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PSL (Master Sciences du vivant, cursus IMaGHE,
parcours Physiopathologie intégrative [PPI]),
des étudiants se sont confrontés a la rédac-
tion d’une nouvelle scientifique. Ces étudiants

ayant choisi une spécialisation en cancérologie,
I’équipe pédagogique leur a proposé de faire une
synthése d’articles sur deux thématiques : 1) les
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protéines IAP et un mécanisme original de régu-
lation de leur activité par S-nitrosylation et 2) la
séparase, dont un article paru récemment dans
Nature montre qu’elle jouerait un réle inattendu
dans la protection des cellules contre la trans-
formation tumorale. Organisés en bindme ou tri-
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nome, les étudiants ont rédigé deux nouvelles qui
soulignent I'intérét des travaux analysés, ainsi que leur originalité. lls se sont pleinement investis dans cette tache
et ont su faire preuve d’un bel esprit de synthese. Ils ont apprécié cet exercice nouveau pour eux, mais qui leur a
permis d’avoir un apergu de la publication scientifique inhérente au métier de chercheur auquel ils se destinent. <
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IAP et cancer : le NO contre-attaque
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Les protéines inhibitrices de I’apoptose
de la famille IAP

Les protéines IAP (inhibitor of apoptosis)
furent initialement considérées comme
des inhibiteurs de I"apoptose en raison
de leur action directe sur les caspases.
Chez les mammiféres, la famille des IAP
compte huit membres : clAP1, clAP?
(cellular IAP1 et IAP2), XIAP (X-linked
IAP), NAIP (neural apoptosis inhibitory
protein), Apollon, Livin, ILP2 (IAP-like
protein 2) et la survivine. De nombreuses
études ont démontré leurs réles dans des
processus cellulaires variés, comme la
réponse inflammatoire, la différencia-
tion, la prolifération, la réponse immu-
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nitaire innée et la motilité des cellules
[1]. Il a également été montré que
certaines de ces protéines |IAP, comme
les protéines clAPl et clAP2, étaient
capables de se lier aux caspases sans les
inhiber [2].

Les IAP sont caractérisées par la pré-
sence d’un ou plusieurs domaines
conservés appelé BIR (Baculoviral IAP
repeat), qui permet leur interaction avec
des partenaires protéiques. Notamment,
la protéine XIAP est décrite comme un
puissant inhibiteur des caspases par
interaction avec la région dite « linker »
située entre les domaines BIR1 et BIR2
(pour cibler la caspase 3), avec la région
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« linker » et le domaine BIR2 (pour cibler
la caspase 7) et avec le domaine BIR3
(pour cibler la caspase 9) [3]. Certaines
protéines, telles que clAP1, cIAP2 et XIAP,
possedent, en plus des trois domaines
BIR, un domaine RING (really interesting
new gene) en position C-terminale, asso-
cié a une activité €3-ubiquitine ligase,
régulant le taux et/ou la fonction de
nombreuses cibles protéiques.
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Dans de nombreux types de cancers,
plusieurs membres des IAP sont anorma-
lement surexprimés, favorisent la pro-
gression tumorale, la résistance a la
chimiothérapie et sont liés a un mauvais
pronostic. Le mode d’action, ainsi que
la régulation des IAP, font I’objet de
nombreuses études et sont des enjeux
importants pour le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques. Il
a notamment été récemment montré
que le monoxyde d’azote (NO) pouvait
réguler 'activité de certaines IAP [4-6].

Le NO et la S-nitrosylation
Le NO est une petite
molécule gazeuse
radicalaire tres réac-

(=) Voir la Synthese
de S. Plenchette
etal.,m/s n° 6-7,
juin-juillet 2016,

tive, connue pour jouer
page 625

un role aussi bien
anti-tumoral que pro-tumoral [7] (=).

Il peut étre produit de maniére endogéne
par les NO synthases (NOS) ou apporté de
maniére exogéne via des donneurs de NO
(molécules capables de libérer du NO).
Son action sur les protéines se traduit
par des modifications post-traduction-
nelles, telles que la nitration, la métal-
nitrosylation ou la S-nitrosylation [8].
La S-nitrosylation est la modification
majeure induite par le NO. Elle corres-
pond a I'incorporation non-enzymatique
du NO sur le groupement thiol (-SH)
d’une cystéine. Il est désormais bien
connu que la S-nitrosylation joue un
role important dans la régulation des
voies de signalisation, au méme titre que
d’autres modifications post-traduction-
nelles, comme ['ubiquitinylation ou la
phosphorylation par exemple.

Plus particulierement, des études ont
montré que les protéines clAP1 et XIAP
étaient des cibles du NO et participaient
a Peffet cytotoxique du NO via plusieurs
voies de signalisation [4-6, 8, 9]

Le NO et la protéine clAP1

Il existe un lien étroit entre la protéine
clAP1 et la régulation de la voie de sur-
vie NF-kB (nuclear factor-kappa B). €n
effet, la stimulation du TNFR1 (tumor
necrosis factor receptor 1) par le TNF-a.
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(tumor necrosis factor alpha) induit
la formation d’un complexe protéique
appelé complexe | au sein duquel la
protéine clAPl assure la poly-ubi-
quitinylation de type lysine 63 de RIP1
(receptor interacting protein 1). Le com-
plexe | va alors induire le recrutement
d’autres complexes (LUBAC, IKK, TAK/
TAB), conduisant & I’activation du fac-
teur de transcription (=) Voir la Synthése
NF-kB et donc a la del-Cartieretal.,
survie des cellules ™™

janvier 2012, page 69
[10] (=).
€n 2018, Romagny et al. ont démontré
qu’en présence d’un donneur de NO, le
glyceryl trinitrate (GTN), la S-nitrosy-
lation de clAP1 compromet son acti-
vité €3-ubiquitine ligase, ce qui induit
une inhibition de la voie TNF-o /TNFR1/
NF-xB et donc une apoptose des cel-
lules cancéreuses coliques et mammaires
d’origine humaine ou murine. €n effet, la
protéine clAPl, sous sa forme S-nitro-
sylée, n’est alors plus capable d’assurer
I’ubiquitinylation de type lysine 63 de
RIP1 et favorise la formation d’un com-
plexe de mort cellulaire (complexe II-
like). La S-nitrosylation de clAP1 permet
de faire basculer la cellule d’une voie
de survie a une voie de mort cellulaire
TNF-o./TNFR1 dépendante (Figure 1).
Lidentification des sites de S-nitrosy-
lation par la technique de Biotin Switch
assay, suivie d’une analyse par spectro-
métrie de masse, a montré deux sites de
S-nitrosylation potentiels de la protéine
clAP1, en position 571 et 574, dans le
domaine RING. La S-nitrosylation de ces
sites a ensuite été confirmée par le rem-
placement des cystéines ainsi identifiées
par des histidines, rendant la protéine non
nitrosylable. Les auteurs ont alors mis en
évidence que la S-nitrosylation de la pro-
téine clAPL sur la cystéine 571 joue un rdle
particulierement important dans I’inhibi-
tion de son activité €3-ubiquitine ligase.
De plus, les auteurs ont montré, par des
approches in vitro et par des expériences
d’immunohistochimie sur des coupes de
tumeurs humaines de cancer du cdlon,
que des chimiothérapies standards du
cancer du célon (5-FU et oxaliplatine)

favorisent la production de TNF-at par les
cellules cancéreuses et les macrophages.
Cette production de TNF-a induit, tout
du moins in vitro, aprés exposition a
un donneur de NO, la mort des cellules
cancéreuses par apoptose. Dans leur
étude, Romagny et al. suggérent donc
que ’utilisation d’un donneur de NO,
tel que le GTN, en association avec un
traitement chimiothérapeutique, repré-
senterait une stratégie anti-cancéreuse
intéressante dans un contexte cellulaire
riche en TNF-a [6].

Le NO et la protéine XIAP

€n 2009, Tsang et al. ont décrit, pour la
premiére fois, la S-nitrosylation de la
protéine XIAP (au niveau du domaine
BIR2) dans un contexte de maladie neu-
rodégénérative (maladie de Parkinson).
Cette modification affecte son activité
anti-caspase 3 mais pas son activité
€3-ubiquitine ligase [9]. €n 2015, cette
méme équipe a identifié la cystéine 213
du domaine BIR2, cible du NO, respon-
sable de I'inhibition de I'activité anti-
caspase 3 de la protéine XIAP. Bien que
d’autres sites de S-nitrosylation de XIAP
aient été identifiés en paralléle (cystéine
90 du domaine BIR1 et 327 du domaine
BIR3), leur impact sur la fonction de la
protéine reste toutefois inconnu [4].
L'équipe de Nakamura et al. a démontré,
a son tour, en 2010, la S-nitrosylation
de XIAP dans des cellules de neuroblas-
tome, en identifiant comme cible du NO,
la cystéine 450 située dans le domaine
RING de la protéine. Les auteurs ont
de plus montré que la caspase 3, cible
de la protéine XIAP, était S-nitrosylée
par le NO, puis capable de transmettre
la molécule de NO a la protéine XIAP
par trans-nitrosylation. Ce mécanisme
prévient I'effet inhibiteur de XIAP dirigé
contre la caspase 3 [5]. Ainsi, le NO peut
affecter 'activité €3-ubiquitine ligase
et anti-caspase 3 de XIAP (Figure 1).
Ces résultats démontrent donc que le
NO compromet la fonction de la protéine
XIAP et pourrait ouvrir la voie a une
stratégie thérapeutique prometteuse via
Iutilisation de donneurs de NO.



TNF-a

Donneur de NO
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sur la cystéine 450 de son domaine
RING a lieu par trans-nitrosylation,
de la caspase 3 vers la protéine XIAP.
La S-nitrosylation de XIAP sur la
cystéine 213 de son domaine BIR2,
peut avoir lieu par 'action directe du
NO. Ces mécanismes bloquent alors
I’effet inhibiteur de la protéine XIAP
et libérent la caspase 3 qui favorise
I’apoptose des cellules cancéreuses
[4, 5]. La S-nitroylation de clAP1 sur
la cystéine 571 de son domaine RING,

bloque son activité €3-ubiquitine

ligase, prévient I’activation de la voie NF-KB, et induit la mort cellulaire par apoptose via le recrutement du complexe I1-like [6].BIR : Baculoviral

IAP repeat ; clAP1 : cellular IAP1 ; NF-xB : nuclear factor-kappa B ; NO : monoxyde d’azote ; RING : really interesting new gene ; RIP1 : receptor-

interacting protein 1 ; TNF-oL : tumor necrosis factor alpha ; TNFR1 : tumor necrosis factor receptor 1 ; TRADD : TNF receptor type 1-associated
death domain ; TRAF2/5 : TNF receptor-associated factor 2/5 ; Ub : ubiquitinylation ; XIAP : X-linked IAP.

Perspectives

Dans le contexte des traitements du can-
cer, plusieurs stratégies thérapeutiques
ciblant les protéines IAP ont déja été
développées (oligonucléotides antisens,
composés mimétiques de SMAC). A ce jour,
seuls quatre articles ont démontré I'im-
pact du NO sur les protéines IAP. Que ce
soit dans les cancers ou dans les maladies
neurodégénératives, le NO cible les IAP et
favorise la mort cellulaire par apoptose
(Figure 1). Le NO apparait donc comme
ouvrant la voie a une nouvelle stratégie
permettant de contrer la fonction anti-
apoptotique des protéines clAP1 et XIAP.
Leffet du NO sur d’autres protéines IAP
reste cependant a démontrer.

€n se fondant sur I’homologie de séquence
entre XIAP et du clAPL, I’alignement des
séquences en acides aminés des domaines
RING de XIAP et clAP1 montre que la cys-
téine 450 de XIAP correspond a la cystéine
571 de clAP1, cystéine S-nitrosylée par
le NO dans plusieurs types de cellules
cancéreuses [6]. Or, comme nous I'avons
vu, la cystéine 450 de XIAP a été identifiée
comme cible du NO par Nakamura et al.,
et, surtout, comme la cible induisant une
perte de son activité €3-ubiquitine ligase
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[5]. Néanmoins, I'étude de la S-nitrosyla-
tion de la protéine XIAP par un donneur de
NO dans plusieurs types de cancer n’a pas
encore été réalisée.

Des stratégies thérapeutiques contre le
cancer combinant la chimiothérapie a
un donneur de NO ont déja fait I'objet
de plusieurs essais cliniques. Toutefois,
une meilleure connaissance des méca-
nismes moléculaires associés au NO est
nécessaire pour comprendre comment
combiner au mieux les chimiothérapies a
un donneur de NO. ¢

IAPs and cancer: The NO strikes back
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