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Promotion des métastases
d’adénocarcinomes pulmonaires
via la stabilisation du facteur
de transcription BACH1

Amel Ait Ali Said!, Anthime Perrot?, Corinne Dupuy?

> Le cancer du poumon est 'un des
cancers les plus fréquents : I’Institut
national du cancer recensait, en France,
46 363 nouveaux cas diagnostiqués en
2018. Il est la premiere cause de mor-
talité par cancer chez I’homme, et la
seconde chez la femme. Il existe deux
types principaux de cancer du pou-
mon, qui different par leur évolution,
leur pronostic et leur traitement. Les
cancers bronchiques a petites cellules,
qui représentent environ 15 % des cas
[1], et les cancers bronchiques non &
petite cellules, qui représentent plus
de 80 % des cas, et dont 60 % sont des
adénocarcinomes avec un fort poten-
tiel métastatique. Récemment, I’équipe
de Michele Pagano a décrypté certains
mécanismes conduisant a la formation
des métastases pour ces adénocarci-
nomes [2].

Durant la tumorigenese pulmonaire, les
cellules cancéreuses tendent a augmen-
ter leur production de formes réactives
de I'oxygeéne, ce qui compromet leur
homéostasie redox. Pour maintenir cette
homéostasie, 30 % de ces cellules vont
acquérir, par mutation, soit une sta-
bilisation du facteur de transcription
NRF2 (nuclear factor erythroid-2-rela-
ted factor 2), soit une inactivation de
son régulateur négatif KEAP1 (Kelch-like
ECH-associated protein 1) [3], avec,
pour conséquence, une augmentation
de la transcription de génes codant des
protéines anti-oxydantes. €n condition
normale, KEAP1 s’associe a NRF2, un
régulateur important de la réponse anti-
oxydante, pour induire sa dégradation
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via le complexe ubiquitine ligase CRL3
[4]. KEAP1 est un senseur intracellulaire
du stress oxydant, et ne s’associe plus
a NRF2 lorsque des formes réactives
de I'oxygene sont présentes en grande
quantité [5]. NRF2, alors stabilisé, peut
étre transloqué dans le noyau, ou il
active I'expression de genes anti-oxy-
dants, dont celui codant "héme oxygé-
nase-1 (HO-1), qui catabolise I’héme
libre. Ce cofacteur s’associe avec des
apoprotéines pour former des hémopro-
téines fonctionnelles. €n situation de
stress oxydant, I"héme se dissocie des
hémoprotéines, et I’heme libre va alors
catalyser une production massive de
radicaux libres. Pour éviter cette auto-
amplification du stress oxydant [6], les
cellules répondent par une induction
rapide de HO-1.

Le régulateur transcriptionnel BACH1
(BTB domain and CNC homolog 1) est
sensible aux fluctuations de la concen-
tration d’héme libre [7]. De plus, BACHI,
associé aux facteurs de transcription
de la famille MAF, réprime I’expression
de HO-1 [8]. €n réponse & un stress
oxydant, NRF2 s’accumule, et I'aug-
mentation de I’héme libre conduit a
une dégradation du répresseur BACHI
dépendante du protéasome. Par ailleurs,
il a été montré que BACHI promeut les
métastases par I'activation de genes
pro-métastatiques [9]. Dans Iarticle
issu des travaux de I’équipe de Michele
Pagano [2], les chercheurs ont cherché
a identifier les mécanismes moléculaires
qui conduisent la protéine NRF2 a pro-
mouvoir la dissémination métastatique
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des adénocarcinomes pulmonaires. €n
particulier, ils ont cherché a établir les
relations entre NRF2, KEAP1, BACHI et
le potentiel métastatique de cellules
tumorales pulmonaires.

Le développement des métastases
résulte de la perte de KEAP1

et de IPactivation du programme
transcriptionnel de BACH1

Afin d’étudier I'effet de la perte de
KEAPL sur I'incidence des métastases,
les chercheurs ont utilisé des modeéles
de souris génétiquement modifiées,
invalidées pour le géne suppresseur de
tumeur p53 et exprimant dans le pou-
mon I’oncogene KRAS (souris KP), ce qui
favorise le développement de tumeurs
[10]. Linactivation du géne codant
KEAP1 dans le poumon de ces souris est
réalisée a I'aide du systeme CRISPR/
Cas9 [11], apreés infection intratra-
chéale par un lentivirus exprimant un
ARN guide ciblant ce géne (souris KPK).
Cette inactivation entrafne une inci-
dence des métastases plus élevée que
chez les souris KP. Afin d’identifier les
voies de signalisation favorisant les
métastases, une analyse comparative
du transcriptome des cellules tumorales
exprimant ou non KEAP1 (cellules de
souris KP versus cellules de souris KPK)
a été réalisée. Un enrichissement en
transcrits liés aux processus de métas-
tases a été observé dans les cellules
issues des souris KPK. Les cellules KPK
présentent une forte signature NRF2
ainsi qu’un score d’enrichissement de
BACHI plus élevé que dans les cellules
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KP, suggérant que BACHL pourrait étre
responsable du phénotype métasta-
tique de ces cellules. L'étude du trans-
criptome et du protéome de métastases
issues des deux fonds génétiques (KPK
versus KP) a confirmé un enrichissement
en transcrits et protéines pro-métas-
tatiques sous contrdle de BACHL. Afin
de confirmer ces résultats, les cher-
cheurs ont analysé différents échan-
tillons dérivés d’adénocarcinomes de
poumon humain, et ont constaté que les
tumeurs humaines mutées pour KEAPI
avaient également un taux élevé de
BACHI.

LPaccumulation de BACHI a la suite

de la perte de KEAP1 est consécutive

a ’induction du géne HO-1 par NRF2
Le taux de BACHI est plus élevé et sa
demi-vie est allongée dans les cellules
n’exprimant plus KEAP1 (souris KPK),
indiquant que la perte de KEAP1 résulte
en une stabilisation de BACHI. Dans les
cellules compétentes pour KEAP1 (souris
KP), le taux de BACH1 diminue en raison
de sa dégradation par le protéasome via
une ubiquitine €3 ligase. Puisque KEAP1
inhibe la capacité de NRF2 a étre trans-
loqué dans le noyau, les auteurs ont
émis I"hypothese que I’accumulation de
BACHI dans les cellules déficientes pour
KEAP1 résulterait de I'accumulation de
NRF2. Apres délétion du gene codant
NRF2 @ I'aide du systeme CRISPR/Cas9,
BACH1 n’est en effet plus exprimé, ce
qui montre que "activation de NRF2 pré-
cede la stabilisation de BACHI. ’heme
libre est un puissant agent oxydant,
qui se lie directement a BACH1 et favo-
rise sa dégradation par le protéasome.
Les auteurs montrent qu’en absence
de KEAPI, la stabilisation de NRF2 per-
met une augmentation de I"expression
de HO-1. €n dégradant I"heme, HO-1
favorise alors la stabilisation de BACHI.
Les résultats obtenus dans les modeles
murins sont corroborés par 'existence
d’une corrélation entre les taux de HO-1
et de BACH1 dans les cancers du poumon
chez les patients porteurs d’une muta-
tion de KEAPI.
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Lactivité transcriptionnelle

de BACH1 est controlée par FBX022

et la concentration d’héme libre

Afin d’identifier 'ubiquitine €3 ligase
impliquée dans la dégradation de BACH1
induite par ’héme, une immunopré-
cipitation de BACHI a été réalisée en
présence et en absence d’hémine, un
analogue de I’heme, suivie d’une ana-
lyse, par spectrométrie de masse, des
protéines associées a BACHL. L'expé-
rience a révélé que BACHI interagit avec
9 récepteurs du complexe CRL (culling
RING ubiquitin ligase), FBX022 étant
celui interagissant le plus fortement
avec BACHI. Elle a par ailleurs montré
que BACHI interagit davantage avec
FBX022 en présence d’hémine et dans les
cellules KP que dans les cellules KPK, ces
derniéres ayant une moindre concen-
tration d’heme en raison d’un taux plus
élevé de HO-1. Ces résultats suggeérent
donc que ’héme favorise la dégradation
de BACHI en augmentant son interaction
avec FBX022.

Pour confirmer le rdle inhibiteur de
FBX022 sur I’activité transcriptionnelle
de BACHI, les auteurs ont réalisé une
analyse du transcriptome des cellules
tumorales des souris KP et KPK, déplé-
tées en FBX022. Lorsque KEAPI est pré-
sent (cellules KP) et FBX022 absent, ils
ont constaté une augmentation signi-
ficative du nombre des transcrits de
29 genes cibles de BACH1, dont 14 sont
connus pour €tre associés aux métas-
tases. €n revanche, I’absence de FBX022
dans les cellules KPK n’entrainait pas
d’enrichissement de la signature BACHI,
ce dernier étant déja présent a un taux
élevé dans ces cellules. Afin d’iden-
tifier I"impact de cette dérégulation,
les auteurs ont étudié la migration des
cellules KP et KPK, exprimant de maniére
stable et inductible des shARN! ciblant
soit BACHI soit FBX022 afin d’inhiber
I’expression de ces genes, par des expé-
riences in vitro en chambre de Boy-

! Les petits ARN en épingle a cheveux (small hairpin RNA,
shRNA) sont des ARN adoptant une structure en tige et
boucle, qui peuvant étre utilisés pour réduire I’expression
d’un géne cible par un phénomene d’ARN interférence.

den. lls ont constaté que la migration
des cellules diminuait quand BACHI est
inhibé, tandis qu’elle augmentait quand
FBX022 est inhibé, ce qui provoque une
accumulation de BACHI.

Lactivité transcriptionnelle de BACH1
dépend donc de la présence de FBX022,
leur interaction étant d’autant plus
favorisée en présence d’heme libre, dont
la concentration est régulée par HO-1
(Figure 1).

La surexpression de FBX022

ou I’inhibition de BACH1 altéere

la formation des métastases

Pour étudier in vivo I"impact de la déré-
gulation de I'interaction entre FBX022
et BACHI sur la formation des métas-
tases, les auteurs ont utilisé des sou-
ris immunodéficientes « nude », chez
lesquelles ils ont transplanté par voie
sous-cutanée des cellules tumorales KP
ou KPK exprimant de maniére induc-
tible des shRNA témoins ou des shRNA
ciblant BACHL ou FBX022. €n accord
avec les résultats de I’étude précédente,
les souris transplantées avec les cel-
lules KPK (exprimant le shRNA témoin)
développent plus de métastases que
celles transplantées avec les cellules
KP (exprimant le shRNA témoin). Sur-
tout, Iinvalidation de BACHI1 dans les
cellules tumorales KP ou KPK transplan-
tées réduit I'incidence des métastases,
alors que I'invalidation de FBX022 'aug-
mente. Enfin, la déplétion concomi-
tante de BACHI réduit trés fortement la
formation de métastases induite par la
perte de FBX022, démontrant que I’aug-
mentation de I’incidence des métas-
tases induite par la déplétion de FBX022
implique BACHL. Aucun impact sur la
croissance de la tumeur primitive n’est
observé dans ces conditions.

L’heme oxygenase-1, une nouvelle
cible thérapeutique pour la
dégradation de BACH1 et ’inhibition
des métastases

Parmi les cancers bronchiques non a
petites cellules, I'adénocarcinome pré-
sente un fort potentiel métastatique lui
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Figure 1. Facteurs impliqués dans Iapparition des métastases d’adé

Hémoprotéine

Proteasvome\' Hémelibre g

FBX022

' Apoprotéine

/

cinomes br

9

A. Uassociation de NRF2 avec KEAP1 permet son maintien @ un niveau basal en conditions
normales. L'ubiquitinylation de NRF2 par CRL3 entraine sa dégradation par le protéasome. €n
condition de stress oxydant, KEAP1 est inhibé, NRF2 s’associe a MAF pour exprimer des protéines
anti-oxydantes, dont "enzyme HO-1, qui a la capacité de cataboliser ’heme libre. B. €n condition
normale, I’héme entre en interaction avec des apoprotéines pour former les hémoprotéines. Lors
d’un stress oxydant, ’hémoprotéine se dissocie. 'héme libre catalyse alors une production massive
de formes réactives de I'oxygene (FRO). C. Une fois libéré des apoprotéines, I’héme libre permet
I’interaction entre FBX022 et BACH1. BACHI est par la suite ubiquitinylé par CRL1, puis dégradé par
le protéasome. €n conditions pathologiques, BACHI entre en compétition avec NRF2 pour la liaison
du facteur MAF, et joue un role inhibiteur de la transcription des genes codant des protéines anti-
oxydantes. BACHI est également un facteur de transcription permettant la transcription de génes
pro-métastatiques. BACH1 : BTB domain and CNC homolog 1 ; CRL: cullin-RING ubiquitin ligase ;
FBX022 : F-box protein 22 ; HO1 : heme oxygenase-1 ; KEAP] : Kelch-like ECH-associated protein I ;

MAF : facteur de transcription MAF ; NRF2 : nuclear factor erythroid-2-related factor 2.

permettant d’envahir différents organes.
Ces cellules cancéreuses vont maintenir
leur homéostasie rédox par une stabili-
sation de NRF2, qui active I'expression
de HO-1, a I'origine d’une stabilisation
de BACHI1, un facteur transcriptionnel
promouvant les métastases par activa-
tion de genes pro-métastatiques. Dans
leur article, ’équipe de Michele Pagano
montre que l"accumulation d’heme
libre favorise I'interaction de FBX022
avec BACHI, qui est un prérequis pour
sa dégradation par le protéasome [2]
(Figure 1). Dans les conditions patholo-
giques, I’heme libre est catabolisé par
HO-1, avec pour conséquence la stabi-
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lisation de BACHI. Il en résulte, pour les
cellules cancéreuses, I’acquisition d’un
phénotype migratoire et I’amélioration
de leurs capacités de prolifération et
de survie. U'analyse d’adénocarcinomes
pulmonaires montre que les concentra-
tions de BACH1 et de HO-1 sont augmen-
tées dans les métastases par compa-
raison aux tumeurs primaires dont elles
dérivent. analyse de la signature BACH1
montre que celle-ci est enrichie de
maniere significative dans les tumeurs
de haut-grade et dans les stades tar-
difs de la maladie. Enfin, un taux élevé
de BACHI est associé a une survie plus
courte.

A la lumiére de leurs résultats, les
auteurs proposent une nouvelle approche
thérapeutique pour les patients atteints
d’adénocarcinome pulmonaire et pré-
sentant une altération de la voie KEAP1-
NRF2, fondée sur 'inhibition de HO-1, ce
qui réduirait la formation des métas-
tases en favorisant la dégradation de
BACHI impliquant FBX022. Ils proposent
méme que cette stratégie thérapeutique
soit également appliquée a d’autres
types de cancers ayant une altération de
la voie KEAP1-NRF2. ¢

Mechanisms underlying BACH-induced
metastases of lung adenocarcin
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