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Un nouveau mécanisme
de la résistance des cancers

au cisplatine

Roéle des protéines E2F1 et BIN1

Slovénie Pyndiah

> €n oncologie, la révolution des biothéra-
pies fondées sur des macromolécules (anti-
corps monoclonaux, polypeptides, acides
nucléiques, etc.) mise sur une approche
ciblée des cellules cancéreuses et de leur
microenvironnement, mais le nombre de
petites molécules testées en chimiothérapie
dite « conventionnelle » ne cesse cepen-
dant pas d’augmenter car elles ont I"avan-
tage d’étre peu coliteuses, faciles a trans-
porter et a conserver (des caractéristiques
propices & I'observance thérapeutique).
Ces petites molécules bloquent la division
cellulaire en agissant sur la molécule d’ADN
ou sur le fuseau mitotique. Des nouvelles
chimiothérapies anti-cancéreuses, dites
«ciblées », sont en plein essor, avec prés de
90 petites molécules récemment approu-
vées par la Food and drug administration
(FDA) américaine [1]. De multiples cibles
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thérapeutiques sont actuellement exploi-
tées : des kinases, des protéines impliquées
dans le contrdle épigénétique de I'expres-
sion des genes, des enzymes de la répara-
tion des dommages a I’ADN, des complexes
enzymatiques du protéasome. Cependant,
la nécessité d’améliorer le taux de réponses
favorables des la premiere ligne de traite-
ment du cancer demeure.

La découverte du cisplatine

et son application médicale

Le chimiste italien Michele Peyrone syn-
thétise la molécule de cis-diamminedi-
chloroplatine (I1) (cisplatine) en 1844,
puis le chimiste suisse Alfred Werner
prouve le concept d’isomérisation, et
on découvrira plus tard que I’isomére
trans de la molécule (transplatine) a une
cytotoxicité moindre que I’isomére cis.

L'utilisation du cisplatine contre le can-
cer est approuvée par la FDA en 1978, une
étape majeure dans Ihistoire de la can-
cérologie [2]. La demi-vie plasmatique
du cisplatine est de 10 a 50 minutes. Son
pouvoir alkylant lui donne la capacité
de former des adduits a la molécule
d’ADN, qui résultent de la formation
de liaisons covalentes avec les bases
puriques de cette molécule et inhibent
la transcription des génes. Un traitement
par le cisplatine est utilisé contre diffé-
rents cancers (testicule, ovaire, vessie,
poumon, téte et cou). Cependant, le cis-
platine et ses analogues ont des effets
toxiques sur le rein, Ioreille interne et la
moelle osseuse, qui nécessitent de limi-
ter la dose thérapeutique. Or, certaines
personnes bénéficient considérablement
du traitement par le cisplatine, tandis
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Figure 1. Stress lié a I'ar-
rét de la progression des
fourches de réplication
de la molécule d’ADN.
Les cassures simple brin
(single strand break, SSB)
\ de la molécule d’ADN ne
sont pas immédiatement
létales pour la cellule, mais
si elles ne sont pas répa-
rées, elles sont facilement
converties en cassures
double brin (double strand
break, DSB), beaucoup plus
dévastatrices. Le cisplatine
a une plus grande capacité

que le transplatine a for-

mer une liaison covalente avec la molécule ’ADN (i.e., formation d’un adduit), ce qui provoque des cassures simple brin. Les cellules cancéreuses

semblent avoir développé un mécanisme performant de réparation des dommages a la molécule d’ADN afin d’éviter un stress de réplication.

que d’autres en subissent les effets
toxiques sans aucun bénéfice théra-
peutique. Il importe donc d’élucider
les mécanismes moléculaires impliqués
dans la résistance spontanée ou acquise
des patients a ce traitement.

Mécanismes moléculaires impliqués
dans la réponse aux dommages

a la molécule d’ADN

Les adduits formés par le cisplatine et
non réparés par le systeme de réponse
aux dommages a la molécule d’ADN
(DNA damage response, DDR) modifient
la structure hélicoidale de la molécule
d’ADN et produisent des cassures simple
brin (single-strand breaks, SSB). Pen-
dant la réplication de la molécule d’ADN,
ces cassures simple brin sont facile-
ment converties en cassures double brin
(double-strand breaks, DSB), beaucoup
plus dévastatrices car elles entrainent
I’effondrement des fourches de réplication
et I'arrét de la progression du cycle cellu-
laire (Figure I). La forte augmentation des
cassures double brin dans les cancers trai-
tés par le cisplatine est vraisemblablement
la cause de la « catastrophe mitotique »
qui fait suite a une phase S aberrante du
cycle cellulaire [2]. La réponse molécu-
laire classique aux cassures double brin
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de la molécule d’ADN implique le recru-
tement du complexe protéique MRELL-
RAD50-NBS1 (meiotic recombination 11
- DNA repair protein RAD50 - Nijmegen
breakage syndrome 1), ou MRN, au site de
la cassure. Ce complexe MRN recrute et
active la kinase ATM (ataxia telangiecta-
sia-mutated) qui, a son tour, déploie un
ensemble de molécules médiatrices ou
effectrices de la DDR. Des essais cliniques
utilisant des petites molécules inhibitrices
d’ATM ont eu des résultats prometteurs
dans une situation de létalité synthé-
tique! [3]. Lorsque la DDR est activée,
le dimere inactif d’ATM se monomérise
par autophosphorylation sur des résidus
sérine. Au site endommagé de la molécule
d’ADN, ATM activée phosphoryle la protéine
d’histone H2AX sur son résidu Serl39, ce
qui produit la forme phosphorylée y-H2AX,
souvent utilisée comme un marqueur des
dommages cellulaires. En retour, y-H2AX
exerce un rétrocontrdle positif sur ATM,
dont elle amplifie 'action en recrutant le
médiateur MDC1 (mediator of DNA damage
checkpoint protein 1), qui facilite Iarrivée

! La Iétalité synthétique désigne la mort cellulaire résultant
de la synergie, par la combinaison de mutations de deux
genes différents, de deux événements non létaux par eux-
mémes. Le mécanisme implique I"accumulation de cassures
non réparées de la molécule d’ADN.

de complexes MRN supplémentaires sur le
site endommagé (Figure 2). Finalement, la
kinase ATM phosphorylée déclenche plu-
sieurs cascades d’effecteurs, dont celles
de la mort cellulaire et de la sénescence.
Nous décrivons ici un nouveau mécanisme
de la DDR impliquant la protéine BINI
(bridging integrator 1), dont Iexpression
est ubiquitaire dans les tissus normaux
différenciés et indétectable dans les cel-
lules cancéreuses métastatiques [4].

Un biomarqueur de la sensibilité

au traitement par le cisplatine :

la protéine BIN1

BIN1 (ou amphiphysine 2) est une protéine
nucléo-cytoplasmique comprenant dix
isoformes, toutes dépourvues d’activité
enzymatique intrinseque. Le géne BINI a
été identifié comme un géne suppresseur
de tumeur en 1996 par le D. Sakamuro, un
expert en biochimie et génétique. Par la
suite, des fonctions supplémentaires ont
été attribuées aux nombreuses isoformes
de la protéine [5]. BINI fait partie de la
famille des protéines adaptatrices BAR
(BIN-amphiphysine-Rsv), qui sont impli-
quées dans divers processus cellulaires,
notamment la réponse au stress, I'endocy-
tose, la mort cellulaire programmée, I’or-
ganisation du cytosquelette et le contrdle
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Figure 2. Cascade d’événements lors de la formation des foyers y-H2AX. La protéine histone H2AX comprend deux sites de phosphorylation pour former

les foyers y-H2AX, qui sont I'un des indicateurs les plus sensibles des cassures double brin de la molécule d’ADN. Le complexe protéique MDC1-H2AX

se forme dans une cellule non cancéreuse lorsque seul le résidu Ser139 (S) est phosphorylé. Dans une cellule cancéreuse déficiente en protéine BINI,

le complexe protéique MDC1-H2AX se forme de fagon aléatoire en présence ou non du deuxiéme résidu Tyrl42 (T) phosphorylé, ce qui entraine une

richesse en foyers y-H2AX méme en I"absence de dommages a la molécule d’ADN.

de la transcription des génes. BIN1 joue
un réle essentiel dans I'assemblage de
plusieurs complexes protéiques, et le défi-
cit fonctionnel de BIN1 entraine diverses
maladies (myopathie centro-nucléaire,
dystrophie myotonique, cardiomyopa-
thie ou arythmie ventriculaire), ainsi que
la progression des cancers agressifs. €n
oncologie, I"absence de BINI est un bio-
marqueur de I'agressivité du cancer. Tout
comme la protéine TP53, BINL est une
protéine suppresseur de tumeur pro-apop-
totique, qui active cependant la mort
cellulaire par instabilité génétique. L'inte-
raction entre BINL et le proto-oncogene
MYC inhibe le pouvoir oncogene de MYC,

et cette interaction )
(=) Voir la Nouvelle

de S. Pyndiah et
D. Sakamuro, m/s
n° 2, février 2013,
page 133

protéine-protéine est
moins efficace dans
les cancers chimio-
résistants [6, 7] (=).
Il est raisonnable de supposer que BINI
inhibe des facteurs de survie des cellules
exposées a un agent génotoxique. Nous
avons montré que BINL inhibe I’activité
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enzymatique de la poly (ADP-ribose)
polymérase 1 (PARP1), une protéine
impliquée dans le systeme de réparation
des dommages a la molécule d’ADN, et
avec laquelle BIN] interagit. Les résultats
d’essais cliniques en oncologie ont validé
I’utilisation thérapeutique de petites
molécules inhibitrices de PARPI, et la
stratégie qui consisterait a réactiver I’ex-
pression d’un inhibiteur cellulaire naturel
de cette polymérase reste attractive [3].

Le complexe protéique BIN1-E2F1
supprime la résistance au cisplatine
Initialement identifié comme un facteur
induit par I"oncoprotéine virale €A, le
facteur de transcription €2F1 (€2 promo-
tor-binding cellular factor-1) est déter-
minant pour la transition de la phase Gl
a la phase S du cycle cellulaire. De plus,
une expression forcée de €2F1 favorise
la formation de tumeurs in vitro et in
vivo, particulierement en I"absence de
la protéine TP53 [7]. Linactivation du
geéne du rétinoblastome (Rb), le premier

geéne suppresseur de tumeur identifié, est
une caractéristique des tumeurs malignes
humaines ou I'expression de €2F1 n’est
plus finement régulée. L’ensemble de
ces observations suggere que €2F1 est
un proto-oncogene [8]. Dans certaines
conditions, une dérégulation de ce gene
induit I"apoptose par des mécanismes
dépendants et indépendants de TP53. Chez
les souris mutantes dépourvues de €2F1,
I'apparition de diverses tumeurs est pro-
bablement liée a I'absence d’apoptose
induite par ce facteur de transcription.
Dans un scénario classique et en présence
de cassures double brin de ’ADN, la kinase
CHK2 (checkpoint kinase 2) est phos-
phorylée par ATM, puis les deux protéines
agissent ensemble pour phosphoryler €2F1.
La protéine €2FL phosphorylée active alors
des effecteurs de la mort cellulaire par
apoptose en réponse aux dommages a
la molécule d’ADN. Or, dans les cancers
dits agressifs, ot 'expression de BINI est
quasi inexistante, les cellules cancéreuses
survivent toujours au traitement par le
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cisplatine. €n "absence de BINI, les cel-
lules cancéreuses sont systématiquement
résistantes aux cassures double brin de
la molécule ’ADN, non parce que €2F1 est
inactive, mais plut6t parce qu’il existe un
autre médiateur de survie cellulaire activé
par la protéine ATM.

LCabsence de BIN1 dans les cancers
agressifs mobilise des foyers y-H2AX
particuliers

Nous avons montré que méme en I’absence
de cassure de la molécule d’ADN, seuls les
cancers ayant perdu I’expression de BIN1
activent la formation de multiples foyers
y-H2AX, ce qui suggere I'implication d’un
facteur nucléaire, encore inconnu, qui
assemble rapidement la cascade d’éve-
nements liés a la DDR. L'une des protéines
candidates est la protéine €2F1, associée
a la chromatine. BINI atténue la transac-
tivation de €2F1, particulierement lorsque
€2F1 est poly(ADP-ribosyl)ée, une modifi-
cation post-traductionnelle effectuée par
PARP1 [8, 91. La poly(ADP-ribosyl)ation de
€2F1 serait impliquée dans le contrdle spa-
tio-temporel des partenaires de liaison de
€2F1, dont fait partie BINL. Seule la phos-
phorylation de MDCI effectuée par ATM
permet de former le complexe protéique
MDC1-H2AX nécessaire pour déclencher la
réparation de la molécule d’ADN et main-
tenir la survie cellulaire. L’histone H2AX
comprend deux sites de phosphorylation,
Serl39 et Tyrl42, et le complexe protéique
MDCI-H2AX se forme uniquement lorsque
le résidu Tyrl42 n’est plus phosphorylé
[10]. Dans les cellules déficientes en BINI,
les cellules sont automatiquement riches
en foyers H2AX indépendamment des
dommages a la molécule d’ADN, et MDCl
est phosphorylé par ATM méme lorsque le
résidu Tyrl42 de H2AX est phosphorylé. Cela
correspond a un profil moléculaire carac-
téristique des cancers agressifs, ou BINL
est quasi absent. Par ailleurs, BINI est I'un
des rares inhibiteurs naturels nucléaires de
PARPI, une protéine associée au reldche-
ment de la chromatine [3, 6].

Notre hypothese est que la conformation
de la chromatine remaniée relative aux
dommages a la molécule d’ADN causés
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par le cisplatine et celle de la chromatine
dans les cancers agressifs ayant perdu
I’expression de BIN1 sont stériquement
différentes dans le microenvironnement
des foyers y-H2AX.

Signification de la présence des foyers
Y-H2AX en ’absence de cassure
double brin de la molécule d’ADN

Des travaux de recherche ont montré
que lorsque MDCI est artificiellement
immobilisée sur la chromatine associée
a une molécule d’ADN dépourvue de cas-
sure, la cascade de signalisation de la
DDR (qui inclut I’apparition des foyers
y—HZAX) est rapidement activée sous le
contrdle des voies de signalisation de
ATM et DNA-PKcs (DNA-dependent pro-
tein kinase, catalytic subunit) [10]. Cela
indique qu’une association prolongée de
la chromatine avec les principaux acteurs
de la DDR suffit pour stimuler la voie de
la réparation méme en I"absence de dom-
mage a la molécule d’ADN. La pertinence
physiologique d’accentuer le signal DDR
en absence de cassure de la molécule
d’ADN ainsi que le message biologique
qui en découle restent incompris [11]. Or,
nous avons montré que la perte seule de
I’expression de BINI est suffisante pour
activer la voie DDR jusqu’a la formation
des foyers y-H2AX et ce, quel que soit
I’état de phosphorylation du résidu Tyrl42
de cette protéine. Notre hypothése est
que I’absence de BINI mime un signal
de pseudo-cassure génomique du type
«double brin » car la DDR assure en aval
une réparation de la molécule d’ADN
plus intensive (comme si un effecteur
de la DDR n’était plus inhibé), ou bien
déclenche I’apoptose lorsque les répa-
rations sont inefficaces aprés un traite-
ment au cisplatine, par exemple.

Perspectives thérapeutiques

Le cancer est souvent associé a une insta-
bilité génomique et au vieillissement cel-
lulaire. De multiples « suppresseurs » de
tumeur agissent en fait comme des anti-
oncoprotéines en préservant I'intégrité du
génome compromise par certaines onco-
protéines : c’est notamment le cas pour

BRCAL/2, impliquée dans la réparation des
cassures double brin de la molécule d’ADN
par la recombinaison homologue, ou pour
TP53, qui arréte la réplication du génome
endommagé le temps d’activer la DDR. La
protéine BINI est en revanche un véritable
suppresseur de tumeur dans la mesure ou
elle induit la mort cellulaire par apoptose
ou la sénescence en réponse @ un stress
oncogénique ou génotoxique. Dans cette
situation, BIN1 augmente naturellement
I’instabilité génomique en inhibant deux
enzymes majeures de la DDR, les protéines
PARPI et ATM. Identifier un effecteur de
ATM permettrait de disposer d’une deu-
xieme cible pour vaincre la résistance des
cancers a la chimiothérapie, la premiére
étant "expression de BINL. ¢

A new mechanism by which cancers

can circumvent cisplatin resistance :
The €2F1/BIN1 axis
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