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Poly (ADP-ribose) polymérase :
la structure cristallographique

de developper de nouveaux médicaments
antitumoraux permettra-t-elle ?

L’exposition de la cellule eucaryote
aux agents génotoxiques, déclenche
un ensemble de réponses physiolo-
giques qui vont lui permettre de sur-
vivre en réparant aussi rapidement et
fidelement que possible les 1ésions
présentes dans ’ADN ou, au contrai-
re, d’ouvrir le programme de mort
cellulaire par apoptose, évitant ainsi
la fixation. Un élément important du
réseau de surveillance du génome
eucaryote est la poly (ADP-ribose)
polymérase (PARP), qui détecte et
signale les cassures dans 'ADN (m/s
n°10, vol. 11, p. 1487) [1].

Sur le site méme de l'interruption de
la double hélice, la PARP, enzyme
dépendante de ’ADN, utilise le
NAD* comme substrat pour catalyser
la polymérisation de résidus ADP-
ribose en un homopolymeére bran-
ché, le poly (ADP-ribose). Ce poly-
anion, lié de maniére covalente mais
transitoire a des protéines nucléaires
acceptrices et a la PARP elle-méme,
va fortement modifier I’affinité pour
I’ADN de ces accepteurs (histones et
enzymes du métabolisme de I’ADN).
Un certain nombre de fonctions
essentielles pour la cellule sont alors
ralenties ou momentanément arré-
tées, le temps pour celle-ci d’ouvrir
un programme de survie (réparation
des lésions) ou, au contraire, de mort
cellulaire en cas de dommages exces-
sifs. La poly (ADP-ribosylation) est
donc une modification post-traduc-
tionnelle des protéines nucléaires
induite par les agents qui endomma-
gent le génome eucaryote.

La PARP (113kDa) est une enzyme
multifonctionnelle, abondante, asso-
ciée a la chromatine et conservée au
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cours de I’évolution. Son étude struc-
turale et fonctionnelle nous a permis
d’identifier deux modules princi-
paux: (1) un domaine aminotermi-
nal comprenant deux doigts a zinc
agissant comme un véritable détec-
teur moléculaire d’interruptions dans
I’ADN [2] et un signal de localisation
nucléaire bipartite [3, 4]; (2) dans la
partie carboxyterminale, un domaine
catalytique dont l’activité enzyma-
tique basale (synthése de polymeres
d’ADP-ribose) est fortement augmen-
tée lorsque la PARP détecte et inter-
agit avec une cassure simple brin
d’ADN [5].

La structure cristallographique de ce
domaine vient d’étre achevée en pré-
sence et en absence d’un inhibiteur
analogue du nicotinamide [6]. Elle
se compose d’une région en hélice o
(662-784) et d’une région carboxy-
terminale (785-1010) riche en brins
B, constituant le cceur catalytique de
la PARP et comprenant, en particu-
lier, une séquence de 50 acides ami-
nés (859-908) conservés a plus de
90 % depuis les mammiféres jusqu’a
la plante Avabidopsis thaliana. Cette
séquence, qui représente la «signa-
ture PARP » s’avere en fait constituer
Iessentiel du site actif de I’enzyme
(figure 1). L’autre surprise que nous a
réservée I’étude cristallographique
de ce domaine est que ce site actif,
constitué du motif structural: B—o—
loop—PB—o (figure 1), est en grande par-
tie superposable a celui des toxines a
NAD* qui catalysent la mono-ADP-
ribosylation (toxine diphtérique de
Corynebacterium diphtheriae, 1’entéro-
toxine de Escherichia coli, exotoxine A
de Pseudomonas aeruginosa, toxine

pertussique de Bordetella pertussis et
toxine cholérique de Vibrio cholerae).
Cet alignement, sur le plan stuctural,
des sites actifs de la PARP et de ces
toxines a NAD*, ne va pas de pair
avec une homologie de séquence,
hormis quelques acides aminés inter-
agissant directement avec la partie
nicotinamide du NAD* qui est préci-
sément ce que reconnait la PARP
dans son substrat. La similitude frap-
pante entre la PARP, enzyme de sur-
veillance du génome eucaryote, et les
toxines procaryotes qui catalysent la
mono-ADP-ribosylation de facteurs
d’élongation de la traduction (EF2)
ou de petites protéines G, indique
une trés nette parenté de leur site
actif sur le plan évolutif. Ce nouveau
motif de liaison du NAD* (B—o—loop—
B-a) caractérise désormais la superfa-
mille des ADP-ribosyl transférases
incluant la PARP, les toxines a NAD*
et, sans doute, les mono-ADP-ribosyl
transférases eucaryotes.

A c6té de l'intérét purement fonda-
mental qu’elle suscite, la connais-
sance de la structure cristallogra-
phique de ce domaine va relancer le
développement de nouveaux inhibi-
teurs spécifiques de la PARP. En
effet, dans les années 1980, Shall et
al. (Birmingham, GB) ont large-
ment contribué a la compréhension
des réactions de poly-ADP-ribosyla-
tion en identifiant le 3-aminobenza-
mide (3-AB), un analogue du nicoti-
namide, qui allait bient6t devenir un
outil standard de laboratoire pour
inhiber la réparation par excision de
bases (BER, based excision repair)
dans ADN [7]. Bien que l'usage et,

parfois, I’abus de cet inhibiteur m————
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Figure 1. Structure cristallographique du domaine catalytique de la poly
(ADP-ribose) polymérase (PARP) de poule (acides aminés 662 a 1010; la
numérotation des acides aminés se réfere a la PARP humaine). On distingue
nettement en aminoterminal, le sous-domaine en hélice a (les hélices sont
colorées en rouge) et en carboxyterminal, le domaine j3 (les brins 3 sont colo-
rés en jaune). Le site actif de la PARP (motif: B-a-loop-B-a,; acides aminés
859-908) est représenté en vert.

aient pu engendrer des polémiques
sur 'implication de la PARP lors de
la réparation de I’ADN, il est bien
clair maintenant que les inhibiteurs
de la PARP potentialisent la cyto-
toxicité des agents génotoxiques et,
en particulier, des médicaments
antitumoraux. En effet, I’'inhibition
de la syntheése de poly-ADP-ribose
(fonction du domaine carboxytermi-
nal) par un inhibiteur spécifique
empéche la PARP de s’automodifier,
la forcant donc a résider plus long-
temps sur ’ADN endommagé (fonc-
tion du domaine aminoterminal).
La non-réparation de I’ADN aura
alors pour conséquence l'arrét du
cycle cellulaire et, au-dela, la mise
en route du programme apopto-
tique deviendra la seule issue pos-

sible pour la cellule. Notons que la
plupart des phénotypes observés,
lorsque la PARP est inhibée par le 3-
AB, ont été jusqu’a présent vérifiés
en utilisant des approches de géné-
tique et de biologie moléculaire
(anti-sens [8], mutants #rans-domi-
nants négatifs [9]).

L’inhibition de la réparation de
I’ADN et I'augmentation de l’apop-
tose indépendante de p53 induite
par les agents génotoxiques, sont les
objectifs que se sont donnés un cer-
tain nombre de laboratoires acadé-
miques [10] et pharmaceutiques [11]
qui ont vu dans la PARP une alterna-
tive nouvelle et intéressante au «tout
p53». La structure cristallographique
va sans aucun doute faciliter la pro-
duction de ces nouveaux inhibiteurs

potentiellement utilisables en radio-
thérapie en particulier, 'effet de
potentialisation n’ayant lieu que pour
les cellules endommagées et donc
irradiées.
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EEE Le géene MDA-7: membre
d’une nouvelle classe de genes sup-
presseurs de tumeurs? Le cancer
résulte d’'un processus multifactoriel
qui implique, en particulier, le jeu
de geénes régulateurs (positifs et
négatifs) de la croissance et de la dif-
férenciation cellulaires, génes dont
la liste ne cesse de s’allonger. C’est
ainsi qu’aujourd’hui le géne MDA-7
(melanoma differentiation-associated)
apparait comme nouveau préten-
dant a la fonction de géne suppres-
seur de tumeurs. Identifié et cloné a
partir de mélanomes humains en
tant que gene de différenciation spé-
cifique, MDA-7 exerce des effets inhi-
biteurs puissants sur la croissance des
mélanomes et contribue a la diffé-
renciation terminale des mélano-
cytes [1]. Alors que la structure de la
protéine MDA-7 ne laisse présager
aucune fonction connue, sa syntheése
dans les mélanomes métastatiques
humains est généralement beaucoup
plus faible que dans les cellules nor-
males [1]. Des expériences de trans-
fection du gene MDA-7 dans des cul-
tures cellulaires réalisées par une
équipe new-yorkaise démontrent
aujourd’hui la capacité de MDA-7
d’inhiber (de 3 a 15 fois) la crois-
sance de cellules cancéreuses
humaines dérivées de différents tis-
sus comme la glande mammaire, le
tissu nerveux, le colon, la prostate ou
le col de I'utérus [2]. Sur des cellules
normales (cellules humaines de
peau ou de glande mammaire, fibro-
blastes de rat), en revanche, l'effet
inhibiteur du géne MDA-7 est tres
faible. L’analyse d’un clone stable
recombinant de la lignée humaine
HeLa (issue d’un cancer du col de
l'utérus) surexprimant le géne MDA-
7, démontre que la synthese active
de la protéine MDA-7 s’accompagne
d’'une diminution importante de la
croissance cellulaire et de ’altération
du phénotype des cellules transfor-
mées, phénomeéne qui peut étre par-
tiellement inversé par la transfection
d’une construction antisens du gene
MDA-7. L’expression ectopique du
gene transfecté dans des cellules can-
céreuses de prostate humaine (a
l'aide d’un vecteur d’expression sen-

sible a la dexaméthasone) conduit
également a I'inhibition de la crois-
sance cellulaire. Les effets antiproli-
fératifs du gene MDA-7, dans les
modeéles cellulaires étudiés, étant
sans relation directe avec I’expres-
sion normale ou anormale des génes
suppresseurs de tumeurs les plus étu-
diés, P53 ou RB, les mécanismes
impliqués dans la fonction de MDA-7
restent totalement énigmatiques.
Néanmoins, il semble d’ores et déja
important de vérifier si I’expression
de ce gene, présumé suppresseur de
tumeurs, est altérée voire éteinte
dans les tumeurs humaines.

[1. Jiang H, et al. Oncogene 1995 ; 11:
2477-86.]

[2. Jiang H, et al. Proc Natl Acad Sci
USA 1996 ; 93 : 9160-5.]

mmE La protéine BRCAL: en fait,
une phospho-protéine nucléaire.
médecine/sciences s’ est récemment fait
I’écho des résultats trés étonnants
suggérant que les produits des
genes de susceptibilité au cancer du
sein, et plus particuliérement
BRCAI, pouvaient appartenir a la
famille des granines et étre sécrétés
(m/s n°6-7, vol. 12, p. 812). Cepen-
dant, ces résultats en contredisaient
d’autres qui assignaient a la pro-
téine BRCA1 une localisation
nucléaire, et un poids moléculaire
de 190 ou 220 kDa, suivant les
équipes. Dans cette optique, les
résultats de Chen et al. (San Anto-
nio, TX, USA) semblaient particu-
lierement intéressants [1]: en effet,
ces auteurs montraient que dans des
cancers sporadiques, sans mutation
du géne BRCAI, la protéine était
localisée de facon anormale dans le
cytoplasme. Cette anomalie de loca-
lisation semblait extrinséque a
BRCALI, puisqu’on la retrouvait avec
une protéine recombinante nor-
male synthétisée dans les cellules
cancéreuses par l'intermédiaire
d’'un vecteur d’expression [2]. En
revanche, d’autres auteurs ne
retrouvaient pas ces résultats, obser-
vant une localisation nucléaire de
BRCALI dans les cellules cancéreuses

aussi bien que normales [3]. Dans
un récent article, Chen et al. appor-
tent des renseignements complé-
mentaires et convaincants semblant
indiquer que la protéine BRCALI est
bien nucléaire [4]. Les auteurs ont
utilisé trois anticorps polyclonaux
dirigés contre des régions diffé-
rentes de la protéine, et on pu
démontrer leur spécificité. Les
résultats obtenus a ’aide de ces trois
anticorps sont identiques. BRCAIl
est une protéine nucléaire de
220 kDa qui interagit avec des
kinases liées au cycle cellulaire
(Cdk, notamment Cdk2) et est
phosphorylée au cours du cycle cel-
lulaire. La quantité de BRCAI et sa
phosphorylation  augmentent
durant les phases S et M du cycle
cellulaire [4]. Peut-on tirer une
lecon de ces résultats contradic-
toires? A en croire la majorité des
auteurs, il semble bien que BRCAIl
ne soit pas une protéine sécrétée,
mais bien une protéine nucléaire,
dont on apprend aujourd’hui
qu’elle est la cible des kinases liées
au cycle cellulaire. BRCA1 pourrait
bien étre, comme on le suspecte
depuis le début, un facteur de trans-
cription. D’ailleurs, un domaine
d’activation transcriptionnelle vient
d’étre identifié a son niveau [5].

[1. Chen Y, et al. Science 1995; 270
279-91.]

[2. Chen Y, et al. Science 1996; 272
125-6.]

[3. Scully R, et al. Science 1996; 272:
123-5.]

[4. Chen Y, et al. Cancer Res 1996;
56 : 3168-72.]

[5. Chapman MS, Berma IM. Nature
1996; 382: 6789.]

mEE Le virus SV40 est-il aussi un
oncovirus humain? Tout le monde
se rappelle I’épisode de la vaccina-
tion antipoliomyélitique utilisant des
virus produits par culture sur cellules
de rein de singe... infectées par le
virus Simien 40 (SV40). Entre 1956
et 1963, on estime que, rien qu’aux
Etats-Unis, 30 millions de personnes,
ont été contaminées par des vaccins
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contenant des particules virales
intactes de SV40. Les conséquences
de cet épisode ne sont cependant
pas encore connues mais les argu-
ments s’accumulent pour indiquer
que le virus SV40 pourrait étre un
oncovirus chez '’homme, comme il
I’est avec une trés grande efficacité
chez le hamster. En effet, des ham-
sters recevant des particules virales
SV40, développent, dans les 6 mois,
des épendymomes, des tumeurs du
plexus choroide, des ostéosarcomes,
des mésothéliomes, des sarcomes et
des lymphomes histiocytiques. La
premiere alerte véritable date de
1992 lorsque Bergsagel et al. publie-
rent dans le New England Jowrnal of
Medicine que des épendymomes et
des tumeurs du plexus choroide
chez 'homme contenaient et expri-
maient des séquences SV40 [1]. En
1994, Carbone et al. rapportaient les
mémes résultats sur des mésothé-
liomes humains, dont 29 sur 48
contenaient et exprimaient de telles
séquences [2]. De plus, certains de
ces malades développaient des anti-
corps dirigés contre I'antigéne T du
virus SV40. Un peu plus tard, en
1995, Lednicky et al. montraient la
présence dans certaines tumeurs du
plexus choroide d’ADN épisomique
entier, et étaient méme capables
d’isoler une fois du virus infectieux
[3]. Enfin, Carbone ¢t al., dans Onco-
gene, viennent de retrouver des
séquences de ce virus dans 40 ostéo-
sarcomes analysés sur 126 et dans
14 tumeurs osseuses d’autres ori-
gines sur 34 [4]. En revanche, la
recherche était négative dans
d’autres types de tumeurs comme
des cancers du poumon ou du rein.
L’ADN viral était détecté grace a la
PCR, ce qui exigeait que les auteurs
vérifiassent qu’il ne s’agissait pas la
d’un artefact dii a une contamina-
tion. Plusieurs arguments vont en ce
sens. L’'un d’entre eux est que ’ADN
détecté est parfois remanié, mais
contient en tout cas toujours la par-
tie de I'antigéne T capable de lier la
protéine Rb et qui est aussi impor-
tante pour le pouvoir oncogénique.
Dans une autre étude non encore
publiée mais rapportée a un congres,

Carbone et ses collaborateurs ont
montré dans des cellules issues de
mésothéliomes humains que la pré-
sence de séquences du virus SV40
coincidait souvent avec la présence
d’une quantité augmentée de la pro-
téine p53, probablement complexée
sous une forme inactive par l'anti-
gene T. Formellement, ces différents
résultats ne prouvent pas que les can-
cers considérés sont bien dus a la
présence de séquence du virus SV40,
mais le suggéerent treés fortement
puisque les tumeurs observées posi-
tives pour ces séquences sont assez
exactement superposables a celles
qui apparaissent spontanément apres
infection du hamster par le virus. On
ne sait pas non plus s’il existe
d’autres sources potentielles d’infec-
tion que la vaccination ancienne par
les lots contaminés de virus anti-
poliomyélitique.

[1. Bergsagel L, et al. N Eng | Med
1992; 36: 988-93.]

[2. Carbone M, et al. Oncogene 1994 ;
9:1871-90.]

[3. Lednicky JA, et al. Virology 1995 ;
212: 710-7.]

[4. Carbone M, et al. Oncogene 1996 ;
13 : 527-35.]

EEE Les grandes souris déficientes
en p27¥P!, 1] existe deux familles
d’inhibiteurs des kinases liées au
cycle cellulaire (kinase Cdk): la
famille Ink et la famille Kip/Cip
[1]. La premiére comporte les fac-
teurs p161nk4A’ p151nk4B’ p181nk4C’
pl9/#  qui sont des inhibiteurs
spécifiques des complexes liés a la
cycline D. La famille Kip/Cip com-
porte trois membres, p21¢ri/Wel
p275! et p275#?, qui sont des inhi-
biteurs de pratiquement tous les
complexes kinases. Un rdle particu-
lierement important de p275#'a été
décrit dans I'inhibition du cycle cel-
lulaire en réponse a des agents
extérieurs tels que 'AMP cyclique,
le TGFB et 'immunosuppresseur
rapamycine. Trois équipes améri-
caines ont publié simultanément
dans la revue Cell le phénotype des
souris totalement déficientes en

p275P! obtenues par recombinai-
son homologue [2-4]. Les descrip-
tions des phénotypes de ces ani-
maux sont concordantes: les souris
sont grandes, avec un exceés moyen
de poids d’environ 30 % pour les
homozygotes et des chiffres inter-
médiaires pour les hétérozygotes.
L’hypertrophie concerne tous les
organes et elle est associée, au
niveau de I’hypophyse, a une hyper-
plasie nodulaire du lobe intermé-
diaire, sans hypersécrétion d’hor-
mone de croissance. Par ailleurs, les
souris femelles sont stériles par ano-
malie de la maturation des folli-
cules ovariens. Le méme type de
tumeurs de la pars intermedia est
observé chez les souris hétérozy-
gotes pour 'invalidation d’un allele
du gene Rb. Cela indique probable-
ment que les protéines Rb et p27%#!
interviennent, au niveau de I’hypo-
physe, dans la méme voie de
controle du cycle cellulaire. Cela
n’est pas étonnant puisque I'on sait
que P’activité de Rb sur le blocage
du cycle cellulaire en GI1 est contro-
lée par sa phosphorylation par des
Cdk. Par conséquent, le déficit en
protéine Rb ou l'impossibilité
d’inhiber sa phosphorylation inacti-
vatrice en cas d’absence de p27%#!
peuvent avoir le méme effet dans
certains tissus cibles.

[1. Darbon |, et al. médecine/sciences
1995; 11: 349-56.]

[2. Fero M, et al. Cell 1996 ; 85: 733-
44.]

[3. Kiyokawa H, et al. Cell 1996; 85:
721-32.]

[4. Makayana K, et al. Cell 1996; 85:
707-20.]
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