7.00 (m, 6H),
6.93 (s, 2H), 3.96 (s, 9H). *C NMR (100 MHz,
DMSO, d6); & = 180.4, 166.5, 164.3, 155.3,
1426, 139.8, 137.8, 1342, 131.8, 129.3, 128.2,
1279, 125:6, 121.5; 119.9; T10.1, 61.5; 56.7,
ES/MS m/z 484 [M+1]" HRMS (ES"): Calcd.
for C24H23FN;OsS, 484.5210; Found 484.5211.
N-3-(Benzoylamino-4-
methoxyphenylaminocarbonothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (52). M.p. 185-186 °C,
'H NMR (400 MHz, CDCl3) &= 10.10 (s, 1H),
9.43 (s, 1H), 8.99 (s, 1H), 7.80 (m, 2H), 7.75-
7.00 (m, 6H), 6.88 (s, 2H), 3.96-3.87 (s, 12H).
C NMR (100 MHz, DMSO, ds); & = 180.0,
166.9, 164.0, 156.3, 143.2, 142.2, 135.5, 134.9,
1316, 129.8, 1284, 122.7, 122.3, T18.6, 113.3,
110.0, 60.5, 59.8, 56.6. ES/MS m/z 496 [M+1]’
HRMS (ES¢) Calcd. for C25H26N3OGS,
496.5566; Found 496.5560.

N-(3-Benzamido-2-
methylphenylcarbamothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (53). M.p.: 205-207°C.
'H NMR (400 MHz, DMSO, d¢) § = 12.41 (brs,
1H), 11.68 (brs, 1H), 10.06 (brs, 1H), 8.03-8.00
(m, 2H), 7.58-7.35 (m, 8H), 3.90 (s, 6H), 3.77
(s, 3H), 3.14 (s, 3H). ). "C NMR (100 MHz,
DMSO, d6) 8=180.5, 167.5, 165.4, 152.5,
141.6, 137.6, 137.2, 134.3, 131.6, 130.6, 128.4,
127.6, 125.9, 125.5, 125.1, 60.1, 56.1, 13.0. MS-
ESI (m/z): 480 [M+1]"; HRMS (ES"): Calcd for
C25H26N30s5S: 480.1593. Found 480.1590
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N-(5-Benzamido-2-
fluorophenylcarbamothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (54). Mp : 153°C.

'H NMR (300 MHz, DMSO, d¢) 8= 12.71 (brs,
1H), 11.78 (brs, 1H), 10.42 (brs, 1H), 8.56-7.96
(m, 3H), 7.72-7.34 (m, 7H), 3.89 (s, 9H). "°C
NMR (75 MHz, DMSO, d6) 6=181.1, 168.5,
166.4, 1549, 153.4, 150.3, 142.6, 136.1, 135.5,
132.5,129.2, 128.5, 127.3, 126.6, 120.7, 119.6,
116.5, 116.1, 61.0, 57.0. MS-ESI (m/z): 484
[MJr]]—; HRMS (ES—) caled for Co4H23FN5OsS
[M+1]: 484.1342. Found 484.13.38.
4'-Fluoro-N-(2-methyl-5-(3-(3.,4,5-
trimeth()xybenzoyl)thioureido)phenyl)biphen
yl-4-carboxamide (55). Mp: 217°C. 'H NMR
(300 MHz, DMSO, d¢) 6=12.75 (brs, 1H),
11.59 (brs, 1H), 10.62 (brs, 1H), 8.12-7.31 (m,
13H), 3.89 (s, 6H), 3.76 (s, 3H), 2.28 (s, 3H).
“C NMR (75 MHz, DMSO, d6) §=179.0,
167.5, 165.9, 160.7, 152.6, 142.1, 141.7, 136.5,
1359, 135.6, 133.1, 131.7, 130.3, 129.0, 128.9,
128.4, 126.6, 121.9, 121.8, 116.0, 115.9, 115.7,
106.4, 60.2, 56.2, 17.6. MS-ESI (m/z): 574
[M+1];  HRMS (ES): Caled for
C31H2gFN30Os5S: 574.1812. Found 574.1819.
N-3-(Benzoylamino-4-
methylphenylaminocarbonothioyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (56) M.p. 190 °C dec,
'H NMR (400 MHz, CDCls) &= 11.2 (bs, 1H),
8.80 (bs, 2H), 7.76 (m, 2H), 7.65-7.05 (m, 6H),
6.90 (s, 2H), 3.96 (s, 9H), 2.24 (s, 3H). C
NMR (300 MHz, DMSO, d6); & = 180.0, 166.9,
164.0,156.7, 142.5, 141.4, 135.5, 132.0, 131.1,
130.0, 128.9, 128.7, 121.3, 119.9, 110.3, 60.5,
57.6, 20.0. ES/MS m/z 480 [M+1]" HRMS
(ES"): Caled. for C»sHs6N305S: 480.5572; found
480.5569.

N-(2-Methyl-5-(3-(3.4,5-
trimethoxybenzoyl)thioureido)phenyl)biphen
yl-3-carboxamide (57) .

Mp : 193-194°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;)
0=12.56 (brs, 1H), 9.01 (brs, 1H), 8.38 (brs,
1H), 8.13 (brs, 1H), 7.84-7.09 (m, 15H), 3.95 (s,
9H), 2.37 (s, 3H). MS-ESI (m/z): 556 [M+1];
HRMS (ES"): caled for C3;H30N;0s5S, 556.1901;
found, 556.1897.

3,4,5-Trimethoxy-N-(4-methyl-3-(4-
phenoxybenzamido)phenylcarbamothioyl)be
nzamide (58)

Mp: 185-186°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;)
0=12.55 (brs, 1H), 9.04 (brs, 1H), 8.35 (brs,
1H), 7.89-7.06 (m, 16H), 3.95 (s, 6H), 3.94 (s,
3H), 2.34 (s, 3H). °C NMR (75 MHz, CDCl3)
0=178.3, 167.0, 1654, 161.3, 156.1, 153.8, 14
3.1, 136.5, 131.1, 131.0, 130.6, 130.6, 130.4, 12
9.5,129.2, 128.8, 127.0, 124.8, 121.5, 120.3, 11
9.5,118.2,105.4, 61.4, 56.8, 18.0. MS-ESI
(m/z): 572 [M+1]"; HRMS (ES') Calcd for
C31H30N:306S, 572.1855. Found 572.1860
N-(2-Chloro-5-(3,4,5-
trimethoxybenzoylaminocarbonothioylamino
)phenyl)biphenyl-4-carboxamide  (59). 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) & = 10.77 (s, 1H),
9.35 (s, 1H), 8.99 (s, 1H), 7.70-7.00 (m, 12H),
6.90 (s, 2H), 3.96 (s, 9H). °C NMR (100 MHz,
DMSO, d6); 6 = 1800, 166.9, 164.0,
156.3,142.9, 142.6, 141.1, 140.0, 136.9, 134.4,
129.9, 129.4, 128.8, 128.7, 126.8, 125.6, 123 .4,
120.2, 110.3, 614, 57.6. ES/MS m/z 577
[M+1]"  HRMS  (ES’):  Caled. for
C30H27CIN;O6S, 577.0713; found 577.0719.
N-(2-Methyl-5-(3-(3.4,5-
trimethoxybenzoyl)thioureido)phenyl)biphen
yl-3-carboxamide (60).

Mp : 193-194°C. '"H NMR (300 MHz, CDCl;)
0=12.56 (brs, 1H), 9.01 (brs, 1H), 8.38 (brs,
1H), 8.13 (brs, 1H), 7.84-7.09 (m, 15H), 3.95 (s,
9H), 2.37 (s, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCl;)
0=178.3,167.0, 165.4, 161.3, 156.1, 153.8, 14
3.1, 136.5, 131.1, 131.0, 130.6, 130.6, 130.4, 12
9.5,129.2, 128.8, 127.0, 124.8, 121.5, 120.3, 11
9.5, 118.2, 105.4, 61.4, 56.8, 18.0. MS-ESI
(m/z): 556 [M+]]+; Caled for C31H39N305S C,
67.01; H, 5.26; N, 7.56; O, 14.40; S, 5.77.
Found: C, 67.10; H, 5.29; N, 7.59.
N-(2-Methyl-5-(3,4,5-
trimethoxybenzoylaminocarbonothioylamino
)phenyl)biphenyl-4-carboxamide (61). 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) & = 11.00 (s, 1H),
9.12 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 7.70-7.00 (m, 12H),
6.87 (s, 2H), 3.96 (s, 9H), 2.10 (s, 3H). “*C
NMR (100 MHz, DMSO, d6); 6 = 180.4, 166.5,
164.3,156.9, 142.6, 142.1, 142.0, 140.4, 136.7,
135.4, 128.8, 128.7, 126.8, 125.6, 121.1, 118.7,
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110.1, 61.2, 57.6, 20.1. ES/MS m/z 555 [M+1]"
HRMS (ES+) Calcd. for C31H29N3058
555.6452; found 555.6448.

N-(4-Chloro-3-
(phenylcarbamoyl)phenylcarbamothioyl)-
3,4,5-trimethoxybenzamide (62). Mp : 164°C.
'H NMR (300 MHz, DMSO, ds) & = 12.79 (brs,
1H), 11.69 (brs, 1H), 10.58 (brs, 1H), 7.98-7.60
(m, 5H), 7.40-7.08 (m, 5H), 3.88 (s, 6H), 3.76
(s, 3H). “C NMR (75 MHz, DMSO, d6)
0=179.5, 1673, 164.1, 152.5, 141.7, 1388,
137.0, 136.9, 129.8, 128.8, 127.0, 126.8, 126.5,
124.3, 1239, 119.6, 106.3, 60.1, 56.1. MS-ESI
(m/z): 500 [M+1]"; Caled for CasHyCIN3OsS:
C, 57.66; H, 4.44; CI,7.09; N, 8.40; O, 16.00; S,
6.41. Found C, 57.61; H, 4.42.
N-(4-Chloro-3-(4-
chlorophenylcarbamoyl)phenylcarbamothioy
1)-3,4,5-trimethoxybenzamide (63) Mp: 187-
188°C. 'H NMR (300 MHz, DMSO, ds)
0=12.78 (brs, 1H), 11.69 (brs, 1H), 10.72 (brs,
1H), 7.97-7.40 (m, 10H), 3.88 (s, 6H), 3.76 (s,
3H). “C NMR (75 MHz, CDCl;) & = 180.3,
168.1, 165.1, 153.4, 142.6, 138.5, 137.9, 1374,
130.7, 129.6, 128.4, 127.8, 127.3, 125.2, 122.0,
107.2, 61.0, 57.0. MS-ESI (m/z): 535 [M+1];
Caled for C34H21C13N305SZ C, 5394, H, 396,
Cl, 13.27; N, 7.86; O, 14.97; S, 6.00. Found C,
53.90; H, 3.93.

N-(4-Chloro-3-(4-
(dimethylamino)phenylcarbamoyl)phenylcar
bamothioyl)-3,4,5-trimethoxybenzamide (64).
Mp : 201°C. "H NMR (300 MHz, DMSO, dq)
6=12.7 (brs, 1H), 11.6 (brs, 1H), 10.24 (brs,
1H), 7.92-7.39 (m, 7H), 7.72 (d, ] = 9Hz, 2H),
3.88 (s, 6H), 3.75 (s, 3H), 2.86 (s, 6H). "*C
NMR (75 MHz, CDCl3) §=179.4, 167.3, 163 .4,
152.5, 147.4, 141.7, 137.3, 136.9, 129.8, 128.6,
127.0, 1216.5, 124.3, 120.9, 112, 5, 106.3, 60.1,
56.1. MS-ESI (m/z): 544 [M+1]"; Calcd for
Ca6H27CINLOsS: C, 57.51; H, 5.01; Cl, 6.53; N,
10.32; O, 14.73; S, 5.90. Found: C, 57.52; H,
5.05.

N-(4-Chloro-3-(4-
methoxyphenylcarbamoyl)phenylcarbamothi
oyl)-3,4,5-trimethoxybenzamide (65). Mp:
164-166°C. '"H NMR (300 MHz, DMSO, dq)
8 =12.76 (brs, 1H), 11.69 (brs, 1H), 10.62 (brs,

1H), 7.95-6.91 (m, 10H), 3.88 (s, 6H), 3.76 (s,
3H), 3.75 (s, 3H). *C NMR (75 MHz, DMSO,
d6) & = 1794, 167.3, 163.7, 155.6, 152.5,
141.7, 137.0, 136.9, 131.9, 129.8, 127.0, 126.7,
126.5, 124.3, 121.1, 113.9, 106.3, 60.1, 56.1,
55.2. MS-ESI (m/z): 530 [M+1]"; Calcd for
CasH24CIN;O6S: C, 56.66; H, 4.56; CL, 6.69; N,
7.93; O, 18.11; S, 6.05. Found: C, 56.61; H,
4.52.

3,4,5-Trimethoxy-/N-(4-methyl-3-
(phenylcarbamoyl)phenylcarbamothioyl)ben
zamide (66).

Mp: 190°C. 'H NMR (300 MHz, DMSO, dy)
8=12.74 (brs, 1H), 11.54 (brs, 1H), 10.30 (brs,
1H), 7.77-7.05 (m, 10H), 3.87 (s, 6H), 3.75 (s,
3H), 2.39 (s, 3H). *C NMR (75 MHz, DMSO,
d6) 6=179.2,167.4, 167.0, 152.5, 141.9, 141.1,
139.1, 137.2, 135.5, 133.3, 130.8, 128.7, 126.6,
1254, 123.6, 1229, 119.7, 106.3, 60.1, 56.2.
MS-ESI  (m/z): 480 [M+1]; Caled for
CstzsN}OjSZ C, 6261, H, 525, N, 876, O,
16.68; S, 6.69. Found; C, 62.57; H, 5.21; N,
8.73.

3,4,5-Trimethoxy-/N-3-
(phenylamidophenylcarbamoyl)benzamide
(71), general procedure. The acyl thiourea 31
(100 mg, 0.21 mmol) is suspended in MeCN (2
mL). This solution is added dropwise to a
previously prepared solution of CuCl (20 mg,
0.2 mmol) in 2 mL MeCN inside to a
microwave tube. Afterwards, 80 uL ofa 2.5 M
solution of NaOH (0.2 mmol) is added. The tube
is iserted in the microwave oven and irradiated
for two cycles (Pmax: 50 psi; ramp time: 1 min;
hold time: 6 min; T: 120 °C; Power: 200 W).
After the reaction, the crude 1s diluted with
CH,Cl,, the organic phase 1s washed with a 30%
ammonia solution, until the blue colour
disappears in the aqueous phase. The organic
phase is dried, filtered and evaporated in vacuo
to furnish a crude which is purified via flash
cromatography, using a petrol ether/ethyl
acetate 95/5 to 1/1 eluent mixture. Obtained 56
mg of compound 71 (55% yield). M.p. 192°C
dec 'H NMR, (400 MHz, DMSO, dg) & = 11.02
(m, 2H), 10.33 (bs, 1H), 8.09-7.97 (m, 3H),
7.60=7.30 (m, 8H), 3.95 (s, 9 H). *C NMR (100
MHz, DMSO, ds); & = 169.3, 166.5, 157.3,
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154.5, 142.3, 139.8, 137.5, 137.2, 132.4, 129.1,
128.9, 128.1, 126.4, 112.1, 112.0, 109.3, 108.7,
61.2, 58.9. ES/MS m/z 472 [M+Na]' HRMS
(ESf): Calcd. for C24H23N3N306, 472,4458,
Found 472.4453.
N-(3-Benzamidophenylcarbamoyl)-7-
methoxybenzo[d][1,3]dioxole-5-carboxamide
(67). Mp: 250-252°C. 'H NMR (300 MHz,
DMSO, de) 6=10.95 (brs, 1H), 10.90 (brs, 1H),
8.05-7.95 (m, 3H), 7.59-7.32 (m, 9H), 1.93 (s,
2H), 3.91 (s, 3H). "*C NMR (75 MHz, DMSO,
d6) 6= 167.5, 165.6, 151.1, 148.3, 142.7,
139.7, 137.8, 134.8, 131.6, 129.1, 1283, 127.7,
1259, 116.1, 115.1, 11.7, 109.2, 84.2, 56.4.
MS-ESI  (m/z): 434 [M+1]"; Caled for
CaHioN;Oq: C, 63.74; H, 4.42; N, 9.70; O,
22.15. Found: C, 63.70; H, 4.41; N, 9.74.
N-(3-Benzamidophenylcarbamoyl)-3,4,5-
triethoxybenzamide (68). Mp : 220-222°C. 'H
NMR (400 MHz, DMSO, d¢) & = 11.00 (brs,
2H), 10.31 (brs, 1H), 8.07-7.94 (m, 3H), 7.60-
7.31 (m, 8H), 4.13-4.01 (m, 6H), 1.39-1.21 (m,
9H). “C NMR (100 MHz, DMSO, d6)
6=166.9, 166.3, 158.9, 1484, 143.5, 1372,
132.4, 130.5, 129.1, 1284, 1257, 1193,
1150, 1124, 109.7, 643, 674, 1438,
14.5. MS-ESI (m/z): 492 [M+1]"; Caled for
Cy7H20N:0¢: C, 65.97; H, 5.95; N, 8.55; O,
19.53. Found: C, 65.90; H, 5.91; N, 8.50.
3,4,5-Trimethoxy-N-[(3-(4-
methoxybenzoyl)aminophenylamino)carbony
I-benzamide (69). M.p. 208-210°C. 'H NMR
(400 MHz, DMSO, ds) 6= 10.3 (bs, 2 H), 9.45
(bs, 1H), 7.80 (m, 2H), 7.40 (m, 4H), 7.02 (m,
4H), 3.84 (s, 6 H), 3.70 (s, 3H), 3.68 (s, 3H). °C
NMR (100 MHz, DMSO, d6) 8=166.9, 165.8,
162.4, 154.8, 148.2, 142.3, 139.3, 137.2, 131.7,
130.2, 128.2, 126.3, 115.2, 113.8, 112.2, 109.3,
60.58, 56.7, 55.4. MS-ESI (m/z): 480 [M+1]";
Caled for CisHasN3O7 ¢ C, 62.62; H, 5.26; N,
8.76; O, 23.36. Found C, 62.57; H, 5.24; N,
8.70.

N-(3-
(Isobutyrylamino)phenylaminocarbonyl)-
3.4,5-trimethoxybenzamide (70) M.p. 165-
167°C. '"H NMR (400 MHz, DMSO, d;) $10.45
(bs, 3H), 7.57-7.02 (m, 6H), 3.87 (s, 6H), 3.80
(s, 3H), 3.03 (hept. J = 7 Hz, 1H), 1.06 (d,J =7

Hz, 6H). “C NMR (100 MHz, DMSO, d6)
0=173.2, 1663, 154.3, 148.6, 1423, 1393,
137.6, 130.5, 126.4, 119.3, 109.4, 60.4, 56.4,
38.2, 19.9. MS-ESI (m/z): 416 [M+1]"; Calcd
for C21H2sN306: C, 60.71; H, 6.07; N, 10.11; O,
23.11. Found; C, 60.66; H, 6.01; N, 10.15.
N-(2-Methyl-5-(3,4,5-trimethoxybenzoyl-
amino)carbonylamino)phenyl)biphenyl-4—
carboxamide (71) M.p. = 235°C dec. ' H NMR
(400 MHz, DMSO, d¢) & = 10.90 (bs, 1H), 10.05
(bs, 2H), 8.03 (m, 1H), 7.51-7.06 (m, 13H), 3.86
(s, 3H), 3.80 (s, 6H), 2.24 (s, 3H). "C NMR
(100 MHz, DMSO, d6) 8 = 166.9, 165.5, 154.8,
148.5, 142.3, 139.8, 1384, 136.3, 1329, 130.1,
1299, 1294, 129.0, 128.3, 1244, 119.8, 116.3,
109.2, 60.6, 56.2, 17.9. MS-ESI (m/z): 416
[M+1]"; Caled for C3HaoN3Og : C, 69.00; H,
542; N, 7.79; O, 17.79. Found C, 68.92; H,
540; N, 7.77.

N-(3-(4-Chlorobenzoylamino-2-
methylphenyl-amino)carbonyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (72). M.p. 199-201°C.
'H NMR (400 MHz, DMSO, dg) 8 = 10.98 (bs,
1H), 10.31 (bs, 1H), 9.00 (bs, 1H), 7-55-6.98
(m, 9H), 3.84 (s, 9H), 1.77 (s, 3H). ). "C NMR
(100 MHz, DMSO, d6) 6 =166.9, 165.4, 154.8,
150.0, 142.3, 136.8, 136.6, 133.7, 129.2, 129.0,
128.7, 126.4, 119.3, 114.2, 109.5, 60.4, 56.8,
10.9. MS-ESI (m/z): 521 [M+Na]; Caled for
C24H24C1N3052 C, 60.30; H, 4.86; Cl, 7.12; N,
8.44; O, 19.28. Found C, 60.21; H, 4.82; N,
8.42.

N-(2-Methyl-3-(3,4,5-
trimethoxybenzoylamino)carbonylamino-
phenyl)biphenyl-4-carboxamide (73) M.p. =
245°C dec. 'H NMR, (DMSO, dgy & = 10.11
(m, 1H), 9.00-8.50 (bs, 2H), 7.72-7.00 (m,
12H), 6.90 (m, 2H), 3.90 (s, 9 H), 2.19 (s, 3H).
C NMR (DMSO, dg); 8 = 166.4, 164.4, 1544,
153.4, 144.6, 142.3, 139.8, 137.9, 136.6, 132.9,
129.8, 129.6, 129.4, 128.3, 128.0, 122.4, 118 4,
117.3,110.0, 61.2, 59.8, 21.0. ES/MS m/z 562
[M+Na]® HRMS  (ES"): caled. for
C31H20N3NaOg, 562.5684; found 562.5680.
N-(3-(3.4,5-
Trimethoxybenzoylamino)carbonylamino)ph
enyl)-2-naphthamide (74). M.p.: 206-209 °C.
'H NMR (300 MHz, CDCl;) d = 11.20 (bs, 1H),
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10.6 (bs, 2H), 8.42 (s, 1H), 8.20-7.00 (m,12H),
3.85 (s, 3H), 3.82 (s, 6H). °C NMR (75 MHz,
DMSO, dg); & = 170.3, 1658, 1549, 1472,
142.3, 139.5, 138.9, 133.6, 131.7, 130.5, 128.4,
1273, 126.4, 125.3, 119.3, 115.3, 112.5, 109.4,
50.5, 58.7. ES/MS m/z 562 [M+Na]' HRMS
(ES"): caled. for C,gH,sN3NaOg — 522.5045;
found 522.5040.
N-(3-(1H-Indol-2-yl)phenylcarbamoyl)-3,4,5-
trimethoxybenzamide (75). Mp: 145-148°C.

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & = 11.27 (brs,
1H), 10.05 (brs, 1H), 8.42 (brs, 1H), 8.20 (s,
1H), 7.54-7.14 (m, 9H), 6.98 (brs, 1H), 3.96 (s,
9H). *C NMR (75 MHz, DMSO, dq); 3 = 165.3,
154.8, 153.2, 142.4, 139.5, 133.8, 132.2, 130.5,
128.7, 125.1, 120.3, 119.7, 119.5, 118.9, 114.3,
111.1, 109.3, 60.5, 58.8. MS-ESI (m/z): 446
[M+1]"; HRMS (ES") Caled for CasHasN;Os,
446.4753; found 446.4749.
N-(2-Chloro-5-(3,4,5-
trimethoxybenzoyl)aminocarbonylamino)phe
nyl)biphenyl-4-carboxamide (76). 'H NMR,
(300 MHz, DMSO, ds) =10.05 (m, 1H), 9.00-
8.50 (bs, 2H), 7.70-7.00 (m, 12H), 6.90 (m,
2H), 3.90 (s, 9 H). *C NMR (75 MHz, DMSO,
d6); § = 166.4, 164.4, 1544, 153.4, 144.6,
142.3, 139.8, 137.9, 136.6, 132.9, 129.8, 129.6,
129.4, 128.3, 128.0, 122.4, 118.4, 117.3,110.0,
61.2, 59.8. ES/MS m/z 583 [M+Na]' HRMS
(ES"): Caled. for CioHye7IN3NaOs  582.9865;
found 582.9861.

Biological tests

Drugs. Bodipy-cyclopamine (BC) was from
Toronto Research Chemicals Inc. (North York,
Canada). SAG was synthesized as described
previously.™ Shh was from Dr D. Baker
(Biogen Idec, Boston, USA). SAG was
dissolved in ethanol, BC in methanol and other
compounds in DMSO at a concentration of 10
mM. [SH]-thymidine was from Perkin Elmer
(Courtaboeuf, France).

Cell Culture and Transfection. Zeocin,
Geneticin, Penicillin-Streptomycin and all cell
culture media or products were from Invitrogen
(Cergy Pontoise, France) except when stated.
HEK293 (ATCC (Manassas, USA), CRL-1593)
and C3HIOT1/2 (ATCC, CCL-226) were

cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium supplemented with 10% fetal calf
serum as described.'” The Shh-light2 cells (from
Pr P.A. Beachy, Stanford, USA) and HEK-
hSmo cells stably expressing human Smo™” were
cultured in the same medium supplemented with
0.4 mg/ml Geneticin and 0.15 mg/ml Zeocin or
0.5 mg/ml Geneticin, respectively. Cells were
distributed into 12-well plates containing glass
coverslips coated with 0.05 mg/ml poly-D-
lysine (BD Bioscience, Le Pont de Claix,
France) for BC binding.

Gli-dependent luciferase reporter assay. Shh-
light2 cells were incubated for 40 h with Shh (5
nM) and the studied compounds. The cell-based
bioassay was performed as previously
described."”

Alkaline phosphatase assay. C3H10T1/2 cells
were incubated for 6 days in the presence of
SAG (0.1 uM) and the studied compounds. The
cell-based bioassay was performed as
described.™

Primary cerebellar cultures. Isolation of
cerebellar granule cell precursors (GCPs) and
quantitation of [‘H]-thymidine incorporation
were performed as described™.

BC binding. HEK-hSmo cells were incubated
with 5 nM of BC and increased concentrations
of the studied compounds for 2 h at 37°C. The
protocol was performed as described™. Cells
were analysed with a DMRXA2 microscope
(Leica  Microsystems,  Nanterre,  France)
equipped with a Photometric Cool-Snap camera
(Roper Scientific, Ottobrunn, Germany). Cell
culture images for counting were taken with a
20X objective in black and white for the
analysis.

Data analysis. Means and SEM were calculated
using Excel 2003®. Curve fitting and ICsg
determinations were performed using Prism
4.03® (GraphPad software, San Diego, USA).
The BC fluorescence was analyzed with the
Simple-PCI software (Hamamatsu Corporation,
Massy, France).
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DISCUSSION

Les résultats obtenus au cours de cette thése ont permis le développement d’un modéle
pharmacophorique des antagonistes du récepteur Smo, un outil remarquable pour
I’identification de nouvelles familles de petites molécules de structures originales et ayant
pour cible ce récepteur. Plusieurs composés de hautes affinités ont été identifiés et
caractérisés, ce qui offre de nouvelles perspectives pour 1’étude pharmacologique de la voie
Hh et en particulier I’analyse fine de la régulation du récepteur Smo. La discussion de ces
résultats s’articulera autour de 3 axes principaux : 1) L’apport du modéle pharmacophorique
et de I’approche par criblage virtuel de banques de molécules pour 1’identification de ligands
originaux de Smo ; 2) L’originalité structurale de la famille des composés MRT; 3) L’intérét
thérapeutique potentiel et I’apport du développement de nouvelles molécules antagonistes de
Smo, comme outils pharmacologiques utiles a la compréhension des meécanismes de

régulation de la voie Hh, en particulier au niveau du cil primaire.

I. Modéle pharmacophorique et criblage virtuel : une approche novatrice
pour la recherche d’antagonistes de Smo

Des études cristallographiques et de modélisation moléculaire combinées a de la
mutagenése dirigée ont montré que la région comprenant les 7 domaines TM des RCPG est
souvent un site de liaison des petites molécules agonistes, antagonistes ou des modulateurs
allostériques de ces récepteurs ; pour revues, (Congreve and Marshall, 2010; Rosenbaum et
al., 2009). C’est le cas pour Smo au niveau duquel la molécule agoniste SAG ou le composé
agoniste inverse, cyclopamine, interagissent au niveau de I’heptahélice TM (Chen et al.,
2002a; Chen et al., 2002b). Cependant, a I’heure actuelle et depuis la cristallisation du
récepteur a la rhodopsine (Palczewski et al., 2000), seules les cristallisations de 5 autres
membres de la famille des RCPG (les récepteurs adrénergiques R1 et B2, le récepteur
adénosine Ay, et plus récemment le CXCR4 et le récepteur dopaminergique de type 3) ont pu
étre réalisées ; pour revue, (Rosenbaum et al., 2009). De plus, contrairement a ce que 1’on
observe pour les ligands d’autres familles de protéines, peu de nouveaux ligands des
récepteurs a 7 domaines TM derivent de la modélisation par homologie du site putatif de

fixation des ligands. Dans le cas précis du récepteur Smo, bien que la structure
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tridimensionnelle du récepteur ne soit pas encore connue, de récents travaux ont permis
I’expression hétérologue de la conformation native du récepteur Smo humain dans des
cellules de levures. Cette étude va considérablement faciliter la cristallisation du récepteur.
Cependant, a I’heure actuelle, c¢’est par HTS de larges banques de molécules que de petites

molécules régulatrices sont identifiées (Nehme et al., 2010).

1. Le criblage a haut débit, avantages et inconvénients

Le HTS est une technique largement employée par I’industric pharmaceutique
permettant d’isoler de petites molécules potentiellement actives pour réguler un RCPG.
Cependant, cette technique présente un certain nombre de limites. Elle consiste a tester a
I’aide d’un test cellulaire relativement simple, I’efficacité de composés issus de banques de
molécules. Dans le cas du récepteur Smo, le test basé sur la mesure de ’activité du rapporteur
Gli-luciférase est le plus souvent utilisé. Cette approche est onéreuse puisqu’elle requiert un
matériel automatisé et n’est donc pas a la portée de tous les laboratoires académiques (Figure
18). De plus, méme si 'utilisation du gene rapporteur permet de sélectionner des composes
ayant vraisemblablement un effet spécifique sur le mécanisme cellulaire en jeu ou la voie de
signalisation testée, il est nécessaire de confirmer les résultats de ce premier criblage a 1’aide
d’un second test afin d’éliminer un certain nombre de faux-positifs ; pour revue, (Thorne et
al., 2010).

Alternativement, il est possible d’employer des tests multiparamétriques basés sur des
analyses d’images (a 1’aide de marqueurs immunofluorescents), mais ces criblages sont plus
couteux encore et consomment beaucoup de temps. Il est aussi envisageable de cribler les
molécules a I’échelle d’un organisme entier comme [’ont fait Tang et collaborateurs pour
I’identification des antagonistes de Smo SANT-74 et SANT-75 sur I’embryon de poisson-
zebre. Le principal inconvénient de cette méthode est de nécessiter des quantités de composés
tres importantes (Yang et al., 2009); pour revue, (Zhu et al., 2010).

2. Modele pharmacophorique de Smo et criblage virtuel

L’alternative au HTS est I’utilisation de mod¢les pharmacophoriques suivie du

criblage virtuel de banques de molécules ; pour revues, (Chang et al., 2006; Congreve and
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Marshall, 2010; Mclnnes, 2007). La notion de pharmacophore est apparue dans les années
1900 gréce a P. Ehrlich qui faisait référence a «une structure moléculaire qui porte les
principales caractéristiques responsables de [’activité biologique d’un médicament ». La
découverte progressive de la structure tridimensionnelle des molécules a permis d’inclure
dans ce concept I’arrangement spatial des différents éléments constituant le pharmacophore.
Les modeéles pharmacophoriques prennent notamment en compte les groupements
donneurs/accepteurs de liaisons hydrogenes, les régions hydrophobes, les charges
positives/négatives. Le modeéle pharmacophorique peut dériver soit du site de liaison du
récepteur (méthode directe) lorsque celui-ci est connu ou a été modélisé en 3 dimensions, soit
d’un ensemble de ligands actifs (méthode indirecte). Le modele pharmacophorique généré est
ensuite utilisé pour cribler virtuellement de larges banques de molécules nécessitant le
développement d’algorithmes sophistiqués ou bien pour mettre en place une approche FBDD
(FBDD pour Fragment-based drug discovery) qui crible spécifiquement de trés petites
molécules ou « fragments » efficaces qui seront ensuite allongées ou rattachées les unes aux
autres pour augmenter leur efficacité sur la cible (de Kloe et al., 2009). L’un des avantages
majeurs de 1’approche associant le modéle pharmacophorique et le criblage virtuel comparé a
I’HTS classique est d’¢liminer rapidement, les molécules ne présentant pas les
caractéristiques identifiées comme essentielles pour leurs liaisons au récepteur cible.
L’analyse computationnelle élaborée permet un filtrage extensif des banques de composés
permettant d’aboutir rapidement et & moindre colt a une sélection précise de molécules
potentiellement intéressantes c'est-a-dire présentant les meilleures affinités et possédant les
motifs structuraux répondant le mieux aux contraintes fonctionnelles et spatiales imposées par
le modele (Figure 18 ; pour revue, (Mclnnes, 2007). Jusqu’a présent, dans le cas des RCPG,
le criblage virtuel s’avérait étre une méthode délicate en raison du peu d’informations
concernant la structure tridimensionnelle des récepteurs et de leur importante flexibilité.
Cependant, la connaissance des structures des RCPG cristallisés a permis de créer des
modeles par homologie pour des récepteurs de structures voisines. Ces derniers modeles ont
été utilisés notamment pour cribler virtuellement des banques de molécules antagonistes des
récepteurs mGIuRS (récepteur metabotropique glutamatergique de sous-type 5, (Radestock et
al., 2008) ou des récepteurs TRH1-2 (TRH pour thyrotropin-releasing hormone receptor,
(Engel et al., 2008).
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Figure 18 : Schémas des deux principales approches de criblages de molécules.

(A) Principe du criblage a haut débit. Les fleches vertes indiquent les composés qui peuvent progresser
a D’étape suivante du criblage, tandis que les fleches rouges représentent les molécules exclues des
tests suivants. Les chiffres indiqués sont arbitraires. (B) Principe du criblage virtuel. Il peut étre
subdivisé en 4 étapes. Elles se distinguent par leur niveau de complexité et sont considérées comme
des entrées. Le premier filtre dit « monodimensionnel » est constitué de critéres tels que le poids
moléculaire, la lipophilicité ou I’instabilit¢ métabolique potentielle. Le second filtre dit
« bidimensionnel » consiste en I’analyse topologique des composés en comparaison avec la structure
de ligands connus de la cible. Le troisieme filtre est ’analyse de 1’ajustement effectif de la molécule
au modeéle pharmacophorique. Enfin, le ligand sélectionné est virtuellement positionné au niveau du
site de liaison de la cible. Les paramétres de flexibilité/rigidité des interactions établies donnent un
score qui refléte le niveau de complémentarité entre le site de liaison putatif et la molécule. Le dégradé
bleu de la librairie représente le degré de spécificité des composés. Adapté de (Bleicher et al., 2003;
Lipinski and Bushman, 2010).
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Dans le cas du récepteur Smo, I’approche par criblage virtuel basé sur le
développement d’un modele pharmacophorique s’avére tout a fait appropriée et nous I’avons
validée. Le modele que nous avons développé au cours de ce projet de these a été obtenu par
la méthode dite indirecte en utilisant des antagonistes de Smo de structures variées et de haute
affinité pour le récepteur Smo. Il a permis I’identification de 3 accepteurs de liaisons
hydrogenes et de 3 régions hydrophobes requis pour I’interaction des molécules au récepteur
Smo. Il est donc désormais possible d’envisager 1’utilisation d’un modele pharmacophorique

comparable pour I’identification de molécules agonistes du récepteur Smo.

Un autre avantage majeur de cette approche est qu’elle permet de tenir compte de la
flexibilité de la structure des récepteurs; pour revue, (Mclnnes, 2007). Si la structure
tridimensionnelle de Smo n’est pas connue, des études basées sur la technique du FRET ont
permis de proposer que le récepteur Smo possede une structure particulierement flexible.
D’abord, le rapprochement des extrémités N-terminales de deux molécules Smo a été montré
comme responsable de son activité constitutive en induisant sa dimérisation. De plus, lorsque
le récepteur est dans sa conformation inactive, son domaine C-terminal est proche de la
boucle intracytoplasmique L3. La levée d’inhibition que Ptc exerce sur Smo provoque un
changement conformationnel de Smo conduisant a 1’éloignement du domaine C-terminal et de
la boucle L3 et au rapprochement des extrémités C-terminales de chaque molécule du dimére
(Zhao et al., 2007). L’analyse précise des différents états d’activation du récepteur Smo par
mesure de FRET est donc une approche a envisager et I’utilisation des composés MRT pour
ces études serait tout a fait adaptée grace a leur haute affinité pour les formes endogénes des

récepteurs Smo humains et murins.

I1. Découverte de nouvelles familles de composés
1. Structures originales des composés MRT

Le développement d’un modéle pharmacophorique de Smo afin de cribler
virtuellement une banque de plus de 400 000 composes nous a tout d’abord, permis d’isoler
une acylthiourée, MRT-10. La transformation du groupement thiourée du composé en un
groupement urée a conduit au dérivé acylurée, MRT-14. Cette modification est a 1’origine
d’une augmentation de 1’affinité du composé pour le récepteur qui le rend aussi efficace que

I’antagoniste de référence, la cyclopamine. L’optimisation de la structure des composés MRT-
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10 et MRT-14 a abouti a la synthése du composé acylguanidine MRT-83, qui est aussi
puissant que ’antagoniste GDC-0449. En raison des affinités obtenues pour MRT-10 et
MRT-14 sur le récepteur Smo, nous avons mené des études de relations structure-activité afin
d’identifier de nouvelles molécules acylthiourée et acylurée inhibant 1’activité du récepteur
Smo a haute affinité. Ces molécules sont respectivement les composés MRT-60 et MRT-71
décrits dans notre prochain article. Des acylurées et acylthiourées ont précédemment été
décrites dans la littérature et certaines molécules ont été utilisées a des fins thérapeutiques
notamment dans le traitement de tumeurs solides (Hallur et al., 2006 ; Okada et al., 1991).
Les composés acylurées ont également été identifiés comme de puissants inhibiteurs de
I’enzyme hépatique glycogéne phosphorylase humaine (Klabunde et al., 2005), de
I’autophosphorylation du récepteur au PDGF (Furuta et al., 2006) et des activateurs de
I’enzyme glucokinase (Haynes et al., 2010). Durant I’écriture de ce manuscrit de these, une
série de dérivés ayant une fonction urée, issus d’un HTS, viennent d’étre décrits comme de
nouveaux antagonistes de Smo. Les composés présentent des affinités de 1’ordre du
nanomolaire pour inhiber 1’activité de la voie Shh et une faible clairance chez le chien et le rat
suggérant qu’ils pourraient aussi étre de nouveaux outils adaptés a 1’étude de la signalisation
Hh (Ontoria et al., 2011).

L’utilisation en médecine de composés a fonction guanidine est fréquente pour leurs
propriétés inhibitrices de 1’échangeur Na*/H" ou pour leur effet anticoagulant. Des molécules
a fonction guanidine ont été préalablement caractérisées comme une classe de ligands tres
actifs sur le RCPG liant le neuropeptide Y (Schneider et al., 2007) ainsi que sur les récepteurs
histaminergiques ; pour revue, (Saczewski and Balewski, 2009). Si les premiers agonistes du
récepteur H2 de I’histamine possédant une fonction guanidine présentaient une mauvaise
pénétration dans le SNC et une tres faible biodisponibilité, la synthése d’une nouvelle série de
bioesters dérivés des guanidines a récemment conduit a la découverte de composés présentant
une amélioration de leurs propriétés pharmacocinétiques sur le récepteur H2. Certains de ces
composés sont également de puissants antagonistes ou agonistes partiels des récepteurs
histaminergiques H1 et H3 humains. Un effet agoniste partiel sur le récepteur H4 humain a
également été rapporté pour certaines molécules possédant un groupement guanidine (Ghorai
et al., 2008).
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2. Les composés MRT au sein des autres antagonistes de Smo
2.1. Au niveau de leur structure et de leurs sites de liaison sur Smo

Si les 3 séries chimiques que nous venons de caractériser comme antagonistes de Smo
demeurent originales et ont pour cette raison, été brevetées par le CNRS, il est cependant
intéressant de noter une ressemblance structurale avec I'un des premiers antagonistes de
synthese developpé pour Smo, le composé SANT-2. La partie gauche de nos séries de
molécules est en effet semblable a celle de SANT-2. Le groupe triméthoxy phényl est un
¢lément majeur du pharmacophore puisque 1’atome d’oxygeéne d’un des groupes méthoxy se
superpose a I’un des 3 groupes accepteurs d’hydrogéne du modéle et le phényl correspond a
I’'une des 3 régions hydrophobes. Grace a des études de relations structure-activité, nous
avons montré que si la conversion des groupements méthoxy en groupements éthoxy (comme
sur le SANT-2) sur le phényl modifie peu les propriétés biologiques des molécules (composés
20, 21, 24 ; Tableau 4), la perte d’un groupement en position méta est, quant a elle,
dramatique pour 1’activité du composé (composés 19, 23, 26 ; Tableau 4). Cependant, les
données actuelles ne nous permettent pas d’apporter d’autres conclusions sur 1’identité précise

des sites de liaison de SANT-2 et de nos molécules sur Smo.

Un certain nombre de travaux ont permis de suggérer 1’existence de plusieurs sites de
liaison des ligands sur Smo. Ainsi, I"utilisation des composés radiomarqués [*H]-SAG-1.3 et
[*H]cyclopamine a montré que le composé SANT-1 ne déplace pas complétement la liaison
du [*H]-SAG-1.3 contrairement & SANT-2, alors qu’ils sont tous deux capables d’inhiber
complétement une réponse cellulaire induite par 1’agoniste de Smo, SAG-1.3 (Rominger et
al., 2009). De plus, il avait été précédemment montré que les composés SANT1-4 sont tous
capables de bloquer la liaison du ligand BODIPY -cyclopamine sur le récepteur Smo murin,
mais SANT-1 et SANT-3 n’inhibent pas complétement cette liaison suggérant que les 4
composés présentent des mécanismes d’action ou des sites de liaison différents sur le
récepteur Smo (Chen et al., 2002b). 1l serait particuliérement intéressant de caractériser de
maniére plus approfondie le site de fixation de MRT-83 sur le récepteur Smo humain et murin
par exemple en utilisant les radioligands disponibles ou en développant un radioligand dérivé

des séries chimiques que nous venons de caractériser.
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19: R®=R"=0Me, R®=H; 23: 2-OMe, R® = R’ = H, R = OMe.
20: R® = R” = OMe, R® = OEt; 24: R%=R® =R’ = OF;

21: R® =R = OEt, R’=0Me; 25: R5-RE = -OCH,CH,0-, R” = H;
22: R’ =OMe, R® RS =-OCH,0-; 26: R®=R°=OMe, R’ =H

Shh-light2, (Shh 5 nM) C3H10T1/2, (SAG 0,1 uM)
Composé % d'inhibition? % d'inhibition? Clgg, pM
MRT-10 96 +1 96+ 4 09+02
19 84+ 8 82+ 1 19+02
20 9912 94+ 5 06+0.1
21 100+ 1 82+8 08+02
22 9212 85+11 11+06
23 34+4 60 +13 41+03
24 100+ 2 96+ 2 08+0.1
25 inactif nd nd
26 71+ 8 45+ 8 nd

Tableau 4 : Etude de relation structure-activité de dérivés de MRT-10.

Les composés ont été testés a*3 uM, 2 10 pM ; means = SEM ; n > 3 pour toutes les expériences ; nd :
non déterminé. Le surlignage vert correspond aux modifications de la position des groupements
méthyl sur le phényl dans la partie gauche de la molécule (encadré rouge). Le surlignage jaune
correspond au remplacement de groupement méthoxy par des groupements éthoxy sur ce méme
phényl (encadré rouge). Le MRT-10 correspond & R5=R6=R7= OMe. D’aprés ((Heretsch et al., 2010 ;
Roudaut et al., 2011).
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2.2. Au niveau du mécanisme de régulation de Smo

Il est désormais bien établi que dans les cellules de vertébrés, la translocation du
récepteur Smo au cil primaire n’est pas suffisante pour induire I’activation de la signalisation
Hh mais constitue une étape du processus d’activation. Dans le modele actuellement proposé
(Rohatgi et al., 2009), Smo existerait sous 3 formes: une forme cytoplasmique inactive
(Smol) et des formes localisées dans le cil primaire alternativement inactives (Smo2) ou
actives (Smo3 ; Figure 19). Ce modéle s’inspire des études ayant démontré que ’activation
de la plupart des RCPG n’est pas une simple étape de conversion d’un état inactif a un état
actif, mais plutdt un processus nécessitant plusieurs étapes intermédiaires ayant chacune des
effets distincts sur les protéines en aval de la signalisation ; pour revue, (Kenakin, 2003).
L’utilisation de molécules agonistes et antagonistes se réveéle donc utile pour stabiliser les
¢tats intermédiaires des RCPG et ainsi disséquer le mécanisme d’action du récepteur. Les
antagonistes de Smo, cyclopamine, SANT-1 et SANT-2 ont permis de démontrer 1’existence
des 3 états du récepteur. Des expériences d’immunofluorescence sur la lignée de cellules
murines NIH3T3 exprimant le récepteur Smo de maniére endogéne ont montré que les
antagonistes SANT-1 et SANT-2 bloquent la translocation du récepteur dans le cil induite par
la présence du ligand Shh. En revanche, la cyclopamine n’inhibe pas cette translocation bien
qu’elle bloque la signalisation Hh dans ces mémes cellules. De maniére encore plus
surprenante, lorsque les cellules sont traitées avec la cyclopamine seule, le récepteur Smo se
trouve transloqué dans le cil primaire. Ainsi, les inhibiteurs SANT-1, SANT-2 et MRT-83
semblent bloquer le récepteur dans son état Smol inactif dans le cytoplasme alors que la
cyclopamine blogue le récepteur Smo dans son état Smo2 inactif dans le cil primaire (Figure
19).

Ce modele a permis de suggérer I’existence de deux catégories d’antagonistes de Smo,
les composés ayant une activité proche de la cyclopamine qui empéchent 1’étape d’activation
du récepteur et les composés ayant une activité proche des composés SANT-1/2 qui bloquent
la translocation du récepteur au cil primaire et auxquels se rattache MRT-83. Une étude
complémentaire indique que le mécanisme d’activation du récepteur Smo au cil primaire
semble trés complexe. En effet, I’utilisation d’outils pharmacologiques variés a montré que
Smo peut adopter plusieurs conformations qui autorisent son adressage dans le cil primaire,
mais seule une partie de ces conformations sont capables d’activer la cascade de signalisation

Hh. L’activation de la sous-unité Gas ou de la PKA engendre I’accumulation du récepteur a la
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Figure 19 : Modele d’activation du récepteur Smoothened chez les vertébrés.

L’activation compléte du récepteur requiert deux étapes. Tout d’abord, Smol doit étre transloqué au
cil primaire (Smo2) puis étre activé (Smo3). Ce dernier état est celui permettant au récepteur d’activer
la signalisation en aval conduisant a I’activation des facteurs de transcription Gli. Les fleches noires
représentent des étapes individuelles. Le transport au cil primaire du récepteur (Smol->Smo2) est
contrdlé par les étapes d’entrée et de sortie du récepteur dans ’organelle, désignées ici par R1 et R2;
I’étape d’activation (Smo2->Smo3) est controlée par R3 dont la nature biochimique n’est pas encore
connue aujourd’hui, mais qui pourrait correspondre a une modification post-traductionnelle, une
interaction protéique ou un changement conformationnel du récepteur (Zhao et al., 2007); la sortie de
Smo3 du cil primaire est contr6lée par R4. Les sites d’actions proposés pour les différents régulateurs
de la signalisation Hedgehog sont indiqués par les fléches grises. D’apres (Rohatgi et al., 2009).
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base du cil. Cette localisation peut étre bloquée par le composé SANT-1, mais pas par la
cyclopamine suggérant que SANT-1 agirait sur la forme cytoplasmique du récepteur pour le
séquestrer ou empécher son interaction avec une R-arrestine nécessaire a 1’adressage du
récepteur dans ’axonéme ciliaire (Wilson et al., 2009a). L’application de MRT-83 sur des
cellules exprimant de maniére endogéne les récepteurs Smo murins (lignée C3H10T1/2) ou
humains (lignées NT2) a permis de montrer la disparition compléte de I’expression de la
protéine dans le cil primaire suggérant une fois encore que MRT-83 agirait sur la méme forme
de Smo que SANT-1. L’utilisation des composés MRT et en particulier de MRT-83, semble
donc étre particuliérement appropriée a 1’étude fine des mécanismes d’adressage et

d’activation du récepteur Smo dans les cellules.

I11. Intérét et apport fonctionnel des nouveaux outils pharmacologiques

Bien que les résultats obtenus sur [’utilisation in vivo du MRT-83 restent
préliminaires, il constitue un outil intéressant pour approfondir les connaissances actuelles sur
les mécanismes de tumorigenése associés a une dérégulation de la voie Hh. Par ailleurs, les
antagonistes de Smo utilisés dans les phases initiales des essais cliniques ayant mis en
évidence des limitations a leur utilisation, le développement de nouvelles familles chimiques

de composés reste nécessaire a I’heure actuelle.

1. Réle du cil primaire dans la signalisation Hh et les tumeurs Hh-dépendantes

MRT-83 va constituer un outil de choix pour améliorer notre compréhension de la
régulation de Smo au niveau du cil primaire. Cette structure étant a la fois impliquée dans
I’activation physiologique de la voie Hh et I’émergence de pathologies Hh-dépendantes, il est
d’un intérét majeur d’analyser la régulation du récepteur Smo au sein de cette organelle. A
I’heure actuelle, un nombre important de questions persistent : existe-t-il une voie de
signalisation Hh indépendante du cil chez les mammiféres ? Comment se fait le transport de
Smo au cil ? Par quel mécanisme Smo active-t-il les facteurs de transcription Gli dans cette

structure ?

Dans des conditions physiologiques, il semble que les signaux Hh puissent se
transmettre de facon dépendante ou indépendante du cil chez les mammiferes. Ainsi, Sufu
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contrblerait le niveau d’expression des formes répressives des facteurs de transcription Gli de
manicre indépendante du cil primaire. A l’inverse, la transactivation des facteurs de
transcription Gli en leurs formes activatrices nécessite la translocation de Smo dans le cil
primaire (Chen et al., 2009). Par ailleurs, 1’ablation du cil primaire dans les cellules souches
GFAP" du cerveau adulte induit une réduction de la prolifération cellulaire dans la ZSG de
I’hippocampe adulte (Han et al., 2008), mais pas dans la ZSV (Amador-Arjona et al., 2011).
Ce dernier résultat suggere que dans la ZSV, contrairement a la ZSG, la signalisation Shh

exerce ses effets sur la niche neurogenique de maniére indépendante du cil primaire.

Néanmoins, la compartimentation de la signalisation Hh au cil primaire demeure
fondamentale et permet d’assurer la spécificité du signal. Le cil primaire pourrait constituer
un compartiment enrichi en une molécule lipidique capable d’activer Smo ou dépourvu d’une
molécule lipidique capable d’inhiber Smo, puisque 1’organelle a été montrée étre a 1’origine
de la compartimentation de certains lipides (Emmer et al., 2010). Plusieurs hypotheses ont été
proposées pour le mécanisme de relocalisation de Smo au cil. Ainsi aprées sa synthése, Smo
pourrait étre envoyé dans le cil depuis les vésicules issues de I’appareil de Golgi (pour revue,
Pazour & Bloodgood, 2008) ou bien apres un adressage préalable a la membrane plasmique
(Milenkovic et al., 2009). Par ailleurs, I’utilisation d’une construction Smo:GFP montre
qu’avant d’étre exprimé dans le cil, Smo est contenu dans les stocks intracytoplasmiques de la
cellule (Wang et al., 2009). Récemment, 1’étude des mécanismes de régulation d’entrée et de
sortie des protéines membranaires dans le cil primaire a révélé qu’un réseau NHERF1-ERM-
actine (NHERF pour Na'/H" exchanger 3 regulatory factor et ERM pour Ezrin-Radixin-
Moesin qui sont des protéines de la famille des protéines de liaison a I’actine), exprimé sous
la membrane plasmique est responsable de 1’exclusion des protéines membranaires du
domaine de la membrane ciliaire. Ce réseau aurait une activité complémentaire a celle de la
barriere de diffusion septin 2 récemment proposée pour expliquer la régulation de 1’entrée des
protéines dans le cil primaire (Hu et al., 2010). L’utilisation d’une construction GFP-hSmo-
NHERFL1, avec une étiquette GFP sur I’extrémité N-terminale du récepteur et un domaine de
liaison NHERF1-ERM en C-terminal montre que ce signal de rétention exprimé sur le
récepteur Smo empéche le passage de la protéine vers la membrane cilaire et qu’il doit étre
clivé pour que le récepteur soit adressé au cil primaire (Francis et al., 2011). Cependant, la
relocalisation du récepteur n’est pas régulée par un mécanisme unique. En effet, elle requiert

également la machinerie IFT et en particulier IFT122 qui régule a la fois 1’entrée et la sortie
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des protéines Smo, Sufu et des facteurs de transcription Gli2 et 3 (Qin et al., 2011). Par
ailleurs, de nombreuses études ont montré le réle de différentes petites GTPases dans la
formation et la fonction du cil primaire ; pour revue, (Li and Hu, 2011). En particulier, le
transport ciliaire fait intervenir la sous-famille des Rab GTPases. Ainsi, Rab23 régulerait les
entrées et sorties de Smo dans I’organelle, participant ainsi au recyclage du récepteur
(Boehlke et al., 2010).

Par ailleurs, la PKA initialement considérée comme un inhibiteur de la voie Hh, vient
d’étre plus récemment associ¢e a des effets positifs sur la signalisation Hh. En effet, sa
localisation qui vient d’étre montrée a la base du cil primaire de maniere Hh-dépendante,
semble étre requise pour des effets prolifératifs associés a la signalisation Hh (Barzi et al.,
2010). De plus, in vitro, I’activation de la PKA induit I’accumulation du récepteur Smo dans
le cil primaire (Wilson et al., 2009). Cependant, a I’heure actuelle, les données disponibles ne
permettent pas de savoir s’il s’agit de la conformation active ou inactive du récepteur ; pour
revue, (Milenkovic and Scott, 2010). Les composés MRT que nous venons de caractériser
comme de puissants antagonistes du récepteur Smo capables de bloquer le récepteur dans sa
conformation inactive pourraient, la encore, se révéler comme des outils efficaces pour ces

études.

Des données particulierement étonnantes ont récemment révélé la dualité des réles du
cil primaire sur le développement de deux types de tumeurs associées a la dérégulation de la
signalisation Hh. En effet, si ’ablation génétique du cil primaire bloque la formation de MB
lorsque la tumeur est liée a une mutation activatrice de Smo, elle favorise 1’expansion des
tumeurs dépendant d’une activation constitutive de Gli2 (Han et al., 2009). Ce role bivalent
du cil primaire a également été décrit sur des BCC (Wong et al., 2009). MRT-83 inhibant la
translocation de Smo au cil comme le font les composés SANT-1/2, semblerait étre un outil
tout a fait approprié dans le cas des tumeurs dépendant du cil primaire. Par ailleurs, la
mutation M2 retrouvée sur des BCC (Xie et al., 1998), induit la translocation du récepteur au
cil. In vitro, SANT-1, contrairement a la cyclopamine, est capable d’inhiber I’activité de la
voie Hh médiée par la forme oncogénique de Smo, SmoM2 (Chen et al., 2002b; Taipale et
al., 2000). Cette mutation pourrait expliquer certaines résistances au traitement par la
cyclopamine de tumeurs Hh-dépendantes. MRT-83 présentant un mode d’action similaire a

celui de SANT-1 et de surcroit, étant capable d’interagir avec le récepteur Smo humain, on
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peut supposer que ce composé pourrait étre efficace sur des tumeurs Hh-dépendantes telles
que les BCC liés a la mutation SmoM2.

2. Mutations et résistances consécutives a un traitement par un antagoniste de Smo

La diversité des structures chimiques des molécules actuellement développées pour
bloquer la signalisation Hh est primordiale si I’on considere les mutations de Smo apparues au
cours des traitements par le GDC-0449 (Rudin et al., 2009) ou le LDE-225 (Buonamici et al.,
2010). Les sites de fixation des ligands sur Smo étant vraisemblablement multiples, MRT-83
ou des molécules dérivées pourraient étre une alternative intéressante a ces derniers

COMpOSEs.

Le patient atteint d’'une forme métastatique de MB ayant développé une résistance au
GDC-0449 correspond au premier cas d’apparition d’une résistance du récepteur Smo a un
modulateur pharmacologique. Ce phénomene de résistance est aussi le premier a étre decrit
dans le cadre des RCPG ; pour revue, (Metcalfe and de Sauvage, 2011). L’analyse
d’échantillons tissulaires du MB de ce patient a démontré la présence d’une mutation faux-
sens du gene Smo a l’origine d’une modification de 1’acide aminé 473, un aspartate
transformeé en une histidine (D473H; Figure 20; (Yauch et al., 2009). L’analyse in vitro du
mutant Smo-D473H indique que cette forme du récepteur est capable d’activer la
signalisation Hh, qu’elle n’est pas oncogénique mais qu’elle n’est plus inhibable par le
composé GDC-0449. L’aspartate en position 473 est donc un acide aminé essentiel pour la
liaison de GDC-0449 au récepteur Smo (Yauch et al., 2009). L’activité inhibitrice de MRT-83
sur ce mutant serait particulierement intéressante a déterminer. Par ailleurs, une étude de
mutagenese dirigée du récepteur Smo a également permis ’identification d’un autre site de
mutation responsable d’une résistance a GDC-0449, il s’agit de la mutation E518K sur le

récepteur humain (Dijkgraaf et al., 2011).

Plus récemment, le traitement d’allogreffes de MB issus de souris Ptc*p53” par
I’antagoniste LDE-225 a également engendre 1’apparition d’une résistance (Buonamici et al.,
2010). Parmi les 135 lignées tumorales résistantes a LDE-225 générées, 7 presentent des
mutations faux-sens liées a des substitutions sur 5 acides aminés différents (N223D, L225R,
D388N, S391N et G457S), mais aucune ne correspond & la mutation D477 (I’équivalent de

D473 sur le récepteur humain) responsable de la résistance au composé GDC-0449
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(Buonamici et al., 2010); Figure 20) suggérant donc que les résistances sont associées a des
mutations affectant de multiples sites de liaison sur Smo. La encore, I’activité de la molécule
MRT-83 sur ces mutants sera intéressante a analyser. L’utilisation combinée de molécules
ayant des sites d’action différents sur le récepteur Smo apparait ainsi étre d’un intérét majeur

pour le traitement des tumeurs.

Parallelement aux mutations faux-sens retrouvées sur le récepteur Smo, d’autres
modifications sont en causes dans les phénomeénes de résistance. Une augmentation du niveau
d’expression de Gli2 a été retrouvée sur des échantillons de tumeurs résistantes aux drogues
(Buonamici et al., 2010; Yauch et al., 2009 ); Figure 20) suggérant que I’utilisation combinée
de molécules antagonistes du récepteur Smo et de composés inhibiteurs des facteurs de
transcription Gli serait une piste thérapeutique pour le traitement de tumeurs Hh-dépendantes.
Par ailleurs, dans le cas de la résistance au composé GDC-0449, une amplification de
I’expression du géne cycline D1, préalablement identifié comme un élément clef de la
pathogénicite des MB développés sur des modeles murins, a également été rapportée
(Dijkgraaf et al., 2011); pour revue, (Hatten and Roussel, 2011) ; Figure 20). Enfin,
I’expression des genes Igf1R (pour « récepteur a 1’Igfl ») et PI3K est fortement augmentée
dans des échantillons de tissus issus de tumeurs résistantes au traitement par le LDE-225.
Cette observation suggére que 1’augmentation du niveau d’expression de ces voies de
signalisation normalement impliquées dans le développement cérébelleux, constitue une
réponse compensatrice a I’inhibition de la signalisation Hh et contribue ainsi au
développement de la résistance (Buonamici et al., 2010); (Chamoun et al., 2001) Figure 20).
La voie PI3K semble donc étre une autre cible intéressante pour le développement de petites
molécules efficaces contre les tumeurs Hh-dépendantes ; pour revue, (Metcalfe and de
Sauvage, 2011).

3. Deuxiéme génération d’antagonistes de Smo capables d’interagir avec le récepteur
mutant D473H

La récente mise en évidence des mécanismes de résistance que nous venons de décrire,
nous suggere bien shr de caractériser ’activité de MRT-83 sur ces formes mutées de Smo. Le

développement d’un ligand radiomarqué serait la encore d’un intérét majeur. Les laboratoires
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Figure 20 : Schéma des modifications aboutissant aux résistances observées aprés le
traitement de médulloblastomes par des antagonistes de Smoothened.

Les mutations de Smo présentées dans I’encadré rouge et I’amplification de Gli2 et des geénes cibles de
la voie tels que la Cycline D1 (CCNDL1) ont été identifiés comme des mécanismes potentiels de
résistance survenant lors du traitement de médulloblastomes chez I’Homme ou dans un modele murin
de tumeur par des antagonistes de Smo. Les mutations faux-sens identifiées sur les récepteurs Smo
murin (en bleu) ou humain (en rouge), a 1’origine des résistances au traitement par GDC-0449 (D473,
DA77, E518 et E522) ou LDE-225 (N223, L225, D388, S391 et G457) sont reportées sur la
représentation schématique du récepteur. L’augmentation de I’expression de la voie PI3K est un autre
mécanisme de résistance identifié qui pourrait contribuer a la réémergence des tumeurs aprés
traitement par les antagonistes de Smo. Le niveau d’expression du récepteur a 1’'Igfl, IgflR, est
¢galement augmenté en réponse a une activation de la voie Hedgehog. D’apres (Dijkgraaf et al., 2011,
Metcalfe and de Sauvage, 2011).
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Genentech ont déja rapporté la synthése de composés de type bis-amide capables d’interagir
avec la forme mutante du récepteur Smo insensible a la liaison du GDC-0449 (Dijkgraaf et
al., 2011). De méme, deux molécules ALLO-1 et ALLO-2 ont été récemment décrites. Il
s’agit d’antagonistes de Smo capables de bloquer la prolifération des GCP et le
développement de tumeurs dans un modéle murin Ptc*"p53”. Ces composés inhibent
également in vitro et in vivo I’activité de la voie Hh transmise par la forme de Smo résistante
au GDC-0449. ALLO-1 et ALLO-2 présentent une particularité supplémentaire puisqu’ils ne
sont pas capables d’inhiber la liaison des formes radiomarquées de SAG et de HH-Agl.5
indiquant une fois encore, I’existence de multiples sites de liaison des ligands sur le récepteur

Smo (Tao et al., 2011).
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Conclusion et perspectives
.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette thése auront, tout d’abord, permis la
validation d’un modéle pharmacophorique du récepteur Smo qui ouvre de nouvelles
perspectives pour la recherche et le développement de petites molécules régulatrices de ce
récepteur. Ce modéle a conduit a I’identification de nouvelles familles de molécules de
structures originales et caractérisées comme de puissants antagonistes du récepteur Smo. En
particulier, I’affinité nanomolaire du composé MRT-83, de I’acylurée 60 et de I’acylthiourée
71 sur le récepteur Smo murin et humain, leur capacité a inhiber la prolifération cellulaire des
précurseurs des cellules granulaires du cervelet induite par la signalisation Hh in vitro et
I’efficacité spécifique du composé MRT-83 in vivo, laissent supposer que ce dernier pourrait
étre la nouvelle téte de série de molécules utilisables en thérapeutique pour le traitement de
tumeurs Hh-dépendantes. L’investigation des profils pharmacodynamique et cinétique du
composé, mais aussi de son efficacité a réprimer le développement tumoral sur des modéles
murins pourrait a présent étre envisagé. Il serait également intéressant d’étudier son activité
éventuelle sur les formes de Smo résistantes aux composés GDC-0449 et LDE-225 pour
d’une part, nous renseigner sur le site de liaison du composé au récepteur Smo et, d’autre part,
éventuellement envisager a terme, son utilisation dans le cadre du traitement des tumeurs

résistantes.

La trés haute affinité de MRT-83 est un atout considérable qui en fait un outil
pharmacologique tres prometteur. En effet, la synthese de dérivés fluorescents ou
radiomarqués de MRT-83 ou de ses dérivés est envisageable et permettrait de mieux
caractériser sa liaison sur les formes sauvages et mutantes du récepteur Smo murin et humain.
L utilisation de ces dérivés pourrait étre envisagée afin de déterminer les acides aminés
impliqués dans la liaison des ligands au récepteur comme 1’équipe 1’a préalablement fait pour
un autre RCPG, le récepteur au calcium CaSR (Calcium-sensing receptor ; Petrel et al.,
2004). Ces dérivés pourraient également permettre de réaliser la cartographie précise de
I’expression du récepteur Smo dans le cerveau. Enfin, ils pourraient également faciliter la
compréhension des mécanismes moléculaires de régulation et translocation du récepteur Smo
au cil primaire, un phénomeéne qui n’est pas encore totalement ¢lucidé et qui présente un
intérét a la fois fondamental et appliqué a la thérapeutique en raison du réle important de

I’organelle dans les pathologies reliées a des déregulations de la voie Hh.
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