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Compte rendu du 6¢ atelier sur le géne
et la protéine p53 (Tibérias, Israél, 1¢-5 novembre 1992)

D’abord d’un impact limité a un petit
cercle d’adeptes, la protéine p33 (m/s
n°8 wol 6, p. 821) est maintenant
I'objet d’un intérét treés large de la
communauté scientifique internationale,
aussi bien d’ailleurs aupres des fonda-
mentalistes que des cliniciens cancéro-
logues. Cette évolution reflete bien celle
de la place qu'on lui reconnait dans
le controle de la prolifération cellulaire.
Longtemps considérée comme une sim-
ple bizarrerie de laboratoire, 1’absence
complete de cette protéine dans des
cellules notoirement transformées,
comme les cellules HeLa et quelques
autres, s’explique maintenant par sa
double personnalité : celle d’'un onco-
geéne conventionnel, attestée par les
expériences classiques de transfection et
qui sont le fait des formes mutées, les
seules initialement connues ; celle d’'un
anti-oncogene, dans sa forme « sau-
vage », dont I’absence contribue au
processus de tumorisation.

Tres étudiées par les cliniciens, les
mutations ou I’absence de la p53
représentent I’altération somatique la
plus commune de toutes les tumeurs
humaines et de nombreux rapports a
cette réunion n’ont fait que renforcer
cette statistique en l’enrichissant
d’explications mécanistes (Harris,
Bethesda, USA). Il apparait en effet
clairement que certaines de ces muta-
tions sont spontanées, comme celles du
cancer du cdlon et du sein, tandis que
d’autres portent la signature d’agents
mutationnels de I’environnement,
physiques comme Iirradiation UV
dans les cancers de la peau (Daya-
Grosjean, Villejuif, France) ou chimi-
ques comme [I’aflatoxine dans des
populations bien particulieres d’hépato-
carcinome primaire d’Afrique méridio-
nale et d’Asie du Sud-Est (Ozturk,
Lyon, France), alors que les mémes
tumeurs d’origine géographique diffé-
rente (Japon, Europe, Amérique du
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Nord, Moyen-Orient) ne présentent
pas ces caractéristiques (m/s n°3,
vol. 8, p. 289) (Debuire, Villejuif,
France). L’implication du virus HBV
ne dispense pas de ’acquisition d’une
mutation p53 pour le développement
de ces tumeurs (Ozturk, Lyon,
France). Certaines mutations observées
dans le cancer du sein, sont, elles
aussl, évocatrices d’un effet de ’envi-
ronnement, encore que la nature du
mutagéne en cause ne fasse I’objet
d’aucune suspicion précise.

Une étude systématique chez le rat ou
la souris (P. May, Villejuif, France) i
vivo a bien montré l variabilité¢ des
mutations et des types de tumeurs
obtenus selon I’agent chimique utilisé
ou l’environnement génétique de la
souche animale et a souligné la néces-
sit¢ de relativiser I'interprétation des
résultats épidémiologiques chez
’homme.

Quoi qu'’il en soit de ces mécanismes
causaux, le répertoire des sites muta-
tionnels est tres large et plusieurs labo-
ratoires ont entrepris d’en caractériser
les effets individuels. Il en est ressorti :
(1) que les mutations n’entrainent pas
systématiquement la perte de fonction
(Soussi, Paris, France), d’ou I'intérét
du test fonctionnel développé par
Th. Frébourg (Charlestown, USA). Ce
test est fondé sur I'effet de la coexpres-
sion de pb3 sauvage et de Iallele muté
isolé dc la tumeur par PCR sur un
geéne rapporteur évalué par colorimé-
trie ; (2) qu’elles ne sont pas toujours
dominantes-négatives (c’est-a-dire
qu’elles n’inhibent pas nécessairement
la fonction onco-suppressive de 1’allele
normal). C’est le cas notamment pour
certaines mutations héritées, observées
dans le syndrome de Li-Fraumeni, qui
restent phénotypiquement récessives
face a une p53 normale (m/s n° 10,
vol. 6, p. 1006 ; n°7, wol. 8, p. 733)
(Bargonetti, Bhatia, New York, USA ;

Frébourg, Charlestown, USA) ; et (3),
enfin, que des cas ont été rapportés ou
la localisation de la p53 normale (Moll,
Princeton, USA) ou mutée (Lawrence,
Grenoble, France) cessait d’étre
nucléaire pour devenir cytoplasmique
(m/s n° 8, vol. 8, p. 874), une situation
évidemment incompatible avec un réle
dans le contrdle de la transcription.
Chez le xénope, p53 est stockée de
facon stable dans le cytoplasme de
I'ovocyte (Méchali, Paris, France).
Si la notion de trans-dominance néga-
tive a perdu de son caractere dogma-
tique, elle n’en reste pas moins la
situation la plus fréquente par un
mécanisme d’oligomérisation dont
I’étude bénéficie grandement de la
technique de cotraduction in wtro de
messagers des formes sauvages et
mutécs mise au point par J. Milner
(York, Angleterre).

La localisation des différentes proprié-
tés ou fonctions de la p33 sur la struc-
ture primaire de la protéine est loin
d’étre claire, mais on peut en dégager
les points suivants :

- le domaine N-terminal semble requis
pour les fonctions de trans-activation
transcriptionnelle (m/s n°8, wol. 6,
p 821);

- c’est du domaine C-terminal que
dépendent les fonctions de fixation a
I’ADN, de transformation, d’oligomé-
risation, de dégradation dépendante de
la protéine E6 du virus HPV (Milner,
York, Angleterre ; Vousden, Londres,
Angleterre), de localisation nucléaire et
de fixation de la protéine de choc ther-
mique HSP70. Tous ces sites sont lar-
gement chevauchants et la plupart de
ces propriétés, en tout cas la transfor-
mation et la fixation a ’ADN, sem-
blent dépendre de I’oligomérisation.
Un fragment protéique minimal, cou-
vrant les résidus 302 a 360 de I’extré-
mité C-terminale (qui va jusqu’a 390),

a conservé les propriétés d’oligoméri-
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sation et de transformation, et agit en
induisant la formation d’un oligomere
inactif avec la protéine complete (Oren,
Rehovot, Israél).

Les fonctions résidant dans ces deux
domaines protéiques sont contr6lées
par des phosphorylations intervenant
sur de nombreux sites identifiés et
effectuées du coté N-terminal par la
caséine kinase I et la protéine kinase
dépendante de ’ADN double-brin, du
cOté C-terminal par la caséine kinase II
et la p34cd.

La protéine ne peut se fixer a ’ADN
qu’apres modification de son extrémité
carboxy-terminale (Lane, Dundee,
Ecosse) : par exemple la fixation d’un
anticorps monoclonal spécifique ou de
la HSP70, ou encore la délétion des
derniers acides aminés, ou la phos-
phorylation de la sérine 386 par la
caséine kinase II (Meek, Dundee,
Ecosse). Ce méme résidu est le siege
d’une liaison covalente a ' ARN ribo-
somique 5,8 S (Caroll, New York,
USA), une observation tres curieuse
qui n’a pas recu d’explication fonction-
nelle. C’est aussi dans le domaine C-
terminal qu’une activité de stimulation
de la réassociation des deux brins de
I’ADN a été localisée (Jenkins, Lon-
dres, Angleterre) alors qu’elle n’est pas
détectée dans la protéine complete.
La p33 se trouve au cceur d’un réseau
de régulation extrémement complexe
qui fait intervenir des interactions
directes protéine-protéine ou des régu-
lations géniques dont elle est la cible
ou l’effecteur. Les partenaires d’inter-
action protéine-protéine de la p53 sont
treés divers. Elle interagit d’abord avec
elle-méme puisque la forme active est
sans doute un tétramere. Les mutants
sont en général capables d’entrer dans
la constitution de ces oligomeéres en
leur faisant perdre leur capacité a se
fixer 2 'ADN et a arréter la prolifé-
ration (effet de trans-dominance néga-
tive). L’antigéne T du virus SV40, la
HSP 70, les protéines E1B de I’adéno-
virus et la protéine E6 du papilloma-
virus sont des partenaires classiques.
Concernant cette derniére, G. Riou
(Villgjuif, France) n’observe pas la cor-
rélation négative entre l'infection par
HPV et la mutation de la p53 dans
les cancers du col de 'utérus initiale-
ment rapportée par Vousden (m/s n° 8,
vol. 8, p. 874) (Londres, Angleterre),

s Mmais celle-ci la confirme et note que
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des mutations pd3 peuvent apparaitre
dans des métastases de tumeurs HPV-
positives. A ces partenaires classiques,
il faut maintenant ajouter une longue
liste de nouveaux :

- la protéine Mdm-2 (Momand, Fin-
lay, Princeton, USA ; Kern, Balti-
more, USA), codée par un gene iden-
tifié dans les chromosomes double
minute de souris et qui interagit par
sa région N-terminale avec la p53.
Mdm-2 et les génes viraux ci-dessus
sont tous capables d’abroger I’activa-
tion transcriptionnelle par p33 ;

- le récepteur du virus d’Epstein-Barr
(EBV-C3dR) (Frade, Paris, France) ;
- NF-IL-6 dlias C/EBPB ou LAP
(Margulies, New York, USA), encore
qu’il ne soit pas tres clair s’il s’agit
d’une interaction directe ou
fonctionnelle ;

- plusieurs protéines non encore iden-
tifiées obtenues par clonage systémati-
que de protéines interagissant avec

p33 ;
- enfin, deux communications (Shenk,
Princeton, USA ; Aloni, Rehovot,

Israél) ont décrit l'interaction de la
forme sauvage de p33 avec la TATA
binding protein. (TBP), une sous-unité du
facteur de transcription TFIID. Ces
observations sont particulierement inté-
ressantes car elles pourraient contribuer
a explhquer la répression transcription-
nelle exercée par p53 a l’encontre de
nombreux genes qui ne contiennent
pas les séquences cibles caractéristiques.
Il faut cependant remarquer que TBP
est normalement en grand exces sur
p53 et que cet effet inhibiteur ne
devrait s’observer que dans des situa-
tions ou pd53 est abondante, comme
apres lésion de 'ADN ou au cours de
la spermatogenese (Rotter, Rehovot,
Israél).

Au-dela de ces interactions directes
protéine-protéine, pd3 agit comme un
activateur transcriptionnel sur de nom-
breux génes a commencer par son
propre gene (Lozano Houston, USA),
grice a une séquence contenant un
motif NF-kB (m/s n° 1, wol. 7, p. 67)
qui est a elle seule capable, lorsqu’elle
est oligomérisée, de conférer la réponse
a pd3 a un promoteur hétérologue.
Cette auto-activation pourrait aboutir
a des niveaux tres élevés de protéine
p53, n’était I'importance des régula-
tions post-transcriptionnelles et notam-
ment la dégradation de la protéine. On

pourrait voir la I'explication de certains
cas de dominance de la protéine sau-
vage sur la protéine mutée par un
simple effet de dose permettant I’inac-
tivation de TBP (voir plus haut). II
faut noter a ce sujet 'observation de
Lane (Dundee, Ecosse) que des tissus
normaux de membres d’une famille a
cancer du sein expriment la p33 sau-
vage a un taux tres élevé.

Plusieurs autres génes subissent une
activation transcriptionnelle au travers
de séquences de réponse a la p53
caractérisées par des répétitions de
motifs TGCCT décrites par le groupe
de Vogelstein (Baltimore, USA) (m/s
n°6, vol. 8 p. 612):

- mdm-2 dont la transcription est ici
activée au travers d’un élément pd3
situé dans le premier intron du geéne
(Momand, Princeton, USA). Si on se
rappelle I'interaction neutralisante entre
les protéines p53 et Mdm-2, on voit
la une intéressante boucle d’autorégu-
lation ;

- thy-1 (Zambetti, Princeton, USA) ;
- gadd-45 (growth arrest and DNA damage
inducible genes), pour lequel 1’élément
p53 est dans l'intron 4 (Kastan, Balti-

more, USA) (voir breve, p. 100 de ce
numero) ;

- la créatine kinase du muscle (Zam-
betti, Princeton, USA ; Simmons,
Newark, USA) ;

- le geéne rad-6 (Kern, Baltimore,

USA), impliqué dans la réparation de
I’ADN et qui est I’enzyme de conju-
gaison de 'ubiquitine et intervient donc
dans la dégradation des protéines ;
- le géne mdr (multi-drug-resistance) (Got-
tesman, Bethesda, USA) ;
- de nouveaux geénes inconnus.
L’effet de p53 sur la transcription n’est
pas toujours activateur. Il peut aussi
Jjouer le réle d’un répresseur transcrip-
tionnel (m/s n° 2, vol. 8, p. 184) vis-a-
vis de génes comme Rb (Zacksenhaus,
Toronto, Canada) ou PCNA (prolifera-
ting cell nuclear antigen) (Jackson, Can-
berra, Australie). La régulation néga-
tive de cette protéine, qui est un cofac-
teur essentiel de 1’ADN-polymérase 6,
pourrait étre un élément d’explication
de leffet antiprolifératif de p53 par
blocage en G1.
Si pd3 controle beaucoup d’autres
genes, elle est a son tour la cible d’un
certain nombre d’effecteurs. Beaucoup
sont pour elle des partenaires directs
d’interaction protéine-protéine, mais
m/s n° 1 vol. 9, janvier 93



deux exemples de contréle génique ont
¢té rapportés :

- le complexe Myc-Max et USF, qu
activent le promoteur p53 vz une
séquence CACGTG reconnue par les
membres de la famille bHLH (basic
sequence/helix loop helix domain) (Reisman,
Rehovot, Israél) ;

- le géne AT (Kastan, Baltimore,
USA). Cettc notion est fondée sur
'observation que des cellules de mala-
des atteints d’ataxia telangectasia déficien-
tes en ce geéne ont unc synthese de
ADN résistante aux radiations et
n’induisent pas p53 apres irradiation 7.
Il est difficile d’intégrer cette profusion
d’informations dans un modele cohé-
rent de la fonction de p53. Il émerge
cependant clairement que beaucoup
des effets (positifs ou négatifs) de p53
sur de nombreux geénes concourent a
bloquer la prolifération cellulaire cn
arrétant les cellules en phase G1. Les
souris knock-out dont le géne p33 a ¢té
inactivé par recombinaison homologue
(Donehower, Houston, USA) confir-
ment cette notion. En effet, méme les
homozygotes —/- sont viables et nor-
maux mais développent toutes des
tumeurs et ne dépassent pas 1’dge de
10 mois (m/s n° 5, wvol. 8, p. 492). Les
hétérozygotes ont aussi une fréquence
accrue de tumeurs de types différents
mais survivent plus longtemps que les
précédentes. Les cellules de ces souris
ne sont plus capables d’arrét en Gl
apres irradiation mais récuperent cette
propriété par transfection de p33 nor-
male. Ainsi I'inductibilit¢ de p33 par
lésion de I'ADN (Lane, Dundee,
Ecosse ; Kastan, Balimore, USA) lui
permettrait d’assumer son rdle de
« gardien du génome » en arrétant les
cellules en G1 (G1 checkpoint) pour leur
laisser le temps d’en effectuer la répa-
ration, c’est-a-dire avant d’engager la
réplication d’'un ADN dont I'intégrité
ne serait plus assurée (m/s n° 9, vol. 8,
p. 1002). L’observation que les sperma-
tocytes primaires expriment p33 a un
niveau élevé au stade pachytene de
leur méiose (Rotter, Rehovot, Israél)
corrobore I'interprétation ci-dessus
puisque ce stade est caractérisé par une
intense activité de réparation de 'ADN
et la mort d’un nombre considérable
de cellules. Elle suggeére aussi un lien
avec le phénomeéne d’apoptose (mort
cellulaire programmée) que confirment
les études sur les lymphomes B
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(Wiman, Stockholm, Suede). La fré-
quence des mutations p53 est en effet
considérable dans les lignées (60 %) ou
les biopsies (30 %) de lymphomes de
Burkitt qui, toutes, ont un oncogéne
¢-myc activé par translocation. Dans
tous ces cas, la mutation ou I’absence
de p53 empéche I’apoptose, qui peut
étre restaurée par transfection d’une
p53 normale.

Cec phénomene est a rapprocher de
I'instabilité génomique qui caractérise
beaucoup de types tumoraux. L’acqui-
sition de cette instabilité, étudiée sur
le systtme modeéle de résistance au
PALA par amplification du genec CAD
de la syntheése des pyrimidines, mon-
tre qu’elle dépend d’un trait génétique
récessif qui ségrége indépendamment
des propriétés d’immortalisation ou de
tumorigenese et qu’il doit donc exis-
ter des geénes capables de prévenir ce
phénomene (m/s n°5, wol. 8, p. 500)
(Tlsty, Chapel Hill, USA). p53 serait
un bon candidat a une telle fonction
puisqu’il agit sur le mode récessif ct
que sa transfection dans des fibroblas-
tes Li-Fraumeni ou dans des cellules
de souris knock-out qui amplifient a
grande fréquence ramenent celle-ci a
des valeurs normales. Il faut cependant
remarquer que I'instabilit¢ génomique
s’établit en général dans les tumeurs
avant les altérations de la p53, qui
sont en regle tardives, et que cela
implique donc ’existence d’autres voies
de contréle de cette instabilité W
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