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Fonctions

de la protéine ATM

et aspects phéenotypiques
de l'ataxie-télangiectasie

L’ataxie-télangiectasie est une maladie génétique héréditaire
rare, caractérisée par une dégénérescence cérébelleuse, un
déficit immunitaire, une augmentation de la sensibilité aux
radiations ionisantes et un risque plus élevé de cancer.
Depuis le clonage du gene ATM, en 1995, la recherche sur
cette maladie d’expression phénotypique tres pléiotropique
s’est beaucoup développée et les mécanismes moléculaires
impliqués sont mieux compris. ATM est une protéine-kinase
de 350 kDa impliquée dans la détection des cassures double-
brin de PADN. Des travaux récents ont aussi montré son role
dans le controle du cycle cellulaire. Des manifestations cli-
niques apparaissent directement liées a ’absence de recon-
naissance des cassures double-brin. A l'inverse, d’autres
aspects cliniques sont plutot le résultat d’une élimination sys-
tématique de certaines populations cellulaires en raison d’un
controle défaillant du cycle cellulaire. La radiosensibilité cli-
nique extréme en est un exemple. Si ’ensemble des résultats
obtenus jusqu’a ce jour permettent effectivement une
meilleure compréhension du phénotype clinique, certaines
hypotheses demandent a étre confirmées. Des incertitudes
persistent concernant la physiopathogénie des télangiectasies
ou de la dégénérescence des cellules de Purkinje du cervelet.

‘ataxie-télangiectasie est une
maladie génétique dégénéra-
tive. Observée pour la pre-

récessive, sa fréquence reste imprécise,
affectant environ un enfant sur 40 000
a 100 000 naissances. Elle est signalée

miére fois en 1926 par Syllaba
et Henner, elle a été décrite
par Louis-Bar en 1941, puis Boder en
1958 (pour revue, wvoir [1]). Hérédi-
taire, de transmission autosomique

chez toutes les populations et s’étend
dans toutes les régions du monde
quoiqu’une légére prédominance
chez les enfants d’origine européenne
ait été parfois rapportée [1, 2].
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La symptomatologie clinique clas-
sique comporte une ataxie cérébel-
leuse progressive d’origine dégénéra-
tive survenant des le début de la
marche, des télangiectasies cutanées
et conjonctivales apparaissant en
moyenne vers I’age de cinq ans, des
infections récidivantes (surtout loca-
lisées au niveau pulmonaire), une
hypersensibilité aux radiations ioni-
santes et un risque élevé de tumeurs
malignes [1]. On décrit aussi parfois
des signes généraux trés inconstants
tels qu’un retard staturo-pondéral ou
des anomalies des phaneres faisant
évoquer un vieillissement précoce
(vitiligo, apparition précoce de che-
veux gris ou encore kératose follicu-
laire) [1].

L’ataxie cérébelleuse est liée a la
dégénérescence des cellules de Pur-
kinje. Cette symptomatologie défici-
taire s’associe fréquemment a des
anomalies de ’oculomotricité et par-
fois a des signes extrapyramidaux. La
dysgammaglobulinémie biologique
(déficit en IgA, IgG2 et IgG4, taux
variables des IgM, IgGl et IgG3), le
déficit de 'immunité cellulaire et la
dysgénésie thymique expliquent les
risques infectieux. L’atteinte des
voies respiratoires est fréquente et
favorisée par I’encombrement bron-
chique, I’expectoration étant plus
difficile en raison du déficit neurolo-
gique. La prédisposition aux cancers
est importante puisque avant I’dge de
12 ans, 10 % des enfants porteurs de
la maladie ont déja développé une
néoplasie. Le plus souvent, il s’agit
d’hémopathies lymphoides malignes
avec un phénotype cellulaire T (leu-
cémies aigués lymphoblastoides, lym-
phomes) [3]. Apres 'age de 15 ans,
I'incidence de tumeurs épithéliales
(estomac, foie, utérus, ovaire et tissu
mammaire) augmente [4]. L’hyper-
sensibilité aux radiations ionisantes
expose ces enfants malades a des
toxicités thérapeutiques parfois mor-
telles et rend la conduite du traite-
ment délicate [5]. La chimiothérapie
est difficile a appliquer car, outre
I’hypersensibilité des cellules a cer-
tains produits, I’hypoplasie médul-
laire induite par le traitement aug-
mente les risques infectieux liés au
déficit immunitaire [6].

Au niveau biologique, une dysgam-
maglobulinémie est observée ainsi
qu'un déficit inconstant des récep-
teurs de I'insuline et une augmenta-
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tion des taux sériques d’a-foetopro-
téine dans plus de 90 % des cas. Cette
élévation peut étre tardive et non
corrélée a I’évolution du déficit neu-
rologique. Devant une présentation
clinique atypique de la maladie, cette
augmentation permet d’orienter plus
précisément les hypotheses diagnos-
tiques [7].

L’instabilité chromosomique est
caractéristique de la maladie. Elle se
traduit par 'apparition d’anomalies
cytogénétiques acquises et sponta-
nées mises en évidence sur les fibro-
blastes et les lymphocytes, le caryo-
type constitutionnel étant normal.
Cependant, au moins 4 % des
mitoses apparaissent ultérieurement
anormales au niveau des lymphocytes
circulants avec de fréquents réarran-
gements chromosomiques aux locus
14q11.2, 7q35, 7q14, 14q32, 2p12 et
22q12 [8]. Ces sites préférentiels cor-
respondent aux locus des génes de la
superfamille des immunoglobulines
codant pour les récepteurs des lym-
phocytes T et B. Ces réarrangements
sont caractéristiques de la maladie et
leur absence permet d’émettre un
doute sur le diagnostic de la maladie.
Il n’existe aucun traitement pouvant
ralentir I’évolution du déficit neuro-
logique. Celui-ci s’aggrave progressi-
vement et participe beaucoup a
I’altération de I’état général. Les sur-
infections pulmonaires, favorisées
par les troubles de la déglutition et le
déficit immunitaire, représentent la
majorité des causes de déces, avant
les affections tumorales [9]. Malgré
leur traitement symptomatique,
I’espérance de vie moyenne est esti-
mée entre 20 et 30 ans [1].

Le phénotype cellulaire homozygote
classique de l’ataxie-télangiectasie
(AT) associe des anomalies du
controle du cycle cellulaire et de
I’apoptose, une radiosensibilité
extréme et une instabilité chromoso-
mique (pour revue, voir [10]). Ce
phénotype est généralement évalué
par deux tests ayant une valeur dia-
gnostique. Le test CSA (colony survi-
val assay) mesure quantitativement
I'effet cytotoxique des radiations
[11]. Le test RDS (radioresistant DNA
synthesis) évalue 1'efficacité du point
de controle de la phase S du cycle
cellulaire [12]. Ces deux tests sont
utilisés pour le diagnostic prénatal.
D’autres aspects du phénotype cellu-
laire peuvent aussi étre évalués tels

que les altérations des points de
controle du cycle cellulaire G,;/S et
G, ainsi que le taux résiduel de cas-
sures double-brin de ’ADN apres
irradiation [13].

En 1988, le locus du géne de 'ataxie-
télangiectasie a été identifié par liai-
son génétique au niveau de la région
chromosomique 11q22-23 [14].
Apres réduction de la région d’inté-
rét a 1cM, un seul gene (ATM pour
ataxia-telangiectasia mutated) a finale-
ment été isolé par clonage position-
nel [15]. Ainsi, bien que cette mala-
die génétique présente une grande
variabilité dans sa présentation cli-
nique et que ses symptomes affectent
différents organes et/ou systémes
dont l’interrelation n’est pas évi-
dente, un géne unique est impliqué.
Les modeles murins dont le géne
ATM a été invalidé ont permis de
mieux comprendre le phénotype cli-
nique de la maladie. De plus, le role
de la protéine ATM étant mieux
connu, nous discuterons des hypo-
theses actuelles concernant les corré-
lations possibles entre le phénotype
de la maladie et les fonctions suppo-
sées de la protéine ATM.

| Le géne ATM

Le géne ATM occupe une région
génomique d’environ 150 kb et code
pour une protéine de 350 kDa [16]
(figure 1). Dans diverses especes, de
nombreux genes possedent des
domaines d’homologie communs a
ATM (pour revue, voir [17]) (Tableau I).
Ils partagent, notamment en position
carboxy-terminale, un méme
domaine kinase fonctionnel homo-
logue de la famille des PI3-kinases
(phosphatidyl-inositol-3 -kinase) interve-
nant dans le contrdle du cycle cellu-
laire et la stabilité chromosomique,
ainsi qu’un deuxiéme domaine plus
proximal, homologue de RAD3
(S. pombe). Un motif leucine zipper est
également décrit dans le gene ATM et
certains de ses homologues (figure 1).
La totalité de ’ADNc du géne ATM a
été transfecté dans des cellules
homozygotes AT et une correction
du phénotype cellulaire a été obser-
vée [18]. Afin d’évaluer de facon plus
précise le caracteére fonctionnel des
domaines décrits, des fragments de
I’ADNc ont aussi été clonés puis
transfectés. Apres transfection d’un

fragment contenant le domaine m—
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Chromosome
11C|23.l S1819 ’—> S2179 S1778
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150 kb
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Leu zipper Rad3 PI3-kinase

Protéine ATM [ i

I | I ] 3056 acides aminés

ATR 0 { } ] 2644
DNA-PK { ! ] 4096
Mei41l { : ! ] 2357
Rad3 { } ! ] 2386
mecl/Esrl { } ] 2368
tell { } ] 2787

TOR {1 2470
FRAP/RAFT {7 2549
PI3 kinase —{ 1 1000

1 30-50% d'identité avec le domaine kinase
I 20-30% d'identité avec le domaine «Rad3»
——— 30-40% de similitude

Figure 1. ATM et protéines homologues. Le géne ATM est situé au locus
11923.1 entre les marqueurs génétiques D1151819 et D11S1778. Le mar-
queur D11S2179 est intragénique dans l'intron 63. Le géne occupe une
région génomique de 150 kb. Formé de 66 exons, deux formes différentes de
I’exon 1 sont alternativement constitutives de ’ARNm, sans modification du
cadre de lecture (9 168 nucléotides) ni de la fonction de la protéine
(3056 acides aminés). La protéine ATM comporte deux domaines d’homolo-
gie avec d’autres protéines (famille de PI3-kinases). lls sont situés au niveau
carboxy-terminal de la protéine. Les homologues présentés sur le schéma
sont disposés de haut en bas selon leur degré d’homologie (voir Tableau |
pour un rappel de I'origine de ces protéines homologues).

kinase, une correction du phénotype
des cellules homozygotes AT est obte-
nue bien que la réparation chromo-
somique reste imparfaite [19].

Les formes cliniques de I'ataxie-télan-
giectasie sont nombreuses, définis-
sant des variants phénotypiques avec
des symptomes de la maladie
variables dans leur intensité ou
absents. Certains de ces variants sont
des entités cliniques distinctes, géné-
tiquement non liées au locus 11q23.1
tel que, par exemple, le Nijmegen
breakage syndrome ou syndrome de
Nimeégue (NBS) dont le géne, NBSI,
vient d’étre isolé au locus 8q21.3
[20]. D’autres variants sont généti-
quement liés a la région chromoso-
mique du géne ATM et constituent
donc de vrais variants AT avec des

s phénotypes atténués ou différents de
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la forme classique. Quelques-uns
d’entre eux ont été corrélés a la pré-
sence de mutations particulieres.
Ainsi, McConville et al. et Gilad et al.
ont décrit des mutations au niveau
de certains sites d’épissage qui per-
mettaient une faible expression de la
protéine ATM normale. Cela conduit
in vitro a un phénotype radiosensible
intermédiaire [21, 22]. La mutation
7271T - G dans le domaine kinase
(substitution de la valine par une gly-
cine) constitue un autre exemple.
Elle semblerait corrélée a la présence
de cancers du sein aussi bien chez les
homozygotes que chez les hétérozy-
gotes [23]. A I'inverse, I’étude molé-
culaire de 18 homozygotes AT chez
lesquels de nombreuses affections
tumorales ont été observées a un age
précoce (leucémie aigué lymphoblas-

toide, lymphome de haut grade,
maladie de Hodgkin et leucémie pro-
lymphocytaire T) a montré que les
mutations détectées ne présentaient
aucune spécificité particuliere [23].
Il est intéressant de mentionner la
description clinique par Curry et al.
définissant le phénotype ATgggsno-
Ces enfants possedent a la fois des
caractéristiques cliniques du syn-
drome de Nimégue et de l'ataxie-
télangiectasie [24]. Des mutations du
géne ATM ont été retrouvées dans
trois familles. Pour deux d’entre
elles, les mutations avaient déja été
décrites chez des enfants atteints
d’ataxie-télangiectasie possédant un
phénotype classique. L’étiopathogé-
nie de ce variant reste donc incon-
nue et il est possible qu'une seconde
mutation sur un autre gene, tel que
NBS1I, puisse expliquer le phénotype
ATresxo-

Dans les formes cliniques classiques
d’ataxie-télangiectasie, la majorité
des mutations décrites conduit a la
formation d’une protéine tronquée
(50 % a 70 % des cas) [25]. D’autres
mutations faux-sens ou des délétions
respectant le cadre de lecture ont été
retrouvées sur I’ensemble du gene
sans localisation spécifique*. Ces pro-
téines sont instables dans la cellule et
ne sont pas détectables par Western
blot en utilisant des anticorps spéci-
fiques d’ATM [26, 27]. Une corréla-
tion existe entre le phénotype cli-
nique complet décrit chez les
homozygotes AT et I’absence
d’expression de la protéine ATM.

Expression
de la protéine ATM

La protéine ATM est exprimée de
facon ubiquitaire [15]. Elle est pré-
sente a tous les stades du développe-
ment chez la souris [27]. Sa localisa-
tion cellulaire prédominante est
nucléaire mais elle est également
retrouvée dans le cytoplasme associée
a la P-adaptine [28]. On a notam-
ment retrouvé la protéine ATM dans
le cytoplasme de cellules de Purkinje
postmitotiques [29, 30]. Son niveau
d’expression ne varie pas méme
apres altération de ’ADN induite par

* Une base de données concernant les mutations du
gene ATM mises en évidence est disponible aux
adresses internet suivantes : hitp://www.vmme.org/
vmrc/atmpat.txt et hitp://www.uwem.ac.uk//
uwem/mg/mg/10/593364. htm.
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des agents génotoxiques (radiations
ionisantes ou certains produits de
chimiothérapie) [27, 31, 32]. De la
méme facon, ce niveau d’expression
n’est pas modifié selon les différentes
étapes du cycle cellulaire [27, 32].
ATM semble donc constamment
exprimée dans les cellules mais son
activité enzymatique, incluant la
phosphorylation de pb3, est induite
juste apres I'apparition des cassures
double-brin dans la cellule [33, 34].

Que nous enseignent

les modéles murins

dont le géene ATM

a été invalidé ?
Trois groupes ont observé des
modeles murins dont le géne Atm a
été invalidé [35-37]. Les souris Atm™~
présentent un phénotype caractérisé
par un retard de croissance, une sen-
sibilité importante aux radiations ioni-
santes, un risque élevé de lymphome
thymique et des anomalies de la
méiose. Les perturbations neurolo-
giques, notamment cérébelleuses,
sont modérées et stables, contraire-
ment a ce qui est observé chez

I’homme. Certains tissus (tissu diges-
tif, peau) présentent une radiosensibi-
lité plus élevée avec un processus
apoptotique plus important a I'inverse
du tissu thymique et pulmonaire. Xu
et al. et Westphal et al. ont obtenu des
souris de phénotype identique [35,
36]. Celles du groupe de Barlow et al.
présentent deux différences: d’une
part, la radiosensibilité des thymocytes
n’est pas modifiée et, d’autre part,
I’apoptose spontanée au cours de la
méiose survient plus précocement
[37]. Cette variation pourrait étre liée
a la différence entre le patrimoine
génétique des souris et certaines
mutations inactivatrices du gene Atm.
Les souris A¢tm'/~ ne présentent
aucun symptome et ne semblent pas
avoir de risque accru de cancer, bien
qu’elles aient une durée de vie dimi-
nuée, surtout apreés une exposition
aux radiation ionisantes [29].

| Réle de Ia protéine ATM

Le phénotype des cellules issues de
patients atteints d’ataxie-télangiectasie
(cellules homozygotes AT) suggere
une implication du géne ATM, aussi

bien dans la régulation du cycle cellu-
laire et le mécanisme apoptotique que
dans la détection des cassures double-
brin et la stabilité génomique (figures 2
et 3).

Role de la protéine ATM
dans le cycle cellulaire

Dans les conditions physiologiques
normales, les cellules de mammiféres
répondent aux lésions de ’ADN
induites par les rayonnements ioni-
sants par une inhibition de la progres-
sion du cycle cellulaire et I'induction
de la réparation de ces Iésions ou de la
mort programmée des cellules selon
leur type ou leur degré d’altération.

La protéine p53 est un des acteurs
importants de la régulation du cycle
cellulaire. En réponse a des agents
génotoxiques, son taux augmente
induisant a la fois I'arrét du cycle cel-
lulaire en G, et une diminution de la
synthése de PADN. Dans les lignées
cellulaires homozygotes AT irradiées,
cette accumulation de pb3 est forte-
ment retardée et réduite. De plus,
dans les mémes conditions de traite-
ment, on observe dans ces cellules
une diminution de l'induction des
genes WAF1/CIPI (p21) et GADD45
dont p53 active la transcription [38].

Tableau | L’inhibition des kinases dépendantes

GENES HOMOLOGUES D’ATM ET DESCRIPTION DU PHENOTYPE des cyclines de la phase G,, normale-

DES MUTANTS CORRESPONDANTS ment inhibées par p21, est aussi

réduite dans ces lignées AT apres

Geéne Phénotype des mutants Espéce irradiation [39, 40]. En revanche,

lorsque ces cellules sont traitées par

ATM dégénérescence cérébelleuse, déficit H. sapiens un agent alkylant tel que le méthyl-

immunitaire, prédisposition au cancer, méthanesulfonate ou exposées aux

hypersensibilité aux radiations ionisantes, rayonnements ultraviolets, 'induc-

anomalies du cycle cellulaire tion de la protéine pb3 et I'expres-

aux points de controéle sion des genes WAFI/CIPI1 et

ATR mort foetale M. musculus GADD45 sont identiques a celles

DNA-PKc déficit immunitaire, hypersensibilité M. musculus observées dans des cellules normales

aux radiations ionisantes, anomalies [38, 40]. Ces résultats suggérent que

du cycle cgll_u_la,ire aux points de controle o la protéine ATM agit en amont de

Mec1 hypersensibilité aux radiations ionisantes,  S. cerevisiae p53, dans la voie de transduction du

ggltl):l]aailrlg :L?xl?)g;r?tlgs(jeé 222{:}3233 du cycle 51g11.31.1ndu1.te spécifiquement par des

g : o .. radiations ionisantes ou des agents

Tel1 irr?:f:k;[ﬁgiﬁ%‘mg;ﬂ%ﬁgﬁrgue' S. cerevisiae provoquant des cassures double-brin.

mei-41 hypersensibilité aux radiations ionisantes, = D. melanogaster Le mecanisme lde lette lllnterflct}on

anomalies du cycle cellulaire aux points pourrait etre fa phosphorylation

de contréble, instabilité chromosomique d.lreCt.e de p5?> par ATM qui imter-

Rad3 hypersensibilité aux radiations ionisantes, S. pombe vient juste apres irradiation [33, 34].

anomalies du cycle cellulaire aux points ATM phosphoryle 1?1 §er15 de p53,

de contrdle, instabilité chromosomique permettant la dissociation de p53 de

TOR1 résistance a la rapamycine S. cerevisiae son inhibiteur mdm?2, ce qui conduit

TOR2 résistance a la rapamycine S. cerevisiae a l'activation de la transcription.

FRAP/RAFT résistance a la rapamycine H. sapiens Simultanément, la déphosphoryla-
tion de la ser376 dépendante de m—
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Figure 2. Réle de la protéine ATM aprés apparition de cassures double-brin.
Des agents génotoxiques tels que les radiations ionisantes ou les produits
radiomimétiques induisent des cassures double-brin (CDB). Ces cassures
sont aussi fréquentes physiologiquement dans le fonctionnement normal de
la cellule (processus de la recombinaison, action des radicaux libres). Les
cassures double-brin sont reconnues par des protéines multiples dont ATM.
En réponse a cette reconnaissance, la protéine ATM agit selon différentes
voies moléculaires sur le contréle du cycle cellulaire, la réparation de ’ADN
et l'inhibition de I'apoptose. p53 est I'une des cibles d’ATM permettant,
d’une part, I’arrét du cycle cellulaire sous la dépendance de p21+/P, auto-
risant ainsi la réparation des cassures double brin et, d’autre part, I'induction
de l'apoptose. Cependant, le contréle du cycle cellulaire par ATM peut
s’exercer indépendamment de p53 par I'intermédiaire de cAbl, RPA, Chk1 et
peut-étre d’autres cibles encore inconnues. De la méme fagon, I’activation de
la réparation des cassures double-brin peut s’effectuer en I'absence de p53

(Chk1, Nibrine/Rad50/Mre11/P400).

I’ATM permet a pb3 de s’associer
avec la protéine 14-3-3 et augmente
son affinité pour des séquences spéci-
fiques de 'ADN [41]. II est intéres-
sant de noter qu’apres irradiation,
ATR (ATM and Rad3 related protein)
phosphoryle la serl5 et la ser37 de
pb53 plus tardivement qu’ATM.
Cependant, cette activité, semblable
a celle d’ATM, ne compense pas
I'inactivation de cette derniére dans
les cellules homozygotes AT (m/s
1998, n°8/9, p. 973) [42].
Les modeéles de souris A#m™ ont aussi
permis de mieux comprendre les rela-
tions possibles entre p53 et ATM (m/s
m 1993, n°1, p. 100). Deux types de sou-
1

ris ont été produits dont les genes Atm
et p53 ont été invalidés [36, 43]. En
comparaison avec les modéles Aim ™",
le risque de cancer est plus élevé et
apparait plus précocement, la radio-
sensibilité est plus importante et le
retard de croissance est absent (peut-
étre lié a un exceés du processus apop-
totique dépendant de pb3). En
revanche, tout comme chez les souris
537, les thymocytes sont radiorésis-
tants. De plus, les anomalies du phé-
notype de la méiose apparaissent plus
tard que celles observées dans les sou-
ris Atm™”~. De la méme facon, chez les
souris Atm™-et p21~~, la prophase I se
déroule presque dans son entier, mais

le taux de cellules en apoptose reste le
meéme que le taux obtenu chez les sou-
ris Atm™~. Ces résultats indiquent que
les protéines p53 et p21 sont impli-
quées dans la prophase I de la méiose
en agissant plus ou moins étroitement
avec ATM [43].

La protéine ATM interagit aussi avec
d’autres protéines. Ainsi, il a été mon-
tré qu’apres altérations de I’ADN,
ATM phosphoryle c-Abl (m/s 1997,
n°8/9, p. 1057). Sous cette forme acti-
vée, c-Abl contribue au controle des
phases G,/S et S du cycle cellulaire, a
I'induction de I’apoptose et a la répa-
ration de 'ADN par l'intermédiaire
de son association avec Radbl [44,
45]. Certaines des fonctions de c-Abl
phosphorylée s’effectuent indépen-
damment de p53, suggérant ainsi
qu'ATM pourrait agir dans des voies
moléculaires distinctes de p53.

IKB-0 pourrait étre une autre cible
de la protéine ATM. NFKB est asso-
ciée a IkB-a dans le cytoplasme.
Apres altération de 'ADN par des
agents génotoxiques (rayonnements
ultraviolets ou radiations ionisantes),
IKB-0 devient phosphorylée et se dis-
socie de NFkB. Cette derniére
pénétre alors dans le noyau cellulaire
et active la transcription de certains
genes. Spécifiquement apres exposi-
tion aux radiations ionisantes, les cel-
lules homozygotes AT sont inca-
pables de phosphoryler in vitro IKB-a
[46]. NFKB restant inactif, I'induc-
tion des processus transcriptionnels
normalement induits apres irradia-
tion n’existe pas.

In vitro et apres irradiation, les cel-
lules homozygotes AT acquierent des
anomalies du controle des phases
G,/S et S, ainsi qu'un blocage du
cycle cellulaire en phase Gy/M [13].
En réalité, deux anomalies peuvent
étre décrites au cours de cette phase.
Immédiatement apres irradiation,
aucun arrét en phase G,/M n’est
observé. Cet arrét est dépendant de
Chkl et Chk2 [47, 48]. Un blocage
excessif du cycle cellulaire apparait
ultérieurement sans que le méca-
nisme exact soit actuellement connu.

Role de la protéine ATM
dans le processus apoptotique

La protéine pb3 est aussi impliquée
dans le mécanisme apoptotique.
Lorsqu’elle existe, I'interaction entre
ATM et p53 semble completement dis-
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Complexe protéique
reconnaissant les CDB de I'ADN

BRCAL

Ku70
DNA-PK

Ku86

CbDB

Autres

Arrét de la phase G,/S

Arrét de la phase S

Arrét de la phase G,

Réparation de 'ADN

Figure 3. Protéines impliquées dans la réponse cellulaire aprés apparition de
cassures double-brin. Un certain nombre de protéines sont impliquées dans
la reconnaissance des cassures double-brin (CDB). Ainsi, outre la protéine
ATM sont figurés BRCA1, le complexe DNA-PK et le complexe nibrine. Ces
voies moléculaires, probablement distinctes mais peut-étre interconnectées,
conduisent au contréle du cycle cellulaire et a la réparation des cassures
double-brin. D’autres facteurs protéiques sont sirement impliqués mais res-
tent inconnus. Il n’est pas étonnant que de nombreuses protéines aient un
réle dans la reconnaissance des cassures double-brin et leur réparation, ce
processus étant fondamental pour la vie cellulaire.

tincte de celle conduisant au controle
de la phase G,/S, d’'une part en raison
du délai constaté entre ces deux évé-
nements et, d’autre part, parce que
I'apoptose induite par p53 ne néces-
site pas 'augmentation de son expres-
sion. Cependant, I'effet de cette inter-
action semble dépendre du type de
lignées cellulaires ou du type de tissu
étudié. Apres irradiation de lignées
cellulaires homozygotes AT lympho-
blastoides ou fibroblastoides, une aug-
mentation de l'apoptose relayée par
pb3 est observée par Meyn et al. et
Duchaud et al. [49, 50]. A contrario,
dans certains tissus tels que I’épithé-
lium cutané ou I’épithélium intestinal,
l'apoptose induite par la protéine p53
semble controlée négativement par la
protéine ATM [49]. Enfin, p53 n’est
pas toujours requise puisque, dans les
tissus lymphoides de modeéles murins
Atm~~, I’apoptose apparait indépen-
dante de p53 [51]. Ainsi, selon les tis-
sus, il existerait plusieurs voies métabo-
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liques possibles dans la réalisation du
processus apoptotique. Les modeles
murins dont le gene a été invalidé ont
aussi montré que, quoique générale-
ment étroitement associée a pb3, la
protéine p21°/*4! coopére avec la
protéine ATM indépendamment de
pb3 en inhibant I’apoptose [54].
Notons, enfin, que chez les patients
atteints d’ataxie-télangiectasie, les
autres protéines impliquées dans
I'apoptose (telles que BAX) sont quali-
tativement et quantitativement nor-
males [51].

Role de la protéine ATM
dans la détection
des cassures double-brin

L’une des fonctions supposées de la
protéine ATM est la détection précoce
des cassures double-brin de I’ADN,
sans role direct évident dans les pro-
cessus enzymatiques de leur répara-
tion, bien qu’une diminution de sa

fidélité ait parfois été rapportée [53].
Cette détection pourrait concerner
aussi bien des cassures double-brin
spontanées (lors du processus de la
recombinaison ou sous l’action de
radicaux libres par exemple) ou
induites (radiations ionisantes ou cer-
tains produits génotoxiques).

La DNA-PK (DNA-dependent protein
kinase) est une autre protéine impor-
tante dans la détection des cassures
double-brin. Tout comme ATM, la
DNA-PK est membre de la famille des
PI3-kinases (m/s 1995, n°S8, p.1189),
exprimée dans de nombreux types
de tissus différents et associée de
facon directe et constante avec c-Abl,
phosphorylant cette protéine en
réponse a des cassures double-brin
de ’ADN. Ces deux protéines pré-
sentent aussi des homologies fonc-
tionnelles. En effet, des anomalies de
la protéine ATM ou du complexe
protéique de la DNA-PK induisent
toutes les deux une hypersensibilité
aux radiations ionisantes et a certains
produits génotoxiques [54]. La pré-
sence des deux protéines fonction-
nellement actives est clairement néces-
saire pour un contrdle correct de la
détection des cassures double-brin.
Ces deux protéines, ne se complémen-
tant pas entre elles, agissent sans doute
de facon indépendante. Les relations
entre DNA-PK et ATM demeurent
imprécises mais quelques observations
sont intéressantes (figure 3).

L’activité kinase de la DNA-PK appa-
rait apres sa fixation sur PADN aux
sites de cassures double-brin par
I'intermédiaire de ses sous-unités Ku.
Woo et al. ont récemment montré
que la p53 était incapable de se lier a
I’ADN en I’absence de la DNA-PK et
que DNA-PK était nécessaire mais pas
suffisante a cette liaison spécifique de
p53 sur PADN [56]. Ainsi, il existe-
rait un autre facteur protéique néces-
saire a cette voie moléculaire. Les cel-
lules homozygotes AT ont une
activité DNA-PK intacte suggérant
qu'ATM n’est probablement pas le
facteur protéique attendu.
L’association directe d’ATM aux cas-
sures double-brin n’est pas démon-
trée mais il est clair que, tout comme
la DNA-PK, son activité kinase est
augmentée dans les minutes suivant
I’exposition cellulaire a des radia-
tions ionisantes [33, 34]. L’ensemble
des protéines alors phosphorylées

reste inconnu. Nous avons vu précé-
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demment que certaines d’entre elles
vont exercer un controle sur le cycle
cellulaire et I'apoptose. Quoique
complémentaire, cette fonction
apparait distincte de celle détectant
les cassures double-brin.

Le syndrome de Nimegue (NBS) pré-
sente des similitudes cliniques avec
l'ataxie-télangiectasie méme si les télan-
giectasies et l'ataxie cérébelleuse ne
sont pas présentes et qu’a I'inverse des
anomalies du développement telles
qu’une microcéphalie sont observées
[56]. L’identité tres nette des phéno-
types cellulaires homozygotes AT et
NBS, et notamment leur radiosensibi-
lité, suggere que les deux protéines
pourraient faire partie d’'une méme
voie moléculaire. Tout comme les cel-
lules homozygotes AT qui expriment le
gene NBSI, les cellules homozygotes
NBS expriment le gene ATM. De la
méme facon, I'effet des radiations ioni-
santes sur I'expression de pb3 et p2l
parait identique a celui observé sur des
cellules homozygotes AT. La nibrine,
transcrit protéique de NBSI, est I'une
des sous-unités du complexe nibri-
ne/Rad50/Mrell impliqué dans Ila
réparation des cassures double-brin
[57]. Les microdélétions du géne
NBSI, observées chez les patients
homozygotes NBS, conduisent a la for-
mation d’une protéine tronquée non
fonctionnelle. Le complexe protéique,
normalement localisé au niveau des
cassures double-brin apres irradiation,
n’est pas retrouvé fixé aux sites de cas-
sures double-brin dans les cellules
homozygotes NBS. Cette protéine pos-
sede deux domaines fonctionnels, I'un
appelé BRCT (breast cancer carboxy-termi-
nal) et 'autre FHA (forkhead-associated)
[20]. BRCT présente des homologies
avec des domaines fonctionnels
d’autres protéines (incluant BRCAI)
qui sont impliquées dans des interac-
tions de type protéine-protéine ayant
un role dans certains processus de la
réparation et du contrdle du cycle cel-
lulaire. La fonction du domaine FHA
est beaucoup moins connue. Cepen-
dant, il semble capable d’interagir avec
des protéine-kinases ou des phospho-
protéines une fois celles-ci phosphory-
lées.

Il est possible que le complexe
nibrine/Rad50/Mrell puisse étre
I'une des cibles d’ATM ou/et de la
DNA-PK, correspondant peut-étre au
facteur protéique mentionné ci-des-

messssss sus [10]. Un tel modele expliquerait

1092

les interactions entre ces protéines et
les similitudes des phénotypes cellu-
laires induits en I'absence de ces pro-
téines. Dans le cas des réparations qui
nous intéressent ici, la protéine ATM
pourrait phosphoryler directement le
complexe nibrine/Rad50/ Mrell ou
indirectement par 'intermédiaire
d’autres protéines. De la méme
facon, une phosphorylation d’ATM
apres cassure double-brin permettrait
peut-étre une interaction directe avec
le domaine FHA de la nibrine. Cela
n’a encore jamais été démontré. Dans
un tel modeéle, la nibrine serait le lien
entre la reconnaissance des cassures
double-brin et la réparation des dom-
mages de PADN.

En résumé, ATM et DNA-PK sem-
blent étre des initiateurs d’une cas-
cade d’événements moléculaires
induits par des cassures double-brin
ou la nibrine serait peut-étre I’'un des
effecteurs de leur réparation (figures
2 et 3). Ces interactions demeurent
imprécises et restent a démontrer
plus formellement.

Role de la protéine ATM
dans la méiose

Les modeles murins dont le géne
ATM a été invalidé ont démontré un
role certain de la protéine ATM dans
le processus de la méiose. ATM est
I'un des constituants des nodules
méiotiques observés dans la phase
leptotene de la prophase I chez la
souris male [58]. Bien que ces expé-
riences ne montrent pas d’interac-
tion directe de type protéine-pro-
téine, ATM est associée dans le
temps et dans I’espace a Radbl et
RPA. Keegan et al. et Plug et al. 'ont
démontré chez les souris Aim™ déve-
loppées par Xu et al. [35, 58, 59]. Au
début de la prophase I (leptoténe),
les chromosomes sont normalement
formés de I’élément axial et initiali-
sent I’appariement des chromo-
somes homologues. En ’absence de
la protéine ATM, le complexe synap-
tonémal est instable et les chroma-
tides sont fragmentés aux sites de
Radb51 et RPA. Les cellules s’enga-
gent ensuite dans la voie de 'apop-
tose. ATR - protéine-kinase homo-
logue d’ATM - posséde un role
semblable a ATM dans la méiose
mais a un moment différent. Ainsi,
ATR est associée avec I’élément axial
au site de Radb51 avant I'appariement

des chromosomes homologues alors
qu’ATM est associée sur le méme site
mais apres I'appariement [60]. Il a
par ailleurs été montré qu’ATM per-
met l’association de la protéine
Chkl avec le complexe synaptoné-
mal. Chkl est impliquée dans la
réparation des cassures double-brin
et les processus de la recombinaison
en controlant la phase Gy/M du
cycle cellulaire [47].

Barlow et al. ont obtenu des souris
Atm™~ présentant un phénotype un
peu différent. Le processus apopto-
tique est certes identique aux précé-
dents modeéles mais il apparait beau-
coup plus précocement durant la
méiose car les chromosomes ne sem-
blent pas atteindre le début de la
phase leptotene de la prophase I
[37]. La facon dont ces souris Atm~~
ont été obtenues pourrait expliquer
en partie les différences observées.
Les souris Atm~~ de Xu et Baltimore
produisent une protéine ATM uni-
quement dépourvue du domaine
kinase permettant ainsi des interac-
tions potentielles avec d’autres pro-
téines, notamment celles qui main-
tiennent l'intégrité des nodules
méiotiques [34]. Le modele de Bar-
low et al. ne transcrit aucune protéine
ATM [37].

Corrélations

entre les fonctions
de la protéine ATM
et le phénotype

de la maladie

Depuis le clonage du géne ATM, la
démonstration de certaines de ses
fonctions, les interactions protéine-pro-
téine actuellement connues et I'obser-
vation des modeles murins dont le
gene ATM a été invalidé, ont permis
d’établir une meilleure compréhen-
sion du phénotype de la maladie.

Les protéines c-Abl, p53, et peut-€tre
NFKB, coopérent avec ATM et sont
toutes impliquées dans I'arrét du
cycle cellulaire apres la formation de
cassures double-brin de PADN. II est
possible que des anomalies quantita-
tives ou/et qualitatives de la protéine
ATM puissent ainsi intervenir dans la
conservation de l'intégrité de ’ADN
par I'intermédiaire du contrdle du
cycle cellulaire. L’absence de cette
régulation peut induire une accumu-
lation de réarrangements géniques
qui est 'un des éléments caractéris-
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tiques de la maladie (translocations,
inversions, délétions, pertes de frag-
ments chromosomiques). La persis-
tance de ces anomalies somatiques
peut engendrer une sélection clonale
de cellules ayant acquis un phéno-
type cancéreux. Cela peut expliquer
le risque élevé de cancers chez les
homozygotes AT. Il est intéressant de
noter que, dans certaines des hémo-
pathies malignes présentées par les
homozygotes AT (leucémies prolym-
phocytaires T notamment), le géne
ATM semble agir comme un gene
suppresseur de tumeur [61, 62]. En
effet, les deux copies du gene posse-
dent des mutations somatiques dans
la majorité des cellules tumorales.
Les hétérozygotes AT ont un risque
plus élevé de cancers, notamment
des cancers du sein chez la femme
[63, 64]. Les études moléculaires réa-
lisées n’ont pas permis de démontrer
que, dans cette affection néopla-
sique, le géne ATM présentait une
mutation acquise sur l'autre allele
[64]. Ainsi, selon le type de cellule,
ATM pourrait avoir un role différent
dans la carcinogeneése.

Malgré 1’absence de la protéine
ATM, le processus apoptotique reste
possible tout en étant peut-étre spéci-
fique de certains tissus. L’absence
d’arrét de la cellule en phase G,/S, S
et G, immédiatement apres 'irradia-
tion, ou la présence de réarrange-
ments géniques, peut secondaire-
ment induire ’apoptose dans la
phase G, suivante, permettant I’élimi-
nation de ces cellules. Le déroule-
ment de 'apoptose semble donc nor-
mal mais un peu plus fréquent. Nous
avons vu que 1’étude des souris
Atm™~ a montré que la radiosensibi-
lité des tissus apparaissait différente
selon leur origine. Ainsi, le processus
apoptotique pourrait étre quantitati-
vement dépendant du type de tissus,
ce qui expliquerait des aspects cli-
niques tels que la dégénérescence
neuronale, I'hypoplasie thymique ou
encore les retards de maturation par-
fois constatés chez les enfants et le
vieillissement prématuré. La fré-
quence élevée de raccourcissements
télomériques peut aussi contribuer
au vieillissement précoce des cellules
[66].

La dégénérescence neuronale pour-
rait également s’expliquer par les rap-
ports entre ATM et la famille des B
adaptines. En effet, ATM interagit avec
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B-NAP, membre de la famille des
adaptines et protéine spécifique des
neurones. La perte de la fonction de
cette protéine résulte en 'apparition
d’une ataxie neurologique suggérant
une autre possibilité physiopathogé-
nique de l'ataxie cérébelleuse obser-
vée chez les enfants atteints d’ataxie-
télangiectasie. Ces deux protéines sont
associées in vitro et in vivo dans les vési-
cules cytoplasmiques. Outre son role
dans le noyau cellulaire, ATM est aussi
impliquée dans les mécanismes de
transport protéique [29].

Des événements normaux de la vie
cellulaire peuvent nécessiter l'inter-
vention des processus de la répara-
tion tels que l'oxydation de I’ADN,
les processus de recombinaison au
cours de la méiose et le réarrange-
ment des chaines des immunoglobu-
lines. Ils conduisent a des cassures de
brins chromosomiques. La protéine
ATM intervient dans le controle de la
méiose et, dans les modeéles animaux
dont le gene a été invalidé, les souris
sont stériles. Par ailleurs, son roéle
potentiel sur la recombinaison V(D)]
des génes des immunoglobulines et
des récepteurs des cellules T pourrait
expliquer les constatations cytogéné-
tiques acquises et le déficit immuni-
taire humoral constaté chez les
patients. La réparation par des pro-
cessus de recombinaison est beau-
coup moins fréquente que celle utili-
sant les mécanismes de jonction des
extrémités libres, ce qui expliquerait
pourquoi les cellules homozygotes
AT ne présentent pas d’importantes
anomalies de la réparation mais plu-
tot la persistance d’une faible quan-
tité de cassures double-brin non
réparées pour un temps d’au moins
24 heures aprés irradiation.

I Conclusions

Avant le clonage du gene ATM, de
nombreux modeles moléculaires ont
été élaborés pour expliquer les
aspects cliniques si hétérogeénes de la
maladie. L’implication de plusieurs
genes a été longtemps imaginée
devant I'existence de variants phéno-
typiques. Différentes mutations dans
un seul gene avec des effets phénoty-
piques spécifiques pouvaient aussi
rendre compte de ces variations. Il
apparait maintenant clairement que
la plupart des mutations observées
chez les patients atteints d’ataxie-

télangiectasie présentant un phéno-
type clinique classique conduisent a
I'absence de la protéine ATM dans
les cellules. Méme si la fonction de
cette protéine est un peu mieux com-
prise, il subsiste de nombreuses
incertitudes quant a I’étiopathogénie
exacte des différents symptomes de
I'ataxie-télangiectasie. Le role de la
protéine ATM apparait trés impor-
tant a différents niveaux de la vie cel-
lulaire. Ce role semble trés variable
tant sur le plan quantitatif et qualita-
tif selon les cellules ou les tissus
considérés. Cela pourrait expliquer
en partie I’aspect phénotypique si
pléiotropique de la maladie. Notons
enfin que la présence de télangiecta-
sies et I’élévation de l'a-foetopro-
téine, deux aspects cliniques et biolo-
giques essentiels au diagnostic,
restent toujours inexpliquées m
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Summary

ATM functions
and ataxia-telangectasia

phenotypes

Ataxia-telangiectasia is a rare heredi-
tary syndrome involving cerebellar
degeneration, immunodeficiency,
radiosensitivity and increased can-
cer risk. Since the cloning of the A-
T gene, ATM, in 1995, research on
this pleiotropic disease and its mole-
cular basis has expanded tremen-
dously. ATM is a 350kDa kinase
protein that appears to be one of
the primary sensors of DNA strand-
break damage. Recent works show-
ing the interaction of ATM with
proteins involved in cell cycle
control, and the direct phosphoryla-
tion of some of these proteins by
ATM, have advanced our understan-
ding of how the loss of a single mas-
ter regulator of genomic integrity
results in this complex disease.
Some disease symptoms are direct
manifestations of the lack of DNA
strand-break recognition. For
example the characteristic chromo-
somal instability and the cancer risk
may be a direct result of the abnor-
mal processing of DNA ends.
Others are the result of the systema-
tic elimination of cells that have fai-
led to respect cell cycle checkpoints,
for example the extreme sensitivity
to the lethal effects of irradiation.
These hypotheses have to be
demonstrated, and some clinical
aspects observed in A-T patients
remain to be explained, such as the
telangiectasia and Purkinje cell
degeneration.
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