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Résumé

Le géne suppresseur de tumeur p53 code pour une protéine dont la fonction principale
est de protéger I'organisme contre la prolifération de cellules potentiellement tumorigenes. Dans
des conditions normales (cellules non stressées), la protéine p53 est inactive ; elle est maintenue a
un faible niveau par son association avec I'oncoprotéine Mdmz2, qui provoque son transport du
noyau vers le cytoplasme et sa dégradation par la voie ubiquitine/protéasome. En réponse a un
stress, p53 subit une série de modifications post-traductionnelles dont la nature dépend du stress.
Ces modifications conduisent a son accumulation dans le noyau et son activation comme facteur
de transcription. Dans le cas des radiations ionisantes, I'activation de p53 implique les kinases
ATM, ATR, Chk2 et Chk1. Ces kinases phosphorylent I'extrémité N-terminale sur les sérines 15
(ATM et/ou ATR) et 20 (Chk2 et/ou Chk1). Ces phosphorylations permettent la dissociation du
complexe p53/Mdm2 et donc la stabilisation de p53 et le recrutement des histones acétyl-transfé-
rase CBP/p300 et P/CAF. La fixation de CBP/p300 et P/CAF a I'extrémité N-terminale permet
I'acétylation de I'extrémité C-terminale. De plus, ATM induit la déphosphorylation de I'extrémité
C-terminale sur la Ser376, créant ainsi un site de fixation pour les protéines 14-3-3. L'ensemble
de ces modifications, phosphorylation, acétylation et association avec des co-facteurs, stimule
I'activité transcriptionnelle de p53 avec, pour conséquence, I'induction de I'expression de toute
une série de génes impliqués, en particulier, dans I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose. C’est
par ces effets biologiques que p53 proteége I'organisme de I'action délétére des radiations ionisantes.
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( B
\ INTRODUCTION J
=Un organisme est continuellement
soumis a des stress, endogenes
(hypoxie, privation de nucléotides,
signal mitogene inapproprié...) ou
exogenes (exposition aux radiations
ionisantes ou UV, ou a des agents an-
ticancéreux...). Lorsque ces stress
provoquent des lésions de ’ADN, ils
peuvent étre a 'origine de mutations
conduisant a plus ou moins long
terme au développement d’'une tu-
meur. Afin de pallier de tels risques,
la nature a mis en place des mécanis-
mes extrémement efficaces permet-
tant de corriger les lésions de 'ADN
ou d’éliminer les cellules trop en-
dommagées. La protéine p53 joue un
role central dans ces processus. Suite
aux signaux engendrés par un stress,
la protéine p53 est activée, elle peut
alors agir en tant que facteur de trans-
cription en stimulant I’expression
d’'un grand nombre de genes impli-
qués, entre autres, dans 'apoptose,
Iarrét du cycle cellulaire ou la répa-
ration de ’ADN. La protéine p53 pro-
tege ainsi I’organisme contre la pro-

pagation de cellules potentiellement
tumorales. Ceci explique pourquoi
cette protéine (ou une des voies con-
duisant a son activation) est retrou-
vée inactivée dans la presque totalité
des tumeurs humaines, faisant de p53
le prototype des geénes suppresseur
de tumeur.

Les mécanismes d’activation de p53
dépendent de la nature du stress, les
plus étudiés étant ceux induits soit
par une irradiation ionisante ou UV,
soit par I'expression inappropriée
d’un oncogene. Dans cette revue
nous nous concentrerons sur les ef-
fets des radiations ionisantes. La fi-
gure 1 schématise les différentes éta-
pes conduisant de 'irradiation 2 la ré-
ponse cellulaire dépendante de p53.
Nous reviendrons sur ces différentes
étapes dans les chapitres suivants.
Cependant, étant donné le nombre
considérable de travaux publiés dans
ce domaine, nous renverrons le plus
souvent aux nombreuses revues déja
publiées sur le sujet, en insistant plus
particulierement sur ce que les sou-
ris génétiquement modifiées ont ap-
porté a la compréhension des pro-
priétés fonctionnelles de p53.
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Figure 1.

Les différentes étapes de la réponse cellulaire aux radiations ionisantes,
en amont et en aval de U'activation de la protéine p53.
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=La protéine p53 humaine est une
phosphoprotéine de 393 acides ami-
nés. Son organisation en domaines
fonctionnels est caractéristique de
celle d’un facteur de transcription
(figure 2 et références dans /1)). La
région N-terminale comprend un
domaine acide (résidus 1-42) respon-
sable de I'interaction de p53 avec les
composants de 'appareil transcrip-
tionnel, ainsi qu'une région riche en
résidus proline (résidus 63-97). La
région centrale correspond au do-
maine de fixation spécifique a TADN
(résidus 100-300). C’est une région tres
structurée qui se fixe spécifiquement
a une séquence comportant deux
motifs de 10 paires de bases. Une telle
séquence, appelée dans la suite du
texte ER pour "élément de réponse a
p53", est retrouvée dans tous les ge-
nes cibles de p53, c’est a dire dans
tous les genes dont I'expression est
directement stimulée par p53. La ré-
gion C-terminale comprend le do-
maine de tétramérisation (résidus 335-
356) qui facilite la fixation spécifique
de p53 a son ER et un domaine basi-
que (résidus 363-393) qui participe a
la régulation négative de I'activité de
p53 lorsque cette protéine doit étre
maintenue sous une forme inactive.
La comparaison des séquences pro-
téiques de différentes especes révele
I’existence de cinq régions haute-
ment conservées au cours de I’évo-
lution /2]. Quatre de ces cinq régions
(I aV) se trouvent dans la partie cen-
trale de la protéine. Les mutations du
gene p53 retrouvées dans les tumeurs
humaines sont, en majorité, localisées
dans ces régions conservées. Ces
mutations inhibent la fixation spéci-
fique de p53 a son ER et donc son
activité transactivatrice. La région con-
servée I est localisée dans la région
amino-terminale entre les résidus 13
a 26, elle correspond au site de fixa-
tion de la protéine Mdm?2 /3/. L'inte-
raction entre p53 et Mdm2 condi-
tionne le taux intracellulaire de p53
comme cela sera décrit dans le cha-
pitre 6.

PRESENTATION DE LA
PROTEINE p53
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Figure 2.

Organisation de la protéine p53 en domaines fonctionnels et principales modifications post-traductionnelles induites par les
radiations ionisantes. Sur cette figure nous n’avons mentionné que les modifications post-traductionnelles impliqués direc-
tement dans la réponse aux radiations ionisantes. De fait, les extrémités N- et C-terminales ont été monitrées modifiées sur de
nombreux résidus, autres que ceux indiqués sur la Figure (références dans [30]). Ces autres modifications impliquent la
pbospborylation des Ser6, 9 et 33, 46 et des Thr18 et 81 de 'extrémité N-terminale et 315, 371, 376, 378 et 392 de l'extrémité
C-terminale. L'extrémité C-terminale peut étre modifiée non seulement par phosphorylation, acétylation et ubiquitination
mais également par sumoylation sur la Lys386. Enfin les extrémités N- et C-terminales s’associent a un grand nombre de
protéines cellulaires et virales (référence dans [1]).

‘ , CEQUELES SOURIS , ‘

GENETIQUEMENT MODIFIEES

NOUS APPRENNENT SUR LA
‘ FONCTION DE LA PROTEINE p53 ’

=La possibilité de construire des li-
gnées de souris ayant un gene inac-
tivé sur un ou deux de ses alleles
(souris "knockout" pour le gene con-
sidéré) a ouvert des champs d’inves-
tigation illimités permettant, entre
autres, de mieux comprendre la place
du gene inactivé dans le développe-
ment et la viabilité d’un organisme.

Les premieres souris ayant le gene p53
inactivé sur un (p53+/-) ou deux (p53-
/-) alleles ont été obtenues en 1992
(références dans /4]). Le fait que ces
souris soient viables avec seulement
un pourcentage relativement faible
d’embryons femelles présentant des
anomalies de soudure du tube neu-

ral, montre clairement que p53 n’est
pas absolument indispensable au
développement normal d’un em-
bryon, (références dans [4]). Cepen-
dant, d’apres Norimura et al /57, p53
préviendrait la naissance de souris
ayant des malformations. Les résultats
de ces auteurs, obtenus en irradiant
des souris porteuses a la fois d’em-
bryons p53+/+ et p53-/-, sont présen-
tés tableau II. Le taux de mort néo-
natale des embryons p53-/- est nota-
blement plus faible que celui des
embryons p53+/+.En contrepartie, le
nombre de foetus p53-/- présentant
des malformations est nettement su-
périeur suggérant fortement qu’'un
des roles de p53 soit de prévenir I'ef-
fet tératogene des stress géno-toxi-
ques.

Cependant, la caractéristique phéno-
typique la plus nette des souris p53-/
- est leur tres grande susceptibilité a
développer des cancers aussi bien
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spontanés que radio-induits (référen-
ces dans /4/). Linactivation du gene
p53 augmente également le taux
d’aberrations chromosomiques radio-
induites /6/. Ainsi, p53 intervient clai-
rement dans la protection d’un orga-
nisme contre les effets déléteres des
radiations ionisantes.

La propriété de p53 d’induire I’apop-
tose rend compte, au moins en par-
tie, du phénotype des souris p53-/-.
Une des premieres observations faite
des 'obtention de ces souris est la
stricte dépendance entre la présence
d’un gene p53 fonctionnel et I'induc-
tion de I'apoptose des thymocytes
irradiés, lirradiation gamma n’indui-
sant pas l'apoptose des thymocytes
prélevés sur des souris p53-/- (réfé-
rence dans /4]). Des résultats analo-
gues ont été obtenus in vivo, l'irra-
diation gamma des souris p53+/+ in-
duit 'apoptose des cellules souches
des cryptes intestinales /7/ ainsi que
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celle des cellules lymphoides du thy-
mus et de la rate /8/. Cet effet n’est
pas observé chez les souris p53-/- ir-
radiées. Le fait que la majorité des
tumeurs spontanées se développant
chez les souris p53-/- soient des
thymomes (références dans [4]) est
certainement en relation avec la ré-
sistance des thymocytes p53-/- 4
l'apoptose induite par un dommage
a PADN. De méme, l'irradiation des
souris gestantes est sans effet sur le
nombre de cellules apoptotiques
identifiées chez I’embryon p53-/-,
alors que le nombre de cellules
apoptotiques d’'un embryon p53+/+
augmente apres irradiation. D’apres
Norimura et al /5/, ceci est a 'origine
du faible taux de mort intra-utero et
du pourcentage élevé de foetus p53-/
- présentant des malformations (ta-
bleau I). Ces quelques exemples
montrent clairement le role détermi-
nant de p53 dans la surveillance de
I'intégrité du génome au niveau de

l'individu.

f ROLE DE LACTIVITE \
TRANSACTIVATRICE DE p53

\DANSLA REPONSE CELLULAIRE

AUX RADIATIONS IONISANTES

= Alors que plusieurs mécanismes
sont invoqués pour rendre compte
de l'activité fonctionnelle de p53, le
role pivot de p53 en tant que facteur
de transcription est maintenant tres
largement reconnu. Bien que la plu-
part des travaux fassent appel a des
cellules en culture, établies le plus
souvent a partir de tumeurs, les quel-
ques études faites in vivo sur des
souris génétiquement modifiées ren-
forcent le role déterminant de cette
activité dans 'arrét du cycle cellulaire
[9] et I'induction de 'apoptose, en ré-
ponse a un stress. En ce qui concerne
I’'apoptose, il s’agit de résultats ré-
cents obtenus par I'étude de lignées
de souris dans lesquelles le gene p53
sauvage est remplacé par un gene
muté aux codons 25 et 26 (codons
22 et 23 du gene humain) /710,11]. Ces
mutations sont localisées dans le
domaine de transactivation, elles inac-
tivent completement la propriété de
p53 de stimuler I'expression de ses
genes cibles. Les souris n’exprimant
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que la protéine mutée présentent le
méme phénotype que les souris p53-
/-, en particulier les thymocytes de ces
souris sont résistants a I’'apoptose
induite par les radiations ionisantes,
montrant clairement le role primor-
dial de la fonction transactivatrice de
p53 dans l'induction de I'apoptose
radio-induite. Ceci n’exclut pas que
d’autres mécanismes, comme la ré-
gulation négative de la transcription
de certains genes, puissent intervenir
dans les activités fonctionnelles de
p53 comme cela a été montré pour
Iinduction de I'apoptose (références
dans [12)).

{ LES GENES CIBLES DE P53 \
IMPLIQUES DANS LARRET DU

CYCLE CELLULAIRE, LA REPARA-
TION DE LADN ET LINDUCTION
DE LAPOPTOSE

= p53 active la transcription d’un
grand nombre de genes en se fixant,
sous une forme tétramérique, a un ER
présent soit dans le promoteur soit
dans une séquence intronique de ces
genes. Le nombre de genes potentiel-
lement transactivés par p53 est éva-
Iué a plusieurs centaines /13/. Ces
genes peuvent étre regroupés sur la
base de leur activité. Le tableau II
donne une liste de genes intervenant
dans la réparation de ’ADN, l'arrét de
la division cellulaire en phase G1 ou
G2/M et I'induction de I'apoptose.
Cette liste, loin d’étre exhaustive, ne
regroupe que des genes dont la ré-
gulation positive par p53 est bien éta-
blie. Lobtention de souris ayant les
deux alleles du gene Wafl inactivés
[9] a permis de montrer que l'arrét
en G1 en réponse aux radiations
ionisantes dépend bien de I'’expres-
sion de ce gene. Les mécanismes
conduisant a l’induction de
I'apoptose par p53 sont plus comple-
xes. Parmi les nombreux genes
proapoptotiques dont I’expression
est stimulée par cette protéine, aucun
ne rend compte a lui seul de la pro-
priété de p53 d’induire 'apoptose. La
liste donnée dans le tableau II, bien
qu’incomplete, montre clairement
que p53 est impliquée dans les deux
principales voies d’induction de

I’'apoptose : la voie des récepteurs
membranaires a "domaine de mort"
et la voie mitochondriale. Ces deux
voies conduisent a I'activation des
caspases comme cela est représenté
schématiquement figure 3.

La plupart des genes transactivés par
P53 ont été caractérisés, in vitro, par
I’analyse de cellules en culture. La
comparaison des souris p53+/+ et
p53-/-, avant et apres irradiation, per-
met de montrer que ces genes sont
également induits in vivo en réponse
a un stress génotoxique. Des résul-
tats représentatifs d’une telle étude
sont donnés Figure 4. La rate et le thy-
mus des souris p53+/+ sont prélevés
avant lirradiation et 3 heures apres
I’exposition 2 une dose unique de
1 Gy. Les taux d’ARN messagers des
différents genes sont évalués par RT
PCR quantitative. Les résultats présen-
tés figure 4 montrent que I’expres-
sion de la plupart des genes analysés
est bien stimulée apres irradiation.
Cette stimulation dépend entiere-
ment de p53 puisqu’aucune stimula-
tion n’est détectable lorsque les or-
ganes sont prélevés sur des souris
p53-/- traitées en parallele (résultats
non présentés). Néanmoins le niveau
de stimulation dépend fortement du
gene analysé et 2 un degré moindre
de 'organe considéré, montrant une
sélectivité d’expression des genes
cibles de p53.

ﬁANS LES CELLULES NORMALES,
Mdm2 PARTICIPE AU MAINTIEN
DE LA PROTEINE p53 SOUS UNE

k FORME LATENTE, INACTIVE

=La propriété de la protéine p53 de
réagir immédiatement a un stress par
I’'arrét du cycle cellulaire ou la mort
des cellules par apoptose impose un
controle tres strict de son activité dans
des conditions normales de crois-
sance et de développement. La cel-
lule dispose pour cela de différents
mécanismes comme le maintien de
p53 dans le noyau sous une forme
inactive ou son transfert du noyau
vers le cytoplasme et sa dégradation
par le systeme protéasome. Ceci se
fait par I'intermédiaire de I'interaction
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Tableau I.
Effet du statut du géne p53 des embryons sur le pourcentage de foetus présentant des malformations et sur le
taux de mort intra-utéro apres irradiation des souris gestantes a une dose de 2 Gy.

Irradiation Génotype des Embryons non Foetus ayant des Feetus normaux (%)
embryons viables (%) malformations (%)
0 p53+/+ 24 62 14
0 p53-/- 15 56 29
2 Gy p53+/+ 60 20 20
2 Gy p53-/- 7 70 22
Tableau II.

Quelques uns des geénes cibles de p53 impliqués dans la réparation de I’ADN, la progression du cycle cellulaire, I'apoptose et la
dégradation de la protéine p53.

GENES / CARACTERISTIQUES ACTIVITES Réf.

REPARATION DEL ’ADN

- p53R2 : Ribonucléase réductase Synthése de précurseurs nucléotidiques [25]

- Ddb2 (p48) : Sous-unité du complexe Ddb (damaged- Réparation par excision de bases [26]
DNA binding protein)

ARRET DU CYCLE

- p21/WAFI : Inhibiteur de kinases dépendantes de Inhibition de Cdk2 (G1) /1, 13]
cyclines

- 14-3-37: Protéine adaptatrice qui favorise les interactions Séquestration cytoplasmique du complexe (13, 27]
protéine/protéine Cdc2/CyclineB1 (G2/M)

- reprimo : Protéine cytoplasmique glycosylée Inactivation de Cdc2 (G2/M) [27]

- GADD45 :Induit par un stress génotoxique Dissociation du complexe Cdc2/CyclineB1 [13, 27]

(G2/M)?
APOPTOSE

1 - Voie des récepteurs a «domaine de mort»

- Fas/Apol : Membre de la famille des récepteurs au TNF Activation de la caspase 8 113, 28]
- Killer/DR5 : Membre de la famille des récepteurs au TNF  Activation de la caspase 8 113, 28]
- PIDD : Protéine a « domaine de mort » Adaptateur ? 28]
2 - Voie mitochondriale
- bax : Membre de la famille Bcl-2 Relargage du cytochrome ¢ [13]
- PUMA : Membre de la famille Bcl-2 Relargage du cytochrome ¢ [1, 28]
- NOXA : Membre de la famille Bcl-2 Relargage du cytochrome ¢ 28]
- p53/AIP1 ? Dissipation du potentiel de membrane [28]
P33/ mitochondriale (??)
- Apaf-1 : Constituant de I'apoptosome Activation de Ia caspase 9 129]
3 - Autres voies
- PERP : Membre de la famille PMP-22/gas3 Inconnue 28]
AUTOREGULATION
- mdm?2 : Ubiquitine-ligase E3 Régulation de la stabilité de p53 [1, 13]
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Figure 3.
Les deux principales voies d’induction de l'apoptose peuvent étre activées par p53.
L'altération du potentiel de membrane mitochondriale et/ou le relargage du cytochrome c peut résulter de la stimulation de
Uexpression de génes appartenant a la famille Bcl2 tels que Bax, PUMA ou NOXA. Ces génes sont des cibles directes de p53.
D’autre part, p53 stimule l'expression de récepteurs membranaires, tels que Fas ou KILLER/DRS5, dont la signalisation induit
la mort. Ces récepteurs comprennent un "domaine de mort" comme la protéine PIDD. L'expression du géne PIDD est égale-
ment directement stimulée par p53.
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Figure 4.
Stimulation, in vivo, de l'expression des génes cibles de p53 en réponse a une irradiation gamma des souris. Les génes
analysés sont le géene Waf1 impliqué dans U'arrét du cycle en G1 et les génes proapoptotiques, fas, bax, NOXA, PIDD, PERP. Les
souris sont irradiées a une dose unique de 1 Gy avec un débit de dose de 0.18 Gy/min dans un irradiateur Cis bio
International-IBL637. Les souris sont sacrifiées 3 b aprés Uirradiation. Les taux des ARNm sont quantifiés par RI-PCR
quantitative a partir des ARN totaux extraits de la rate et du thymus. Les résultats sont rapportés aux taux d’ARNm quanti-
fiés a partir des organes prélevés sur des souris non irradiées.
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entre p53 et Mdm2 (références dans
[12]). Mdm?2 est un proto-oncogene a
activité ubiquitine-ligase E3 qui induit
I'ubiquitination du domaine C-termi-
nal en se fixant au domaine N-termi-
nal de p53 (figure 2). L'ubiquitina-
tion de p53 induit a la fois sa translo-
cation du noyau vers le cytoplasme
et sa dégradation par le protéasome.

Le site de fixation de Mdm?2 (résidu
13 a 26) recoupe les sites de fixation
de facteurs de transcription ubiquitai-
res ainsi que ceux des histone acétyl-
transférases, CBP/p300 et P/CAE Ces
cofacteurs, en s’associant au domaine
de transactivation, induisent ’acétyla-
tion de I'extrémité C-terminale (fZ-
gure 2) et stimulent 'activité transac-
tivatrice de p53. Ainsi, en masquant
les sites de fixation de ces cofacteurs,
Mdm?2 intervient négativement dans
la transcription des genes cibles de
p53 (références dans [14, 15]).

Il est intéressant de noter que le gene
Mdm?2 est une cible directe de p53
(tableau II). De ce fait, p53 stimule
I'expression de son propre régula-
teur négatif ce qui génere une bou-
cle d’autorégulation négative. Létude
des souris invalidées pour le geéne
Mdm?2 illustre le réle primordial de
cette boucle d’autorégulation dans le
développement embryonnaire. Alors
que les souris n’ayant qu’un allele du
gene Mdm?2 inactivé sont viables,
Iinactivation des deux alleles est 1é-
tale a un stade embryonnaire précoce.
Par contre, les double "knock-out"
pour les genes Mdm2 et p53 sont via-
bles, montrant que la 1étalité em-
bryonnaire apportée par I'inactivation
du gene Mdm2 est abolie par I'inacti-
vation du gene p53. Ces souris illus-
trent de maniere tres élégante I’exis-
tence d’interactions fonctionnelles
entre p53 et Mdm?2 au cours du déve-
loppement foetal (références dans

[16]).

ﬁ M/ATRET Chk1/2, LES ACTEURS [h
LLACTIVATION DE p53 EN
REPONSE A UNE IRRADIATION
\ [IONISANTE

=1La réponse cellulaire a un stress de-
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vant étre tres rapide, la stabilisation
et Pactivation de la protéine p53 se
font essentiellement par I'intermé-
diaire de modifications post-
traductionnelles. L’exposition des
cellules aux radiations ionisantes
conduit rapidement a la phosphory-
lation des sérines 15, 20 et 37, dans la
région N-terminale de la protéine p53.
Les sérines 15 et 37 sont phosphory-
lées par les kinases ATM et/ou ATR
(deux protéines kinases apparentées
a la famille des phosphoinositide 3
kinases [PI3K]) et la sérine 20 par
Chk2 (Check point kinase 2), elle-
méme substrat d’ATM (références
dans [14)).

Une des premiéres étapes de la
transduction du signal en amont de
p53 requiert ATM (et ATR)

= ATM est le produit du gene retrouvé
muté chez les patients atteints de la
maladie neurodégénérative progres-
sive, I’ataxie-telangiectasie (AT). Ces
patients présentent une prédisposi-
tion a développer des cancers et une
extréme radiosensibilité. La phospho-
rylation sur la sérine 15 par ATM a
été montrée in vitro et in vivo, elle
participe a la stabilisation de la pro-
téine p53. Mdm?2 est également un
substrat d’ATM, ce qui constitue une
voie supplémentaire par laquelle ATM
peut interférer avec l'interaction p53/
Mdm2 et donc réguler la stabilité de
p53 (références dans [12]). D’autre
part, ATM est impliquée dans la
déphosphorylation de la sérine 376,
certainement par un mécanisme in-
direct /17].La déphosphorylation de
cette sérine crée un site de fixation
pour une (ou des) protéines de la fa-
mille14-3-3. Les protéines 14-3-3 cons-
tituent une famille de protéines con-
servées chez tous les eucaryotes. El-
les interviennent dans un grand nom-
bre de processus cellulaires, en par-
ticulier dans la régulation de la pro-
gression du cycle cellulaire et I'apop-
tose [18].Lassociation de p53 a 14-3-
3 augmente l'affinité de p53 pour ses
ER et donc stimule son activité en tant
que facteur de transcription. Il est in-
téressant de noter qu'un membre de
cette famille, la protéine 14-3-3s, est
une cible directe de p53 (fableau II),
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suggérant I’existence d’une autre
boucle d’autorégulation.

Létude des souris ATM-/- permet de
mieux comprendre les relations en-
tre ATM et p53 dans la réponse aux
radiations ionisantes. Contrairement
aux souris normales, l'irradiation des
souris ATM-/- n’induit pas 'accumu-
lation de la protéine p53 dans les
thymocytes, ce qui se traduit par une
stimulation nettement diminuée de
Iexpression du gene Wafl et a un
défaut d’arrét en G1 du cycle cellu-
laire. Par contre, la stimulation de 'ex-
pression du gene bax n’est pas affec-
tée et les thymocytes des souris ATM-
/- irradiées subissent I'apoptose [19].
Ceci suggere I’existence de voies al-
ternatives d’activation de p53 en ré-
ponse aux radiations ionisantes. De
fait la phosphorylation de la sérine
15 n’est que retardée dans les cellu-
les ATM-/-. Cette sérine est également
le substrat ATR (pour ATM-rad3-
Related). Cette kinase agit principale-
ment en réponse aux radiations UV
mais également en réponse aux ra-
diations ionisantes (références dans
[20]). ATR pourrait donc rendre
compte de la phosphorylation tardive
de p53 dans les cellules ATM-/-. Les
études sur ATR sont moins avancées
que celles sur ATM, une des raisons
en est 'absence de maladies humai-
nes présentant des mutations de ce
gene.

Le réle déterminant de Chk2 (et de
Chk1 ?) dans I'activation de p53, en
aval d’ATM (et ATR ?)

= Chk1 et Chk2 sont deux sérine/
thréonine kinases qui, bien que
structurellement différentes, ont en
commun un certain nombre de subs-
trats. Les homologues levures de
Chk2, Rad53 et cdsl, ainsi que Chk1
interviennent dans la réparation de
I'ADN et dans l'arrét du cycle cellu-
laire en réponse aux dommages de
I’ADN (références dans /20)). L'acti-
vation de Chk2 par les radiations
ionisantes implique sa phosphory-
lation par ATM. Chk2 activée phos-
phoryle p53 sur la sérine 20, comme
cela a été montré in vitro et in vivo.
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L'activation de la protéine p53

Cette sérine est localisée dans le site
de fixation de Mdm2, sa phosphoryla-
tion diminue I'affinité de p53 pour
Mdm?2 et par voie de conséquence
augmente la stabilité de p53. Ainsi,
dans les cellules U20S amenées 2
surexprimer Chk2, le taux de p53 est
fortement augmenté, en réponse a
une irradiation ionisante, et ceci de
maniere ATM dépendante /21]. 'étu-
de des souris inactivées pour le gene
Chk2 montre clairement que cette
kinase agit en amont de p53 dans la
réponse des cellules aux radiations
ionisantes. Bien que ces souris expri-
ment une p53 normale, les thymo-
cytes Chk2-/- irradiés sont résistants
a l'apoptose et 'expression des ge-
nes cibles de p53, bax et Wafl, n’est
pas stimulée /22]. Enfin la preuve gé-
nétique d’une corrélation entre p53
et Chk2 est apportée par I'analyse des
mutations germinales retrouvées
dans les familles atteintes du syn-
drome de Li-Fraumeni. Ce syndrome
est lié dans 50 % des cas a une muta-
tion transmissible du gene p53. Des
mutations du gene Chk2 ont récem-
ment été retrouvées chez des familles
ayant un gene p53 sauvage [23].

La kinase Chk1 est phosphorylée par
ATR en réponse a une irradiation UV

et dans une moindre mesure en ré-
ponse aux radiations gamma (référen-
ces dans /20]).Chk1 peut phosphory-
ler p53 sur plusieurs résidus sérines
dont ceux en position 15 et 20 [24/,
mais la place de Chkl dans I'activa-
tion de p53 n’est pas connue. Cela
s’explique en particulier par le fait
que, comme ATR, I'inactivation de
Chkl1 est 1étale a un stade embryon-
naire précoce (références dans /20)).

( A

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

N J

=Nous avons montré que les voies
de transduction du signal induites par
les radiations ionisantes convergent
vers p53 en induisant des modifica-
tions post-traductionnelles a la fois
covalentes (phosphorylation, acétyla-
tion) et non-covalentes (association
a des cofacteurs) de ses extrémités
N- et C-terminales. Ces modifications
post-translationnelles en activant la
fonction transactivatrice de p53 con-
duisent soit a l'arrét du cycle cellu-
laire soit a 'apoptose. Cependant,
dans la cascade des événements telle
qu’elle est représentée figure 1 il
reste encore beaucoup de points

d’interrogation. Que p53 soit impli-
quée dans l'arrét du cycle cellulaire
et/ou l'induction de I’'apoptose en
réponse a une irradiation ionisante est
un fait incontestable. Que le devenir
des cellules (arrét du cycle cellulaire
ou apoptose) dépendent essentielle-
ment de I'activité transactivatrice de
p53 est acceptée de manicre tres gé-
nérale. Par contre, ce qui reste a dé-
terminer c’est comment p53 integre
les différents signaux pour induire
une réponse sélective adaptée a une
situation donnée. L'application les
techniques modernes de criblage dif-
férentiel des transcrits par hybridation
sur filtres a haute densité permettra
d’avancer dans cette connaissance en
donnant la possibilité d’établir des
profils d’expression des genes en
fonction a la fois du tissu et de la dose
d’irradiation. Par 'application des
techniques nouvelles d’étude des
protéines, il devrait étre possible de
corréler certains profils d’expression
a des modifications post-translation-
nelles spécifiques. Appliquée aux tis-
sus tumoraux exprimant une pro-
téine p53 sauvage, une telle étude
devrait amener a une meilleure com-
préhension des mécanismes qui con-
ditionnent la réponse d’une tumeur
a une radiothérapie.

p53 activation, a key event of the cellular response to gamma irradiation

The tumor suppressor gene p53 encodes a protein whose major function is to protect
organisms from proliferation of potentially tumorogenic cells. In normal conditions (unstressed
cells), the p53 protein is inert and maintained at low level through its association with the Mdm2

oncogene, causing its translocation from the nucleus into the cytoplasm and its degradation
through ubiquitin/proteasome pathway. In response to damaged DNA or to a variety of stresses,
p53 accumulates in the nucleus and is activated as a trascriptional transactivator. Posttranslational
modifications of p53 including multi-site phosphorylation and acetylation are the major mechanism
of p53 regulation. After exposure to ionising radiation, p53 activation implicates ATM, ATR,
Chk2 and Chk1 kinases that phosphorylate the N-terminal domain on Serl5 (ATM and/or ATR),
and Ser20 (Chk2 and/or Chk1), causing the dissociation of the p53/Mdm2 complex and thereby
the stabilisation of p53. The process initiated jgyrradiation exposure involves also increased
interaction of the p53 N-terminal domain with CBP/p300 and P/CAF leading to acetylation of
the distant C-terminal domain at Lys 320, 373 and 382. In addition, the ATM-mediated dephospho-
rylation of Ser376 creates a fixation site for 14-3-3 protein. Taken together, phosphorylation,
acetylation and association with co-factors induce the stimulation of p53 transcriptional activity
resulting in the expression of a set of genes involved, notably, in cell cycle arrest and apoptosis.
This stress-induced p53 pathways lead to one of two outcomes: growth arrest or apoptosis and
consequently protects the organism from the genotoxic effects of ionising radiation.

p53 - Mdm2 - Phosphorylation - Transactivation - Apoptosis.
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