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> Environ 10 % des maladies généti-
ques humaines sont liées a I"appari-
tion d’un codon stop prématuré dans
une séquence codante (mutation non-
sens), qui conduit a la synthése d’une
protéine tronquée et éventuellement
a la dégradation de ’ARNm par la voie
nonsense mediated mRNA decay (NMD)
[1]. Depuis une dizaine d’années, une
stratégie thérapeutique qui cible I’étape
de traduction est explorée. €lle consiste
a rétablir la synthése d’une protéine
complete en utilisant des molécules
qui favorisent 'incorporation d’un ARN
de transfert (ARNt) au niveau de la
mutation non-sens (événement appelé
translecture). Actuellement, les molé-
cules les plus utilisées pour favoriser la
translecture sont les antibiotiques de
la famille des aminoglycosides (genta-
micine, amikacine, G418, etc.) qui se
fixent au niveau du site de décodage
du ribosome. Cette approche a déja
été évaluée pour plusieurs maladies
génétiques, dont des myopathies et la
mucoviscidose [2, 3].

Réactiver un gene suppresseur

de tumeur comme stratégie
anticancéreuse

La réexpression de la copie sauvage d’un
géne suppresseur de tumeur dans une
cellule déficiente pour celui-ci permet
généralement de limiter la prolifération
en induisant I'arrét du cycle cellulaire
ou ’apoptose [4]. Des résultats promet-
teurs ont été obtenus pour des mutants
faux-sens avec des molécules qui per-
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mettent de rétablir la conformation cor-
recte de la protéine p53 [5]. Ces molé-
cules ne peuvent pas étre utilisées pour
des mutations non-sens qui conduisent
a la synthese d’une protéine tronquée.
Dans un travail récent, nous avons étudié
la possibilité d’utiliser des inducteurs
de translecture pour réactiver le géne
suppresseur de tumeur p53, le geéne le
plus fréquemment muté dans les cancers
humains [6] (Figure 1).

Mesure du taux de translecture de
mutations non-sens dans le géne p53
Nous avons d’abord quantifié le taux de
translecture de 11 mutations non-sens
répertoriées dans le géene p53, en pré-
sence d’antibiotiques aminoglycosides.
Les 3 mutations non-sens Q192X, R213X
et £298X présentaient les plus forts taux
de translecture (respectivement 0,7 %,
2,8 % et 0,5 % en présence de gentami-
cine). Ces taux de translecture semblent
modestes, mais sont du méme ordre de
grandeur que ceux qui ont permis d’ob-
server un bénéfice thérapeutique chez
des patients atteints de mucoviscidose
traités par la gentamicine [7].

Les aminoglycosides permettent

de réexprimer une protéine p53 entiére
et active

Les effets du traitement par les ami-
noglycosides ont d’abord été analysés
dans la lignée humaine de cancer du
sein HDQ-P1 [8], qui posséde la muta-
tion présentant le plus fort taux de

translecture : R213X. Des expériences

de PCR quantitative ont montré que
I’ARNm mutant est soumis a la voie
NMD. Apres traitement de ces cellules
par la gentamicine ou par le G418,
nous avons observé une stabilisation
de ’ARNm mutant jusqu’a un facteur
8. Celle-ci pourrait étre due a un effet
antagoniste entre la translecture et
la reconnaissance de I’ARNm par la
voie NMD. De plus, le traitement par
les antibiotiques permet de détecter
la protéine p53 entiére par western
blot & un taux de 80 % par rapport a
des cellules témoins p53*/*. Grace a
[’utilisation d’un géne rapporteur, nous
avons mis en évidence que la protéine
p53 réexprimée était transcriptionnel-
lement active. Dans ces expériences,
les quantités d’ARNm et de protéine
active réexprimée étaient proportion-
nelles au taux de translecture. Pour
les deux autres mutations étudiées
(0192X et £298X), le traitement par les
aminoglycosides permet également de
réexprimer une protéine p53 entiére et
fonctionnelle.

Nous avons montré par PCR quantitative
que la protéine p53 réexprimée aprés
traitement par le G418 était capable
de réguler correctement I’expression de
geénes cibles tels que p21, impliqué dans
I’arrét du cycle cellulaire et Bax, impli-
qué dans 'apoptose. Le traitement par
les aminoglycosides de cellules humaines
cancéreuses présentant une mutation
non-sens dans le gene p53 permet donc
de réexprimer une protéine p53 entiere et
fonctionnelle.
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Nous avons ensuite évalué la réper-
cussion de I"augmentation de trans-
lecture de mutations non-sens dans
le géne p53 sur la prolifération cellu-
laire. Cette étude a été réalisée avec
les deux mutations qui possedent les
taux de translecture les plus hauts :
R213X, Q192X. Pour ces expériences,
nous avons utilisé la lignée de cancer
du poumon H1299, déficiente pour
p53 et qui est sensible a la réintro-
duction d’un alléle sauvage du gene
p53. Cette lignée a été transfectée de
maniéere transitoire avec un vecteur
exprimant les ADNc des versions sau-
vage ou mutantes de p53. La viabilité
et le pourcentage de cellules en apop-
tose ont ensuite été estimés par la
technique de cytométrie en flux. Dans
ces conditions, lorsque les cellules
porteuses d’une mutation non-sens
sont exposées au G418, on observe
une diminution du nombre de cellu-
les vivantes et une augmentation du
pourcentage de cellules en apoptose
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précoce et tardive a un niveau quasi-
ment identique a celui obtenu lors de
la transfection des cellules par I’ADNc
p53 sauvage.

€n résumé, I'utilisation de molécules qui
augmentent la translecture permet de
réexprimer une protéine p53 capable de
limiter la prolifération cellulaire d’une
lignée tumorale humaine en induisant
’apoptose. Les résultats de deux étu-
des récentes sur le géne adenomatous
polyposis coli interrompu par une muta-
tion non-sens suggérent fortement que
cette stratégie thérapeutique pourrait
étre élargie a d’autres suppresseurs de
tumeur ([9] ; C. Floquet, ).P. Rousset
et L. Bidou, communication person-
nelle). Uinduction de la translecture de
codons stop prématurés dans des génes
suppresseurs de tumeur pourrait donc
représenter une nouvelle stratégie thé-
rapeutique pour certains cancers. ¢
Rescue of nonsense mutated p53

by readthrough leads to apoptosis

in cancers cells
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Figure 1. La réactivation du géne
p53 possédant une mutation non-
sens induit I'apoptose de cellu-
les cancéreuses en culture. A. Un
codon stop prématuré (mutation
non-sens) dans le géne suppres-
seur de tumeur p53 induit la syn-
these d’une protéine p53 tronquée,
incapable de limiter la proliféra-
tion cellulaire. B. Des inducteurs
de translecture, tels que les ami-
noglycosides, favorisent le pas-
sage de codons stop prématurés
(événement appelé translecture)
et permettent ainsi de synthétiser
une protéine p53 entiére, capable
d’induire 'apoptose de cellules

cancéreuses humaines en culture.
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