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LA PROTEINE P53, PROTECTRICE DE
L’INTEGRITE DU GENOME :
ROLE DANS LA GENESE DES CANCERS

L’homéostasie des tissus de 'organisme est
le résultat d’un équilibre dynamique stable entre
des facteurs de régulation positifs et négatifs.
Ceux-ci contrélent la prolifération des cellules et
déterminent leur appartenance tissulaire. Des
données récentes indiquent que I'apparition des
cancers résulte du déséquilibre de cet état dyna-
mique soit par 'activation de facteurs positifs
désignés sous le terme d’oncogénes, soit par
linactivation de facteurs négatifs qui sont
regroupés dans la famille des génes suppres-
seurs de tumeurs. Le géne codant pour la pro-
téine p53 est un membre particulierement impor-
tant de cette derniére famille. En effet, son inac-
tivation, par mutation et/ou délétion, est 'une
des altérations génétiques la plus fréquemment
détectée dans les cancers. La fonction principale
attribuée a la protéine p53 consiste a préserver
le génome des altérations susceptibles d’entrai-
ner, entre autres, la cellule dans un processus
de transformation maligne. C’est en permettant
la réparation des. altérations du DNA survenues
lors de sa réplication avant la mitose ou provo-
quées par des agents extérieurs, que la protéine
p53 semble exercer ses fonctions. Des altéra-
tions du géne p53 entrainant des perturbations
de Ia fonction de la protéine p53 ont été identi-
fiées au niveau de la plupart des lésions tumora-
les malignes. A ce filre, cette protéine semble
jouer un réle déterminant au niveau de la genése
des cancers. Aussi le géne p53 fait-il I'objet de
recherches intensives qui devraient déboucher
sur la mise au point de nouveaux moyens de
détection et d’évaluation pronostique des can-
cers. D’autre part, des expériences visant a res-
taurer la fonction de la protéine p53 au niveau
des cellules cancéreuses ouvrent de nouvelles
et séduisantes perspectives thérapeutiques.
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CONTROLE DE LA PROLIFERATION CELLULAIRE

L’organisme adulte est constitué d’un ensemble de tissus dont le
nombre de cellules reste assez stable. Chez l'individu normal, toute
cellule morte est remplacée par une nouvelle cellule issue de la division
des cellules dites de remplacement. L’homéostasie de la prolifération
cellulaire résulte d’'un équilibre délicat entre des facteurs de controle
positifs et négatifs. Des altérations physiologiques ou pathologiques
de I'équilibre dynamique entre I'activité de ces facteurs conduisent a
des modifications du nombre de cellules : soit une diminution comme
par exemple dans I'atrophie, soit une augmentation comme dans I'hy-
pertrophie ou les tumeurs.

Les proto-oncogénes sont des génes impliques dans le processus
de la division cellulaire. lls codent pour des molécules telles que des
facteurs de croissance et leurs récepteurs, des seconds messagers ou
des activateurs de la transcription (5). Ces protéines sont les facteurs
positifs qui sont activés lorsqu’une prolifération cellulaire est nécessaire
pour maintenir 'noméostasie du nombre de cellules, homéostasie qui
est perturbée au niveau des cellules cancéreuses. De nombreux travaux
ont montré que les proto-oncogénes peuvent étre modifiés dans leur
structure ou dans leur expression. Ces proto-oncogeénes altérés, appe-
lés oncogénes, sont responsables du déséquilibre de la balance
homéostatique de la prolifération qui conduit a I'apparition de tumeurs.
La liste des oncogénes identifiés et impliqués dans le développement
des cancers ne cesse de s'allonger, illustrant la complexité des meca-
nismes qui contrélent la prolifération cellulaire (tableau I).

L'inactivation de génes qui participent a la régulation négative de
la mutiplication cellulaire joue également un réle fondamental dans
I'homéostasie de la prolifération des tissus normaux. Ces génes dont
la perte d’activité ou la suppression d’expression entrainent I'apparition
de tumeurs sont appelés génes suppresseurs de tumeur (tableau I).

Qu’elle résulte de I'activation d’un oncogéne ou de I'inactivation
d’un géne suppresseur de tumeur, la prolifération non controlee des
cellules n’est cependant pas pathognomonique des tumeurs malignes.
Elle se retrouve également dans toute une série de lésions benignes
comme dans le fibroadénome utérin ou les polypes rectaux. Pour
que le phénotype cancéreux s'exprime, il faudra que des altérations
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Oncogéne Tumeurs
ABL Leucémie myéloide chronique
ERBB-2 (NEU) Adénocarcinome du sein, ovaire et estomac
MYC Lymphome de Burkitt
Carcinome du poumon, sein et col utérin
L-MYC Carcinome du poumon
N-MYC Neuroblastome
Carcinome pulmonaire & petites cellules
H-RAS Carcinome du colon, poumon et pancréas
Mélanome
K-RAS Leucémies lymphoide et myéloide aigués
Carcinome de la thyroide
Mélanome
N-RAS Carcinome du tractus uro-génital
Mélanome
RET Carcinome de la thyroide
K-SAM Carcinome de I'estomac
Géne Type de cancer
RB1 Rétinoblastome
Ostéosarcome
Carcinome du sein, poumon et de la vessie
WT1 Tumeur de Wilms
DCC Cancer colo-rectal
APC Adénocarcinome colique
NF1 Neurofibromatose type 1

génétiques supplémentaires conferent a la cellule cancéreuse des pro-
priétés invasives et métastatiques.

LE GENE P53 ET LES GENES SUPPRESSEURS
DE TUMEURS ‘

C’est en 1979 que la protéine p53 fut découverte fortuitement par
un groupe de chercheurs qui étudiaient les mécanismes de la transfor-
mation cellulaire induite par le virus SV40. Par transformation, on entend
I'état d’une cellule dont les mécanismes de contrdle de la prolifération
sont rendus en partie ou en totalité déficients. Le virus SV40 est un
virus a ADN responsable de I'apparition de tumeurs chez les rongeurs.
C’est I'antigéne T produit par le virus SV40 qui est responsable de ses
propriétés transformantes (49). Cet antigéne viral est capable de se
fixer & une protéine cytoplasmique de la cellule hote ayant un poids
moléculaire de 53 kilodaltons (30, 33). Cette protéine fut appelée p53.
Afin de pouvoir en étudier les fonctions, des anticorps anti-p53 spéci-
figues ont été développés. lls ont permis de constater que 'expression
de la protéine p53 était 5 & 100 fois supérieure dans les cellules can-
céreuses par rapport aux cellules normales correspondantes (10). Ces
observations ont conduit a considérer le géne p53 comme un nouvel
oncogene. Des études destinées & caractériser la protéine p53 au
niveau de cellules cancéreuses ont montré gu'elle présentait des alté-
rations par rapport a la protéine p53 exprimée au niveau de cellules
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normales (20). De maniere inattendue, vu les propriétés oncogéniques
initialement attribuées a la protéine (12), il fut observé que la réintroduc-
tion de p53 normale au niveau de cellules cancéreuses supprimait le
phénotype transformé (1). La détection d'un taux intracellulaire élevé
de protéine p53 au niveau de lésions cancéreuses humaines est asso-
ciée a la présence d'altérations au niveau du gene codant pour cette
protéine (3) qui, en perdant sa fonction normale, est responsable, du
moins en partie, de I'apparition de cancer. Les propriétés transforman-
tes du virus SV40 pourraient donc étre attribuées a l'inactivation de la
protéine p53 par I'antigéne viral T (50). Le géne p53 venait ainsi s’ajouter
a la famille des génes suppresseurs de tumeurs dont le premier membre
identifie avait été le géne responsable du rétinoblastome : le gene Rb
(tableau II).

Le rétinoblastome est un cancer des cellules de la rétine qui apparait
chez I'enfant entre la naissance et I'age de 4 ans. Environ la moitié des
cas de retinoblastomes revétent un caractére sporadique. Chez ces
enfants, un seul ceil est habituellement touché par une tumeur unique.
L'autre moitié des patients présentent des rétinoblastomes congénitaux
transmis selon un mode héréditaire de type autosomique dominant.
Habituellement, les deux yeux sont touchés, souvent par plusieurs
tumeurs.

En 1971, Knudson qui étudiait les statistiques d’apparition des réti-
noblastomes, émit I'hypothése que l'inactivation d’un géne désigné Rb
etait nécessaire pour qu'il y ait apparition du rétinoblastome (28). Dans
le rétinoblastome congénital, I'un des deux génes Rb serait déja muté
a la naissance (hérité de I'un des gametes parentaux); au cours du
développement une deuxieme mutation affecterait le géne intact provo-
quant ainsi I'apparition précoce de tumeurs touchant souvent les deux
yeux. Dans le rétinoblastome sporadigue, les deux alléles sont normaux
a la naissance; il faudra deux mutations successives, inactivant les
deux copies du gene dans une méme cellule de la rétine, pour produire
une inactivation de la fonction du géne Rb conduisant au développe-
ment de la tumeur. Dans ce cas, la probabilité que des mutations
sporadiques touchent simultanement les deux genes de deux cellules
différentes de la rétine est quasi nulle; c’est pourquoi le rétinoblastome
sporadique touche généralement un seul ceil (fig. 1).

La fonction de régulation négative de la prolifération exercée par le
gene Rb a été démontrée par des expériences de transfection. En effet,
la réintroduction du gene Rb normal dans des cellules de rétino-
blastome supprime le phénotype transformé et normalise la prolifération
cellulaire (23). Le rétinoblastome est donc un exemple de tumeur sur-
venant suite a I'inactivation d’'un gene dont la fonction est de contréler
négativement la prolifération cellulaire. Une accumulation de données
récentes semble indiquer que I'apparition de trés nombreux cancers
est liée, du moins en partie, a I'inactivation d’un autre géne suppresseur
de tumeur : le géne p53.

STRUCTURE DU GENE
ET DE LA PROTEINE P53

Le gene codant pour la protéine p53 est localisé sur le bras court
du chromosome 17 (26, 37). Il code pour un polypeptide de 393 acides
aminés qui posséde plusieurs domaines fonctionnels (fig. 2) : un
domaine activateur de la transcription (14) et des sites de phosphory-
lation au niveau de la région N-terminale (24), le domaine de liaison
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Fig. 1.
Mécanismes d’apparition
du rétinoblastome.

Fig. 2.

Domaines fonctionnels

et domaines cibles des mutations
au niveau de la protéine p53 (7).
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pour antigéne T du virus SV40 dans la région centrale (52), des sites
de liaison spécifique au DNA (16) et des signaux de localisation
nucléaire dans la région C-terminale (47) (fig. 2). La protéine p53 peut
s’auto-associer pour former des oligoméres (29). Cette protéine est
ubiquitaire et est détectée dans tous les tissus normaux étudiés a ce
jour, mais a des taux intracellulaires faibles. La protéine p53 est expri-
mée exclusivement chez les vertébrés (7). La comparaison de la
séquence de cette protéine parmi différentes espéces de vertébrés a
montré I'existence de cing domaines hautement conservés au cours
de I'évolution suggérant qu’elle est impliquée dans des fonctions impor-
tantes de la cellule. Quatre de ces domaines sont la cible de 73 % des
mutations du géne p53 observées au niveau des cellules cancéreuses
(48). La majorité de ces altérations sont localisées entre les acides
aminés 130 et 290 (34). En général, I'inactivation du géne p53 est due
a une ou des mutation(s) ponctuelle(s) affectant I'une des deux copies
du gene p53 alors que la seconde est perdue ou inactivée par délétion.
D’autres altérations du géne comprennent des réarrangements
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DE LIEGE protéine tronquée ou mutée non fonctionnelle (34).
XLIX, 5 - 94 La protéine p53 normale exerce son activité de régulation de la
prolifération au niveau du cycle cellulaire. Sa concentration intracellu-
laire varie en fonction du cycle cellulaire : elle est élevée en phase G1
et s’annule en phase M (46). En début de phase S, la protéine est
phosphorylée par au moins quatre kinases (24). Il est probable que
c’est par cette phosphorylation que sa fonction biologique est contrélée
comme cela a déja été démontré pour la protéine exprimée par le géne
Rb (21). Le cycle cellulaire posséde au moins deux points de contréle
clés : I'un a la transition G1-S, I'autre a la transition G2-M (18). Pendant
ces transitions, le cycle marque un temps d’arrét pour permettre la
réparation d'éventuelles anomalies de I'ADN avant qu’elles ne soient
répliquées lors de la phase S de synthese ou qu'il n'y ait ségrégation
de chromosomes altérés lors de la division cellulaire en phase M de
mitose. C’est en modulant la durée de la transition G1-S que la protéine
p53 jouerait sa fonction régulatrice (31).

Lirradiation de cellules normales par des rayons UV, une technique
classiqguement utilisée pour générer des altérations au niveau du
génome, induit I'accumulation de protéine p53 par un mécanisme de
stabilisation post-traductionnel (36). Cette accumulation provoque I'ar-
rét du cycle cellulaire en phase G1 pendant une durée suffisante pour
que I’ADN endommageé soit réparé. Si les lésions de I'ADN sont trop
importantes que pour étre réparées, alors la protéine p53 provoque le
suicide de la cellule par apoptose (55). Ainsi la fonction principale de
cette protéine pourrait étre décrite comme celle d’un gardien de I'inté-
grité du génome des cellules assurant le respect de la transmission de
I'information génétique de la cellule-mére aux cellules-filles (fig. 3) (32).
Elle agit également comme un facteur de transcription au niveau de
genes impliqués dans le contréle de la prolifération cellulaire (14, 45).

Les protéines p53 mutées ou tronquées possédent des propriétés
biologiques et biochimiques singulierement différentes de celles de la
protéine normale (17). Une premiére différence importante est la
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demi-vie allongée de la protéine p53 mutée due a une résistance plus
importante des protéines mutées a la dégradation. Cet allongement de
la demi-vie s’accompagne d’une accumulation de protéine p53 cellu-
laire et est responsable de sa quantité élevée dans les cellules cancé-
reuses. La pb3 normale réintroduite au niveau de cellules cancéreuses
en supprime le phénotype transformé d’une maniére similaire a la réin-
troduction du géne Rb dans les cellules de rétinoblastome (1, 15). Les
protéines p53 mutées sont dépourvues de cette fonction "suppresseur
de la prolifération” et contrairement & la protéine Rb mutée, elles pos-
sédent en plus la propriété intrinséque de transformer des cellules
normales (27, 43). Cette observation introduit donc un concept
nouveau : non seulement la mutation de la protéine p53 entraine la
perte d’un facteur contrélant négativement la protifération mais de plus,
cette protéine mutée va fonctionner comme un facteur positif de la
prolifération cellulaire, c’est-a-dire comme un oncogeéne.

Les mutations d’un géne suppresseur de tumeur (comme par exem-
ple le géne Rb) provoquant une perte de fonction étaient considérées
comme récessives, c’est-a-dire que tant qu’un alléle était normal, le
géne gardait son rdle suppresseur de tumeur et la cellule restait norma-
le. Cependant, pour le géne p53, il existe en plus un mécanisme domi-
nant négatif lié aux propriétés oncogéniques de la forme mutée de la
protéine p53. Ce mécanisme confere a Ialléle mutant une fonction
dominante vis-a-vis de I'alléle resté normal (19). Pour expliquer cet effet
dominant négatif, on propose que la protéine p53 mutée se lie a la
protéine normale codée par I'alléle resté intact pour former un complexe
dépourvu d’activité biologique (39). La protéine p53 mutée pourrait
amener la protéine p53 normale a prendre une conformation mutée (38).

Le mécanisme de I'inactivation de la protéine p53 n’est cependant
pas le méme dans tous les types de cancers. Alors que dans 70 %
des cancers du c6lon et du sein, les cellules ont perdu I'un des alléles
p53, la fréquence de mutation de I'alléle restant est de 91 % pour les
cancers du cdlon contre seulement 40 % pour les cancers du sein. On
pense que dans certains de ces derniers, la protéine p53 serait inactivée
par un mécanisme autre que la mutation. La protéine p53 normale
serait séquestrée dans le cytoplasme loin de son site d’action qui est
le noyau de la cellule. Ce phénoméne d’exclusion nucléaire a pu étre
mis en évidence au niveau de cellules de cancer du sein mais également
dans le tissu mammaire normal en période de lactation. Cette derniére
observation permet de suggérer que le mécanisme de séquestration
cytoplasmique de la p53 est utilisé dans des situations physiologiques
spécifiques pour permettre une prolifération cellulaire transitoire (40).

PROTEINE P53 ET CANCERS

L’altération génétique la plus commune trouvée dans tous les can-
cers qui se développent chez 'homme concerne le géne p53 (22, 34).
Ces altérations génétiques conduisent soit a la suppression de la pro-
duction de la protéine p53 soit & I'expression de protéines p53 mutées
qui n’exercent plus cette fonction précieuse qu’'est la préservation de
I'intégrité du génome. Les cellules souffrant d’une telle altération pré-
sentent donc une instabilité génomique (aneuploidie, mutations succes-
sives) qui conduira, dans des délais variables, a I'apparition du phéno-
type transformé. Des souris transgéniques, manipulées génétiquement
pour qu’aucune de leurs cellules n’expriment la protéine p53, se déve-
loppent tout & fait normalement mais I'incidence d'apparition de can-
cers spontanés auamente trés sianificativement chez ces sotris (11)
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Ces observations confirment le réle capital joué par le géne p53 dans
la protection contre le développement de cancers.

En pathologie oncologique humaine, des mutations ponctuelles,
des pertes d'alléles, des réarrangements et des délétions du géne p53
ont été detectés dans toute une variété de cancers comme par exemple
dans les carcinomes du sein (4), du poumon (25, 51), du colon (2), de
la vessie (42), au niveau de plusieurs sarcomes (41) et de certaines
leucémies (8). Le cancer le mieux etudié en ce qui concerne les altéra-
tions de I'expression du géne p53 est certainement le cancer colorectal
(13). En effet, il a été demontré que 75 a 80 % des lésions carcinoma-
teuses recto-coliques présentent une perte des deux copies normales
du géne p53 : I'une par délétion, I'autre par mutation ponctuelle condui-
sant a I'expression d’une protéine p53 altérée (2). L'analyse des muta-
tions du géne p53 au niveau d’un grand nombre de lésions cancéreuses
humaines a permis le recensement de spectres mutationnels caracté-
ristiques d’une tumeur particuliére. L’analyse de ces mutations pourrait
apporter des informations importantes sur I'étiologie de ces diverses
tumeurs malignes ainsi que sur la fonction de régions spécifiques de
la protéine p53. Ces différences pourraient étre en fait le reflet de la
contribution étiologique de facteurs exogenes et endogénes participant
a la carcinogenése chez I’'homme (22).

A l'instar des mutations observées dans le géne Rb au niveau de
cellules germinales des patients atteints de rétinoblastome congénital,
des mutations héreditaires du gene p53 ont été identifiées dans une
maladie familiale prédisposant au cancer : le syndrome de Li-Fraumeni.
Cette maladie est caractérisée par |'apparition de sarcomes, de cancers
du sein et du systéme nerveux, et plus rarement de carcinomes recto-
coliques (35). Les mutations du gene p53, transmises de fagon hérédi-
taire, sont retrouvées a I'état hetérozygote dans toutes les cellules de
I'organisme des membres de familles atteints du syndrome de Li-Frau-
meni. La présence d'un allele muté promeut la prolifération cellulaire
ce qui entraine une augmentation du nombre de cellules portant la
mutation au niveau du gene p53. Deés lors, la probabilité d’avoir une
mutation sur I'alléle resté intact devient significativement plus élevée.
C’est cette mutation au niveau de la seconde copie du géne p53 qui
entrainera I'instabilité génomique responsable de la prédisposition de
ces patients a développer des cancers avec une incidence élevée. Le
syndrome de Li-Fraumeni constitue un nouvel exemple ou I'altération
d'un géne suppresseur de tumeur est responsable de I'apparition de
cancers.

DEVELOPPEMENT DE NOUVELLES APPROCHES
DIAGNOSTIQUES, PRONOSTIQUES ET
THERAPEUTIQUES LIEES A LA PROTEINE P53

La démonstration du role determinant de la protéine p53 dans la
genese des cancers ouvre des perspectives nouvelles au niveau du
diagnostic, de I'évaluation pronostique des lésions cancéreuses humai-
nes et du développement de nouvelles stratégies thérapeutiques anti-
cancéreuses.

Les altérations de la protéine p53 peuvent étre mises en évidence
au niveau des lésions cancéreuses humaines par plusieurs techniques.
La méthode la plus utilisee est certainement la détection de la protéine
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p53 par la technique d’immunohistochimie, permettant de visualiser
I'augmentation du taux d’expression de la protéine mutée en utilisant
des anticorps monoclonaux spécifiques. Par exemple, une étude por-
tant sur une serie de 255 tumeurs malignes et bénignes d'origines
diverses a montré I'accumulation de la protéine p53 dans 39 % des
lésions canceéreuses avec une variation importante en fonction du type
de tumeur considéré (34 % des cancers du sein étaient positifs contre
92 % pour les cancers de I'ovaire). Aucun marguage n'a été observé
au niveau des tumeurs bénignes, des tissus normaux adjacents aux
tumeurs, ni au niveau de tissus d’origine foetale (44). La surexpression
de la protéine p53 détectée au niveau des tissus cancéreux est en
rapport avec I'augmentation de sa demi-vie et est en corrélation directe
avec la présence d'un géne p53 muté (3). Outre I'intérét diagnostigue
de la détection de la protéine p53 au niveau des cellules cancéreuses,
des informations pronostiques quant a I'agressivité d’une tumeur don-
née peuvent étre obtenues par le niveau d’expression de la protéine
p53. Par exemple, son accumulation au niveau du cancer du sein s’est
avéree étre un marqueur indépendant des autres facteurs de pronostic.
Une étude récente a en effet montré que les patients dont les cellules
cancéreuses surexprimaient la protéine p53 avaient une survie plus
courte que les patients dont les cellules cancéreuses n’exprimaient pas
la p53 de maniéere détectable (54).

Lorsgu’une augmentation de I'expression de la protéine p53 est
présente au niveau de cellules cancéreuses, il est possible de détermi-
ner avec precision quelles sont les mutations qui ont altéré le géne
p53 et conduit a la production de protéine p53 mutée. La méthode
consiste a amplifier le géne p53 par une réaction d’amplification en
chaine (PCR). Apres détermination de la séquence en acides nucléoti-
digues de I'ADN amplifié, on peut caractériser avec précision la nature
de la mutation responsable de I'altération du gene p53. C’est notam-
ment grace a cette technique que I'existence d’un spectre mutationnel
specifigue a chaque tumeur a pu étre démontreé.

La protéine p53 mutée contient de nouveaux épitopes antigéniques.
Il n’est donc pas étonnant de voir apparaitre chez les patients dont les
tumeurs expriment des quantités importantes de p53 mutée, des anti-
corps dirigés contre ces épitopes (6, 9). Ceux-ci peuvent étre mis en
évidence grace a des techniques immunologigues de détection comme
par exemple le test ELISA qui pourrait étre réalisé sur des prélevements
de sang pour le diagnostic de lésions cancéreuses.

La recherche de mutations du géne p53 au niveau des cellules de
patients issus de familles a risque de développer des cancers présente
un intérét médical évident. L'identification de tels individus pourrait
notamment influencer la frequence des visites de controle qui permet-
traient la détection précoce de lésions tumorales malignes.

La transfection du géne p53 normal au niveau de cellules cancéreu-
ses presentant des mutations du gene p53 a comme conséquence la
restauration du phénotype normal de ces cellules. Cette observation
ouvre des perspectives trés prometteuses. Des modéles thérapeutiques
utilisant les techniques du génie génétique se proposent de réintroduire
le gene p53 dans les cellules cancéreuses d’individus porteurs de
lésions malignes dans I'espoir de rétablir 'homéostasie perturbée de
la prolifération cellulaire (53).

Un des buts principaux de la recherche cancerologique actuelle est
la comprehension de I'étiologie des cancers, avec comme but a long
terme de réduire leur incidence et, a défaut, de traiter efficacement les
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patients atteints de cette maladie. Il apparait clairement que le cancer
est le résultat d’'une accumulation d’altérations du génome et nous
savons maintenant gue beaucoup de tumeurs, voire la majorite, présen-
tent des lésions génétiques au niveau du géne codant pour la protéine
p53. Cette protéine joue un rdle clé dans la genese des cancers
humains car elle a pour fonction normale de préserver l'intégrité de
l'information contenue dans le génome pour qu’elle soit transmise sans
erreur d'une génération de cellules & I'autre.

C’est dans la compréhension des mécanismes moléculaires abou-
tissant a l'inactivation de la fonction de la protéine p53 que résident
probablement certaines bases des thérapeutiques anticancéreuses de
demain.
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