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De Ila topologie de 'ADN
aux medicaments
antibiotiques

et anticancereux

Le controle de la structure topologique de ’ADN et de
nombreuses fonctions liées a son métabolisme (trans-
cription, réplication, recombinaison...) s’effectue grace a
des enzymes spécialisées, les ADN topo-isomérases. Elles
réalisent des coupures transitoires dans ’ADN et font
passer des segments d’ADN a travers ces coupures avant de
les refermer. Les topo-isomérases de type I produisent des
coupures simple-brin alors que les topo-isomérases de type
I coupent simultanément les deux brins de ’ADN. Ces
enzymes sont les cibles intracellulaires de plusieurs classes
d’agents possédant des propriétés antitumorales
ou antibiotiques. On entrevoit aujourd’hui les mécanis-
mes complexes expliquant les processsus qui vont de la
production de lésions dans ADN jusqu’a la mort cel-
lulaire, ouvrant des perspectives prometteuses dans la mise
au point de nouveaux agents antitumoraux, anti-bactériens,
et antiviraux plus sélectifs et plus performants.

‘existence des topo-isomé-
rases est directement liée a la
structure de I’ADN, dans
laquelle les deux brins sont
enlacés en une double hélice
plectonémique (Watson-Crick). Tant
que I’ADN est linéaire et que sa
taille ne dépasse pas quelques kb,
cette structure ne pose pas de pro-
blémes particuliers. Au contraire,
comment imaginer qu un ADN
génomique de plusieurs millions
de kb (plus d'un metre de lon-
gueur), compacté dans les chromo-
somes, puisse étre décondensé, répli-
qué et recondensé en quelques
heures sans se trouver irrémédiable-
ment enchevétré ?
Deux possibilités s'offraient a la

nature pour résoudre ce probleme :
soit la structure de '’ADN devait étre
modifiée en faveur d’une structure
cote a cote (paranémique) ou les
deux brins ne sont jamais enchevé-
trés*, soit un mécanisme enzyma-
tique tres efficace permettait de sup-
primer les enchevétrements (bar-
rieres topologiques). C’est cette der-
niére possibilité qui a prévalu avec
« I’entrée en scene » des topo-isomé-
rases. Ces enzymes sont, comme le
fait remarquer Wang, des prestidigi-
tateurs, dans la mesure ou elles sont
capables de faire passer un brin ou

* Des structures cote a cote de '’ADN, compatibles avec
les données de diffraction, ont été effectivement imagi-
nées dans les années 1977-1978, puis abandonnées.

m/s n° 10, vol. 10, octobre 94



\ CHy o Base
CH, o. Base
Q>
0¥ o T HY o
(‘\ 7 H, 7 q Tyr
o oS Hq
Y . \\ o—@-mz
o] o]
\ o Coupure \ o
—_—
CH; o Base ’ CHy, o Base
Religation
O\ O\

Figure 1. La réaction de trans-estérification caractérisant I'activité topo-iso-
mérase. Le site actif de I'enzyme, une tyrosine, réagit par son groupement
OH avec la liaison phosphodiester de I'ADN. Cette réaction, une trans-esté-
rification, provoque une coupure du brin d'ADN et la formation d‘un inter-
médiaire covalent entre la tyrosine de I'enzyme et une des extrémités (ici
I'extrémité 5') du brin d'ADN. La réaction inverse reforme la liaison phos-
phodiester et libére la tyrosine. Ainsi, la réaction de coupure/refermeture ne

nécessite pas d'apport d'énergie.

un segment d’ADN a travers un
autre sans laisser la moindre trace
(1, 2].

La solution des topo-isomérases pour
résoudre les problemes d’enchevé-
trement de ’'ADN présente en outre
un avantage considérable : ces
enzymes, en modifiant le nombre
d’enlacements entre les brins de la
double hélice, sont capables de pro-
duire une forme activée de I’ADN,
I’ADN surenroulé [3]. De manieére
un peu schématique, on peut consi-
dérer que c’est cette forme d’ADN
qui permet d’initier des processus
comme la réplication, la transcrip-
tion ou la recombinaison.

Depuis la découverte chez E. coli, en
1971, de la premiére topo-isomérase,
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la protéine oméga, un nombre
considérable de travaux ont permis
de découvrir et de caractériser diffé-
rents types de topo-isomérases dans
tous les organismes vivants. Ce n’est
que dans les années 80 que la
découverte de ces enzymes eut un
impact retentissant dans les
domaines médical et pharmaceu-
tique. En fait, il s’est avéré qu’un
grand nombre d’agents antibiotiques
et antitumoraux utilisés de longue
date en clinique avaient pour cibles
les topo-isomérases.

Nous nous proposons, dans cette
courte revue, de présenter d’une
facon synthétique la famille, mainte-
nant étoffée, des ADN topo-isomé-
rases, ainsi que les différentes classes

d’inhibiteurs découvertes a ce jour.
Une attention particuliére sera por-
tée aux mécanismes permettant
d’expliquer I'activité antibiotique ou
antitumorale de ces inhibiteurs, ainsi
que les perspectives scientifiques et
thérapeutiques envisageables dans
un avenir proche.

Les topo-isomérases
produisent des coupures
transitoires dans I’ADN

La seule facon de réaliser le tour de
magie qui consiste a faire passer un
fragment d’ADN au travers d’un
autre est d’effectuer une coupure
transitoire dans I’ADN. L’opération
se fait en trois temps: coupure de
I’ADN, passage d’un autre segment a
travers la coupure, refermeture de la
bréche. Toutes les topo-isomérases
fonctionnent sur ce principe géné-
ral. Cependant, on distingue deux
grands types de topo-isomérases : les
enzymes de type I, capables de cata-
lyser I'ouverture et la refermeture
d’'un seul brin d’ADN, et qui sont
monomériques ; les enzymes de
type 11, capables de catalyser I'ouver-
ture et la refermeture simultanée ou
séquentielle des deux brins de la
molécule d’ADN et qui sont des pro-
téines multimériques [2, 4].

Sur le plan chimique (figure 1), il
s’agit d’'une réaction de trans-estérifi-
cation réversible conduisant a un
intermédiaire covalent entre une
tyrosine de I’enzyme et I'une des
extrémités 5’ ou 3’ du brin d’ADN.
La figure 2 montre un cycle de topo-
isomérisation pour la topo-isomérase
Il eucaryote [5]. Dans ce cas, 1’enzy-
me est dimérique, chaque brin de
I’ADN étant clivé par une sous-unité.
En outre, la réaction nécessite la
fixation et I’hydrolyse de 'ATP. Les
intermédiaires clivés, dénommés
aussi « complexes de clivage », ont
normalement une durée de vie tres
courte, le temps du passage de
I’ADN a travers la coupure. Cette
durée peut étre considérablement
augmentée par divers agents (anti-
biotiques, antitumoraux) interférant
notamment avec la réaction de refer-
meture.

Les topo-isomérases :
une famille complexe

Au fil de la découverte de nouvelles o ——
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ATP

Intermédiaire clivé b Intermédiaire clivé a

Figure 2. Les différentes étapes du cycle catalytique de la topo-isomérase
Ill. La topo-isomérase Il eucaryote (en rouge), constituée d’un homodimeére,
forme un complexe non covalent au niveau d’un croisement de deux
doubles brins d’ADN, dont I'un (en grisé) porte une séquence consensus
dégénérée (étape 1: fixation). Les deux brins de ce dernier sont clivés res-
pectivement par chacune des deux sous-unités de la topo-isomérase I,
gréce a deux réactions de trans-estérification (voir figure 1) produisant
l'intermédiaire clivé a (étape 2 : clivage de I'’ADN). Le double brin d’ADN
intact passe au travers de la bréche, sans doute grdce 4 un changement
conformationnel de I'enzyme qui a fixé deux molécules d’ATP (étape 3:
passage de brin). L’intermédiaire clivé b reforme les liaisons phosphodies-
ter, libére les tyrosines et la topo-isomérase reste fixée sur I’ADN sous
forme de complexe non covalent (étape 4 : religation). L’ATP est hydrolysé,
ce qui régénére une forme active de I'enzyme qui se dissocie de I’ADN
(étape 5: régenération de I’enzyme). Chaque cycle catalytique modifie
d’une valeur de deux le nombre de liens topologiques d’une molécule
d’ADN circulaire. (Adapté avec I’'aimable permission de N. Osheroff [5].)

topo-isomérases, la nomenclature de
ces enzymes devient plus touffue
(figure 3). La distinction entre topo-
isomérases de type I et de type II sur
la base des coupures transitoires,
simple-brin dans le premier cas,
double-brin dans le second cas, est
maintenant solidement établie
[2,4]. Au contraire, le critére de
dépendance vis-a-vis de I’ATP ne
doit plus étre utilisé pour distinguer
ces deux types d’enzymes, car il
souffre au moins deux exceptions :
les gyrases inverses sont des topo-iso-
mérases I dépendantes de 'ATP [6],

certaines topo-isomérases II sont
indépendantes de I'ATP [7].

Topo-isomérases de type I

Ces enzymes, généralement mono-
mériques, apparaissent treés hétéro-
clites et peuvent étre divisées en au
moins trois groupes [2, 4, 8, 9] :

— celui représenté par les produits
du geéne TopA chez E. coli [10], qui
comprennent principalement des
topo-isomérases bactériennes, mais
aussi la protéine codée par un géne
de levure (Sc¢ Top 3) dont la séquen-

m/s n° 10, vol. 10, octobre 94



Gene Type

(Autres Membres)

‘ Famille des ADN Topoisomérases I

Organisme / Fixation ;
dépendanceATP ; activité

NH; Y cooH
‘ : indép. ATP ; Rel~
=t (Top B, ScTop3) < Domaine Catalytique >
@
-8 NH, Y COOH "
£ [ommmes] | i
(= dép. ATP ; Rel~ et Sup*
§ < Domaine Catalytique >
< NH, Y COOH (3)
| Hum Top1 | | —| Eucaryotes /3';
indép. ATP ; Rel~ et Rel*
(ScTop1,Vcilop1, topo V) < Domaine Catalytque >
NH, Y COOH
| Hum Top 2 alpha | I | l | Eucaryotes / 5';
- - dép. ATP ; Rel~ et Rel*
= (Hum Top2 béta, Sc Top2) < Domaine Catalytique >
=8 NH, NH, Y COOH "
&’E | GyrA+ GyrB | | Gyr B | l Gyr A | Procaryotes /5';
s dép. ATP ; Rel* et Sup~
b (Par C + Par E) < Domaine Catalytique >
NH, NH, NH, Y COOH
T4genes 52 | 39 || 60 l 52 —l Bactériophages / 5' ;
| 2 i | - - dép. ATP ; Rel™ et Rel*
>

< Domaine Catalytique

Figure 3. La famille des ADN-topo-isomérases. Les alignements représentés ne sont que qualitatifs : les tailles des
polypeptides ne sont pas respectées. Les domaines catalytiques présentant une certaine similarité de séquence
sont figurés avec la méme convention de teinte (exemple: type ll). Y indique la tyrosine du site actif. Rel et Rel* :
activité de relaxation des supertours respectivement négatifs et positifs. Sup* et sup : activités de surenroulement
respectivement négatif et positif. 5' ou 3’ indiquent I'extrémité de I’ADN liée de maniére covalente a la topo-isomé-
rase. (1) Sc top3 est une topo-isomérase eucaryote (levure S. cerevisiae). (2) La gyrase inverse est également pré-
sente chez les eubactéries thermophiles. (3) La topo V est une topo-isomérase archéobactérienne. (4) La topo IV
codée par les genes ParC et ParE n’a pas d’activité de surenroulement.

ce est apparentée [11]. Ce groupe
comprend aussi le produit du gene
TopB qui code chez E. coli pour la
topo-isomérase III, dont la fonction
est mal connue [12]. Ces enzymes
sont toutes indépendantes de I'ATP,
relachent 'ADN surenroulé négati-
vement, et se fixent a 'extrémité 5’
de 'ADN ;

— celui représenté chez les archéo-
bactéries thermophiles par la gyrase
inverse (gene Top RG), qui existe
également chez les eubactéries ther-
mophiles [6, 13]. Elle présente, dans
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sa partie C-terminale, une similitude
de séquence avec le groupe précé-
dent. Les gyrases inverses nécessitent
de I’ATP, se fixent en 5’°, et suren-
roulent positivement I'’ADN ;

— celui représenté par la topo-isomé-
rase | humaine (géne Hum Topl) et
dont les membres sont présents chez
tous les eucaryotes, chez certains
virus, et méme chez les archéobacté-
ries [14]. Ce groupe ne présente
pratiquement aucune similitude de
séquence avec les deux précédents
groupes. Il comprend des enzymes

indépendantes de I’ATP, a fixation
en 3’ et qui relachent les surenroule-
ments positifs et négatifs.

Topo-isomérases de type II

Contrairement a la précédente, cette
famille apparait assez homogene :
toutes les topo-isomérases 11 présen-
tent des similitudes de séquence, sont
multimériques, se fixent en 5’°, et
dépendent généralement de I'’ATP.
On distingue trois groupes [8, 9] :

- celui représenté par la topo-iSOmé- amm—
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rase Il humaine (génes TOP2 a et )
qui comprend les enzymes euca-
ryotes (connues chez les mammi-
feres, les amphibiens, les insectes, les
plantes, les champignons...). Les iso-
formes B différent peu de a, sauf a
I'extrémité C-terminale, plus longue
pour B. Ces enzymes forment et
résolvent des caténaires et relachent
I’ADN in vitro;

— celui représenté par la topo-isomeé-
rase II d’ E. coli (genes GyrA et GyrB),
tétramérique (A;B,) et baptisée gyra-
se. La gyrase est présente exclusive-
ment chez les bactéries et surenroule
négativement I’ADN. Grace a la simi-
larité des séquences, on peut estimer
que les protéines issues des génes
GyrB et GyrA couvrent respectivement
les régions N- et C-terminales des
enzymes issues des genes Top2 euca-
ryotes (figure 3). Des génes similaires
a GyrA et B, dénommés ParC et ParE,
codent, toujours chez les bactéries,
pour la topo-isomérase IV ressem-
blant a la gyrase, mais incapable de
surenrouler 'ADN ;

— celui représenté par les topo-isomé-
rases II codées par certains bactério-
phages : dans le cas du phage T4,
I’enzyme est codée par trois genes
dont les séquences couvrent
I'ensemble GyrB-GyrA. Elles n’ont pas
d’activité de surenroulement, au
moins in vitro.

Les topo-isomérases sont
fortement pléiotropes

Si les topo-isomérases présentent un
mécanisme de base commun, elles
possedent, en revanche, des fonc-
tions trés variées. On peut distinguer
deux roles majeurs dans la cellule.

(1) Un role direct et essentiel qui
consiste a éliminer les barriéeres
topologiques au fur et a mesure
qu’elles apparaissent, dans tous les
processus ou I’ADN est impliqué.
Ainsi, vont-elles supprimer les
contraintes qui sont liées a la pro-
gression des fourches de réplication
ou des complexes de transcription
(2, 4]. Il est, de méme, probable
qu’elles sont impliquées dans les
appariements des molécules recom-
binantes et dans le déplacement des
jonctions de type Holliday (branch
migration) [15]. En outre, chez les
eucaryotes, les topo-isomérases,
constituants majeurs de la matrice
nucléaire, participent activement a
I'organisation de la structure chro-
matinienne [16]. En particulier, la
topo-isomérase II possede de nom-
breux sites de fixation sur I’ADN a la
base des boucles de chromatine qui
sont ancrées sur la matrice nucléaire
[17]. Il semble qu’elle y joue un réle
essentiel dans I'assemblage de la
chromatine, dans la condensation et

Topoisomérases I

Réplication Recombinaison
Initiation Stabilité du génome

Elongation Recombinaisons illégitimes

Terminaison Réparation

Structure chromatine
Assemblage, Condensation et
Décondensation ; Ségrégation
des chromatides a la mitose

Transcription
Initiation
Elongation

P

i

Régulation superhélicité I

Figure 4. Les topo-isomérases sont nécessaires dans la plupart des proces-

sus ou I’ADN est impliqué. Elles agissent, soit directement en supprimant
les barriéres topologiques (fléeches noires), soit indirectement en modifiant
la superhélicité de I’ADN (fleches rouges). Les fléches discontinues indi-
quent que la réplication et la transcription sont susceptibles de modifier la
superhélicité des génomes.
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Tableau |
LES INHIBITEURS DES ADN TOPO-ISOMERASES
Agent inhibiteur Enzyme Etape du Interaction Activite
(exemple, DCI) affectéee cycle avec I'ADN biologique
inhibée®
Procaryotes Quinolones Gyrase (Gyr A) +/-
Induisant le (Pefloxacine, ParC, ParE 3 (Mg?)f Antibactérien
complexe de clivage Sparfloxacine...)
Polypeptide Gyrase (Gyr A) 8 - Activité antibactérienne
(Microcine B17) in vitro
Terpénoides Gyrase (Gyr A) 3 - Activité antibactérienne
(Clerocidine?) in vitro
N’induisant pas le Coumarines® Gyrase (Gyr B) 4 - Antibactérien
complexe de clivage (Novobiocine)
Eucaryotes Camptothecines Anticancéreux (études
Induisant le (Irinotecan, Topo | 3 - cliniques de phase Il)
complexe de clivage  Topotecan)
Benzo [cl] 3 + Activité antileucémique
phénanthridines Topo | préclinique
(Fagaronine)
Acridines Topo Il 3 + Antileucémique
(Amsacrine)
Epipodophyl- 3 = Anticancéreux
lotoxines
(Etoposide, Topo Il
Teniposide)
Anthracyclines 3 + Anticancéreux
(Doxorubicine, Topo Il
Daunorubicine,...)
Ellipticines Topo |l 3 + Anticancéreux
(Ellipticinium)
Quinolones Topo Il 3 +/- Activité anticancéreuse
(CP-115953€) (Mg préclinique
Isoflavones Topo |l 3 - Activité cytotoxique
(Génistéined) in vitro
Benzisoqui- 3 + Anticancéreux (études
nolinediones Topo I cliniques de phase |)
(Amonafide)
Actinomycines 3 + Anticancéreux
(Dactinomycine)
Pyridobenzoindoles 3 + Anticancéreux (études
(Intoplicine) cliniques de phase )
Naphtacene- 3 - Activité cytotoxique
5,8-diones in vitro
(Saintopine)

Les di [/m»nte: classes d'inhibrteurs connues a ce jour sont indiquées par leur nom chimique (quinolones, camptothécines...) el des exemples représentalifs figurent entre parenthéses sous

leur de c internationale (DCI) (ex. : Pefloxacine, Sparfloxacine). La spécificité du mécanisme d'action est mise en évidence par l'étape du cycle inhibee et grace a une
convention de couleurs (blanc, gris clair, gris jomc, rose, 10uge) différenciant les stabilisateurs du complexe de clivage des autres classes d'inhibiteurs.

“Induit également le complexe de clivage avec la Topo-isomérase I eucaryote.

YCertains dérivés inhibent également la Topo-isomérase Il eucaryote.

lndml aussi le complexe de clivage avec la gyrase.

“Agit aussi sur d'autres cibles cellulaires.

‘Etape du cycle inhibée : I=inhibitewrs de la fixation de la topo-isomérase @ LADN ; 2=inhibiteurs stabilisant les complexes o UADN n'est pas clivé ; 3=stabilisateurs des complexes de
clhwage ; 4=inhibiteurs de activité ATPase.
Interaction avec UADN décrite en l'absence de Mg™.

A noter que les produits ayant une forte interaction avec U'ADN peuvent également inhiber Uétape 1 lorsqu'ils sont en concentration élevee.
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la décondensation des chromosomes
au cours du cycle cellulaire et la
ségrégation des molécules d’ADN
filles lors de la mitose* [18].

De méme, chez les bactéries, la topo-
isomérase IV (codée par les genes
ParC., ParE) serait impliquée, grace a
sa localisation membranaire, dans
I'ancrage du chromosome bactérien,
dans son organisation en domaines
(boucles) distincts et dans la ségré-
gation des molécules en fin de répli-
cation [19].

(2) Les topo-isomérases jouent un
role indirect et plus subtil dans le
controle de I'état énergétique de la
molécule d’ADN grace a la régula-
tion homéostatique de son niveau de
surenroulement in vivo (figure 4).
Celui-ci résulte, soit de 1'activité
directe de certaines topo-isomérases
(gyrase, gyrase inverse chez les pro-
caryotes) [20], soit des divers stress
engendrés dans I’ADN par la pro-
gression des complexes de réplica-
tion ou de transcription et qui sont
modulés par I'activité des topo-iso-
meérases [21]. A son tour, le niveau
de surenroulement de I’ADN est
capable d’exercer un effet régula-
teur des processus de réplication, de
transcription et de recombinaison,
notamment au niveau de leur initia-
tion [8]. Ainsi, I'implication de la
topo-isomérase 1 dans la progression
des complexes de transcription se
traduit-elle par une localisation pré-
férentielle de cette enzyme au
niveau des génes activement trans-
crits [22]. Deux travaux démontrent
I'association directe de la topo-iso-
mérase | au complexe de transcrip-
tion en tant qu’activateur ou méme
répresseur [23, 24]. La fonction
précise de la topo-isomérase 1 dans
ce complexe demeure cependant
inconnue, puisque la répression de
la transcription ne nécessite méme
pas une topo-isomérase active [23].
Quant a la topo-isomérase II, son
role dans l'initiation de la réplica-
tion est illustré par la localisation de
nombreux sites de fixation de cette
enzyme au niveau des régions régu-
latrices et promotrices de divers
genes [25, 26]. De plus, la présence

* Seules les topo-isomérases de type I sont capables de
ségréger les ADN bicaténaires ferinés, grace a leur acti-
vité de destruction des caténaires.

de I'isoenzyme B de la topo-isoméra-
se I dans la matrice nucléolaire sug-
gere que l'enzyme est impliquée
dans la transcription des ADN ribo-
somiques [27]. Enfin, l'influence de
la superhélicité (état topologique)
de ’ADN sur le taux de recombinai-
son est démontrée dans divers sys-
temes, sans que les mécanismes en
soient bien compris [15].

Les inhibiteurs des topo-
isomérases : antibiotiques
et antitumoraux

Dans les années 1980, bon nombre
d’anticancéreux (acridines, actino-
mycines, anthracyclines, ellipticines,
épipodophyllotoxines, camptothé-
cines...) et deux classes d’antibacté-
riens (quinolones, coumarines) ont
vu leur mécanisme d’action expliqué
par leur capacité d’inhiber les topo-
isomérases (Tableau 1) [28-30]. On
distingue classiquement deux types
d’inhibiteurs, ceux qui inhibent les
enzymes procaryotes (gyrases) et
ceux qui inhibent les enzymes euca-
ryotes (topo-isomérases I et II).
Cette distinction souffre plusieurs
exceptions, notamment dans le cas
de la clérocidine et de certaines qui-
nolones (CP-115953) qui sont actives
a la fois sur la gyrase et sur la topo-
isomérase Il eucaryote. Les inhibi-
teurs de la topo-isomérase II, tels
que le téniposide ou la doxorubici-
ne, sont utilisés en clinique contre
plusieurs types de cancer comme
ceux du sein, du poumon, du testi-
cule, certaines tumeurs pédiatriques
(lymphomes, leucémies...) [31, 32].
Récemment, les camptothécines ont
été caractérisées comme inhibiteurs
de la topo-isomérase I eucaryote [29,
30]. Plusieurs dérivés hydrosolubles
de ces agents font I'objet d’études
cliniques de phase II et montrent
des activités prometteuses dans le
traitement du cancer du colon [33].
En revanche, aucun inhibiteur de la
topo-isomérase [ procaryote n’est
connu actuellement.

Enfin, certains agents anticancéreux
inhibent a la fois les topo-isomérases
I et I1. C’est le cas de l'actinomy-
cine D, de l'intoplicine, de la sainto-
pine, et de certains dérivés de la
fagaronine (Tableau I). En dehors de
la classification chimique et de la
spécificité de ces inhibiteurs, on
peut, d’un point de vue fonctionnel,
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caractériser plusieurs types d’inhibi-
teurs par I'étape du cycle de topo-
isomérisation (figure 2) qui est impli-
quée. On peut, en effet, considérer
a priori que le bloquage de n’impor-
te quelle étape intermédiaire de la
réaction provoque I'inhibition de
I'activité catalytique. On distingue :
(1) les inhibiteurs de la fixation de
la topo-isomérase a 'ADN. Ces pro-
duits peuvent agir, soit sur la topo-
isomérase (suramine), soit sur ’'ADN
(cas des intercalants) ; (2) les inhi-
biteurs de la dissociation de la topo-
isomérase de '’ADN qui agissent en
stabilisant les complexes ou I’ADN
n’est pas clivé (merbarone) ; (3) les
inhibiteurs de I'activité ATPase (cas
de la topo-isomérase II) qui inhibent
la régénération de I'’enzyme néces-
saire au cycle catalytique suivant
(coumarines, orthovanadate) ; (4)
les stabilisateurs des complexes de
clivage. Ces agents stabilisent les
intermédiaires réactionnels fugaces
dans lesquels 'ADN est clivé et fixé
de facon covalente a la topo-isoméra-
se (complexes de clivage). L’accu-
mulation de tels complexes résulte,
soit d’'une stimulation de I'étape de
clivage, soit le plus souvent d’une
inhibition de I’étape de religation
(figure 2). Cette classe d’inhibiteurs,
les plus nombreux (Tableau I), pré-
sente un intérét majeur dans la
mesure ou la cytotoxicité semble liée
a Paccumulation des complexes de
clivage (voir ci-aprés). Ces agents pré-
sentent une grande hétérogénéité
de structure chimique qui se traduit
par de grandes différences dans
leurs propriétés de fixation a 'ADN.
L’étude des relations structure-activi-
té de ces inhibiteurs permet de défi-
nir certains groupements chimiques
importants pour I'inhibition de la
topo-isomérase, comme par exemple
I’hydroxyle en position 9 pour les
dérivés de I'ellipticine [34], mais ne
permet pas de définir, au sens strict,
un pharmacophore commun [28-31,
33]. Certains de ces agents ont une
interaction forte avec I'ADN et peu-
vent détordre une molécule d’ADN
in vitro. C'est le cas des intercalants
qui produisent un effet biphasique :
a faible concentration, ils induisent
la formation des complexes de cliva-
ge, cependant qu’ils I'inhibent a
plus forte concentration, en empé-
chant la fixation de la topo-isoméra-
se a 'ADN. La stabilisation du com-
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plexe de clivage présente une certai-
ne spécificité vis-a-vis de la séquence,
certaines bases étant préférées au
niveau du site de clivage. Cette pré-
férence varie d’un agent a un autre
[35]. On peut imaginer un modele
d’interaction dans lequel la réaction
de religation est inhibée par le posi-
tionnement de I’agent au centre de
la région ou la topo-isomérase inter-
agit avec I'ADN et le clive. Le grou-
pe OH de I'extrémité du brin clivé
serait placé dans une position trop
¢éloignée du site actif pour que la
réaction de religation (trans-estérifi-
cation) puisse se faire [29].

Comment I’'action des
inhibiteurs des topo-
isomérases conduit-elle a
la cytotoxicité ?

Le concept de complexe de clivage
comme lésion potentiellement létale

Dans la mesure ou les topo-isomé-
rases sont essentielles a la plupart
des mécanismes génétiques, il était
logique de penser que l'inhibition
pure et simple de ces enzymes pou-
vait étre létale pour la cellule. Il est
clair maintenant que la cytotoxicité
n’est pas directement corrélée au
pouvoir inhibiteur de tel ou tel
agent [36]. Cela est bien illustré par
les résultats concernant les cellules
résistantes aux inhibiteurs des topo-
isomérases : on s’attend, comme
dans tous les cas classiques de résis-
tance a un inhibiteur, a ce qu’une
augmentation de la quantité de
topo-isomérase cible se traduise par
une résistance accrue a l'inhibiteur.
C’est I'inverse qui se produit: les
cellules résistantes ont un contenu
plus faible en topo-isomérases,
cependant que les cellules ayant un
contenu élevé en topo-isomérases
sont hypersensibles [37, 38] ! La clé
de ce paradoxe réside dans I'idée
que la cytotoxicité est liée a I'accu-
mulation de complexes stables
« inhibiteur - topo-isomérase -
ADN » dans lesquels FADN est clivé
(complexes de clivage) : plus il y a
de topo-isomérase au voisinage de
I’ADN, plus ces complexes se for-
ment en grand nombre sur 'ADN,
et plus grande est la cytotoxicité.
C’est également ce qui explique la
relative sélectivité des agents vis-a-vis

des cellules tumorales, qui ont un
contenu élevé en topo-isomérases,
par rapport aux cellules normales
[39,40].

Du complexe de clivage a la mort
cellulaire

Le traitement de la cellule par divers
inhibiteurs des topo-isomérases se
traduit par la formation de com-
plexes de clivage dans '’ADN géno-
mique : on peut obtenir un «instan-
tané » de la répartition de ces com-
plexes par différentes techniques
(élution alcaline, Southern blot...).
Cependant, les complexes de clivage
disparaissent des que I'on retire
I'agent et les lésions produites sont
donc réversibles [29]. Ces complexes
sont-ils létaux ? Un grand nombre
de travaux indiquent que la corréla-
tion entre complexe de clivage et
cytotoxicité est trés variable et
dépend de l'inhibiteur utilisé. Par
exemple, la doxorubicine et I'into-
plicine induisent peu de complexes
de clivage dans la cellule et sont
aussi cytotoxiques que I’étoposide ou
I'amsacrine qui en induisent dix a
vingt fois plus. De nombreux para-
metres semblent entrer en ligne de
compte pour moduler I'activité cyto-
toxique de ces inhibiteurs [41].

— L’efficacité relative de pénétration
et d’efflux de I'agent et sa possible
métabolisation selon le type cellulai-
re ; cela va déterminer la concentra-
tion effective de I'agent au niveau de
la cible : par exemple, certains inhi-
biteurs de la topo-isomérase, tels les
camptothécines, ne sont pas recon-
nus par le systeme d’excrétion de la
P-glycoprotéine (géne MDR), ce qui
peut expliquer I'activité clinique de
ce dérivé dans les tumeurs coliques
exprimant naturellement le géne
MDR [42].

- La stabilité de I'interaction avec la
cible (topo-isomérase — ADN) qui
détermine le temps de résidence des
lésions dans la cellule : par exemple,
ce temps est long dans le cas de la
doxorubicine et de I'intoplicine
(peut-étre parce qu’elles ont une
forte interaction avec I’ADN) et
court dans le cas de I'étoposide et
de I'amsacrine .

— La quantité de topo-isomérase, tres
variable d’un type cellulaire a
I'autre, qui conditionne directement
le nombre de lésions possibles :
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comme indiqué précédemment, I'un
des mécanismes de résistance aux
inhibiteurs de topo-isomérases est la
diminution de la quantité de ces
enzymes dans la cellule.

— Le moment du cycle cellulaire ou
I’agent est appliqué : ce parametre
semble jouer un réle primordial ;
bon nombre de médicaments,
notamment la camptothécine, sont
particuliérement cytotoxiques lors-
qu’ils sont appliqués en phase S [43].
- Enfin, comme indiqué dans le
paragraphe précédent, la formation
de complexes de clivage est partielle-
ment dépendante de la séquence
d’ADN, au moins in vitro, et diffé-
rents inhibiteurs sélectionnent des
régions de clivage (toposites) diffé-
rentes [35]. Cela pourrait exister
également in vivo, malgré la présen-
ce de la structure chromatinienne.
Ainsi, au niveau de génes particu-
liers (c’est le cas de C-MY(C), la loca-
lisation des toposites dépend de
I'agent [25]. Le type de région tou-
chée (parties codantes de
geénes/espaces intergéniques) pour-
rait, lui aussi, jouer un roéle dans
I'importance létale de la 1ésion [36].
Les considérations précédentes tra-
duisent le fait qu’en réalité la forma-
tion des complexes de clivage est le
premier d’une longue série d’événe-
ments encore mal connus et qui
conduisent a la mort cellulaire (figu-
re 5). Cette idée est illustrée par le
fait que la cytotoxicité des inhibi-
teurs de topo-isomérases est considé-
rablement réduite en présence de
divers inhibiteurs de la synthese des
protéines ou des ARN [43].

Comme schématisé sur la figure 5, la
réplication, la transcription, et peut-
étre d’autres processus comme la
recombinaison pourraient transfor-
mer les complexes initiaux en
lésions secondaires dans 'ADN. Un
exemple frappant est celui de la
camptothécine qui induit un grand
nombre de complexes de clivage
avec la topo-isomérase I. Les com-
plexes, dans lesquels un seul brin est
clivé, ne sont cytotoxiques que si la
cellule est en phase S: il a été pro-
posé que la collision des fourches de
réplication avec les complexes pro-
duits des cassures double-brin irré-
versibles qui sont, finalement, cyto-
toxiques [43]. Par ailleurs, des aber-
rations chromosomiques nom-
breuses sont observées dans les cel-

lules traitées par les inhibiteurs de
topo-isomérases, tels des échanges
de chromatides sceurs et des recom-
binaisons illégitimes [44]. Ces ano-
malies peuvent étre la conséquence
directe (recombinaison par échange
de brins) ou indirecte (réparation
anarchique) de la présence de com-
plexes de clivage.

Au stade des lésions secondaires
(figure 5), deux possibilités s’offrent :
ou bien 'ADN est réparé, et la cellu-
le est sauvée, ou bien la lésion per-
siste et la cellule meurt par apoptose
ou autres processus. L’apoptose, ou
mort cellulaire programmée [45],
est un phénomeéne naturel qui va de
pair avec la prolifération pour main-
tenir ’homéostasie tissulaire : il agit
deés les premiers stades du dévelop-
pement embryonnaire et est soi-
gneusement réglé. Sur un plan mor-
phologique, 'apoptose se traduit,
entre autres, par une condensation
de la chromatine suivie d'une frag-
mentation du noyau, et, sur le plan
biochimique, par une fragmentation
de I'ADN a la taille nucléosomiale.
Récemment, I’hypothése a été avan-
cée que I’apparition des cancers
pouvait étre liée a une dérégulation
de I’apoptose [46].

Quoi qu’il en soit, plusieurs travaux
indiquent que les inhibiteurs des
topo-isomérases induisent la mort
par apoptose dans diverses cellules
tumorales ou normales en proliféra-
tion. Les mécanismes de réparation
semblent jouer un réle important
dans l'aiguillage de la cellule vers la
mort cellulaire ou vers la non-létalité
des lésions. Ainsi, chez les bactéries,
les quinolones induisent tres effica-
cement le systétme SOS [47]. Chez la
levure, I'inactivation du géne RADS2,
nécessaire a la réparation des cas-
sures double-brin, provoque une
hypersensibilité aux inhibiteurs des
topo-isomérases [48]. La méme
hypersensibilité est observée dans
des lignées cellulaires humaines défi-
cientes en réparation (ataxie-télan-
giectasie, SCID (severe combined
immunodeficiency), syndrome de

Cockayne...) [47-50].

Perspectives
thérapeutiques

La chimiothérapie antitumorale,
antibactérienne et antivirale est, a
I'heure actuelle, encore trés empi-
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les inhibiteurs de topo-isomérases n’est pas démontrée.

rique et tout, ou presque, reste a
faire. On peut ainsi améliorer la
pénétration du médicament jusqu’a
sa cible, son efficacité a tuer les cel-
lules tumorales ou bactériennes, sa
sélectivité vis-a-vis de ces cellules, et
contrecarrer I'apparition de cellules
résistantes. L’étude des nouvelles
topo-isomérases permettra aussi
d’élargir le domaine d’application
thérapeutique de leurs inhibiteurs.

Synthése rationnelle de nouveaux
composés

Jusqu’a présent, I'identification des
topo-isomérases comme une cible
majeure de nombreux antitumoraux
et antibiotiques a permis, par I’étude
des relations structure-activité, de
définir les groupes chimiques impor-
tants pour l'activité des inhibiteurs
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synthétisés. Ces données ne permet-
tent cependant qu’une modélisation
imprécise des complexes ADN-agent-
topo-isomérase. L’une des perspec-
tives décisives dans ce domaine serait
I’obtention de structures tridimen-
sionnelles de ces complexes par cris-
tallographie et par RMN. Cela per-
mettrait de synthétiser des composés
« sur mesure », s’adaptant parfaite-
ment a la géométrie des complexes
de clivage. Ces produits, plus effi-
caces et plus spécifiques (cellules
normales/cellules tumorales, euca-
ryotes/procaryotes), pourraient étre
utilisés a des concentrations plus
faibles, réduisant les effets secon-
daires. Une premiere étape dans
cette voie a été franchie avec la
publication de la structure tridimen-
sionnelle d’un fragment de la sous-
unité B de la gyrase [51], et celle

d’'un fragment de la topo-isomérase
I (Top A) bactérienne [52].

Cibler des geénes spécifiques : vers
des traitements personnalisés

On sait que les cellules tumorales
présentent un programme génétique
profondément remanié. Elles expri-
ment des geénes qui ne sont pas ex-
primés dans les cellules normales
correspondantes (marqueurs em-
bryonnaires, génes impliqués dans la
croissance autocrine, y compris cer-
tains oncogenes...). L’'une des pers-
pectives thérapeutiques serait de tou-
cher spécifiquement des genes
essentiels au fonctionnement et a la
croissance des cellules tumorales.
Cette perspective n’est plus hors de
portée, puisque I’on sait que diffé-
rents antitumoraux touchent plus ou
moins spécifiquement différents
genes, particulierement ceux qui
sont activement exprimés, tel le géne
C-MYC [53]. L’enjeu consiste précisé-
ment a accroitre cette spécificité, en
jouant par exemple sur I'interaction
de I'inhibiteur avec la base de ’ADN
proche du point de clivage de I’enzy-
me et sur le choix de la séquence
d’ADN a cibler (oncogéne). Les
avantages sont ceux déja évoqués :
efficacité plus grande, sélectivité réel-
le pour les cellules tumorales, réduc-
tion des effets secondaires. De plus,
on peut imaginer un traitement
adapté a chaque patient aprés une
analyse du programme d’expression
des cellules de la tumeur dont il
souffre, ou, plus généralement, en
fonction des génes exprimés dans
une maladie tumorale déterminée.

Agir sur les circuits naturels condui-
sant a la cytotoxicité

Il s’agit d’accroitre I'efficacité avec
laquelle les complexes de clivage
induisent la mort cellulaire. Cette
perspective attrayante est plus lointai-
ne, dans la mesure ou les méca-
nismes de régulation sont mal
connus. Dans le cas de I'apoptose, on
commence a entrevoir ces méca-
nismes, avec la mise en évidence du
role des produits des genes CGMYC et
BCL-2, et de la protéine p53. On ne
connait cependant pas la nature du
ou des signaux par lesquels les com-
plexes de clivage induisent I’apop-
tose.

971



Le probléme des cellules résistantes

En dehors des circuits permettant de
bloquer I'activité du gene MDR (pro-
téine gp 170 impliquée dans la résis-
tance a de multiples médicaments
par augmentation de I'efflux), il
existe de nombreux cas de résistance
croisée aux inhibiteurs des topo-iso-
mérases. Il s’agit, soit d’'une modifi-
cation quantitative de la cible (dimi-
nution de I'expression de la topo-iso-
mérase), soit d’'une altération de
I'activité de I'enzyme par des modifi-
cations post-traductionnelles (phos-
phorylation) ou par des mutations
ponctuelles [41]. Dans ce dernier
cas, on peut imaginer I’élimination
des cellules résistantes en utilisant
un nouvel inhibiteur non « recon-
nu » par la mutation.

Nouvelles topo-isomérases : élargis-
sement du potentiel thérapeutique

Les topo-isomérases de parasites (try-
panosome, Plasmodium), de levures
pathogenes (Candida), de virus
(Herpes, VIH), ou méme de plantes,
sont sensibles in vitro a certains des
agents antitumoraux décrits précé-
demment (acridines, ellipticines,
épipodophyllotoxines, et camptothé-
cines). L’obtention de dérivés plus
spécifiquement actifs sur ces topo-
isomérases peut conduire dans un
avenir proche a un élargissement du
« potentiel thérapeutique » des topo-
isomérases.

De plus, aucune topo-isomérase I du
groupe de Top A (Top A, Top B, Sc
Top 3, voir figure 3) n’a d’inhibiteurs
connus a ce jour. Pourtant, de tels
inhibiteurs devraient posséder une
activité bactéricide intéressante. La
détermination de la structure cristal-
line de TopA pourrait permettre la
mise au point de tels inhibiteurs.
Enfin, la redondance des topo-iso-
mérases de type II aussi bien chez
les bactéries (gyrase et topo IV) que
chez les mammiféres (variants o et
B) offre également quelques pers-
pectives de sélectivité, s’il se confir-
me que chaque variant présente une
sensibilité différente aux agents et
n’'est pas spécifique de la méme
phase du cycle cellulaire [54].

I Conclusion

s Parmi les nombreuses approches
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thérapeutiques envisagées pour le
traitement des cancers et des mala-
dies infectieuses, la voie des topo-iso-
mérases, remarquablement peu
exploitée jusqu'a présent*, apparait
comme une possibilité prometteuse.
Le dysfonctionnement de ces
enzymes, qui sont au «cceur » du
métabolisme de I'’ADN, a en effet
des conséquences dramatiques sur la
vie de la cellule. On peut imaginer,
en particulier a I'aide de I'outil de la
modélisation moléculaire, la mise au
point de molécules infiniment plus
performantes, non seulement par
leur simple efficacité a tuer les cel-
lules indésirables, mais plutot par
leur extréme spécificité vis-a-vis de
ces cellules. Ces perspectives
devraient constituer, avec I'approche
de la thérapie génique et les nou-
velles cibles que constituent les
oncogenes et les génes suppresseurs,
une avancée décisive en santé
publique, dans les traitements des
cancers, et des agents pathogenes
comme les bactéries, les parasites, et
les virus M
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Summary

From DNA topology to clinical
active antibiotics and antitumor
agents

The control of DNA topology and
the multiple processes linked to
DNA metabolism, i.e. gene expres-
sion, replication or recombina-
tion, are achieved by specialized
enzymes named DNA topoisome-
rases. These ubiquitous enzymes
form a fast growing family of pro-
teins with a common basic mecha-
nism : they are all able to produce
transient breaks in the DNA back-
bone and to allow the passage of
DNA segments through these
breaks before resealing. They are
usually divided into two classes :
type | topoisomerases produce
transient single-strand breaks,
while type II topoisomerases can
simultaneously cleave both
strands. These latter enzymes form
a rather homogeneous group of
proteins by their biochemical pro-
perties as well as their sequence
similarities. On the contrary, type
I topoisomerases are heteroge-
neous, with important differences
in their structural and biochemi-
cal properties, depending on their
archaebacterial, eubacterial or
eukaryotic origin. DNA topoisome-
rases (I or II) are the intracellular
targets of several classes of antitu-
mor or antibacterial agents.
Knowing the precise modes of
interaction of these compounds
with topoisomerases and DNA
would permit to better understand
the basis of their activity. In addi-
tion, the long pathway from pro-
duction of lesions in the DNA
molecule to cell death begins to
be elucidated. These studies open
promising developments for the
rational design of new antitumor,
antibacterial and antiviral agents
with considerably more selective
and more powerful activities.
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