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NOUVELLE

Réactivation de p53
dans les tumeurs

Une stratégie antitumorale prometteuse

Franck Toledo, Olivier Bluteau, lva Simeonova

> La mutation du gene de p53 dans la
moitié des cancers humains, et 'alté-
ration de protéines régulant p53 dans
I’autre moitié des cancers, témoignent
du rdle essentiel de p53 dans la suppres-
sion tumorale. Ce facteur de transcrip-
tion agit comme un gardien du génome::
en réponse a divers stress cellulaires,
comme l'activation d’oncogénes ou
la présence de cassures de I"ADN, p53
est stabilisée et activée, et induit la
transcription de multiples génes. Cette
réponse transcriptionnelle peut conduire
a un arrét du cycle cellulaire réversible,
qui permet la réparation de ’ADN avant
de poursuivre le cycle, ou induire des
réponses irréversibles, comme un arrét
de prolifération permanent (sénescence)
ou un programme de mort cellulaire
(apoptose). Les facteurs conditionnant
I’initiation d’un type de réponse plutot
qu’un autre ne sont pas totalement com-
pris. De fait, la régulation des réponses
transcriptionnelles de p53 apparalt par-
ticulierement complexe, puisque environ
160 protéines influeraient sur la stabilité
ou I'activité de cette protéine [1], et que
p53 contrdle "expression de plusieurs
centaines de génes [2]. Malgré sa com-
plexité, 'importance de cette voie de
régulation dans la suppression tumorale
a suscité le développement de diverses
stratégies visant a réactiver p53 dans les
cancers, dans le but de ralentir la pro-
gression tumorale, voire de résorber les
tumeurs. Ces stratégies reposent sur une
modulation des protéines qui paraissent
primordiales dans cette voie de régula-
tion (Figure 1).
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Un premier type de stratégie concerne la
moitié des cancers qui n’exprime pas p53
ou qui exprime une p53 mutée. Dans ces
tumeurs, une approche possible est celle
de la thérapie génique, c’est-a-dire la
réintroduction d’un gene p53 sauvage :
un adénovirus recombinant de type 5
porteur du gene p53 est actuellement
commercialisé en Chine sous le nom de
Gendicine, et un produit similaire, I’Ad-
vexin, fait "objet de tests cliniques en
phase Il aux €tats-Unis. Une utilisation
combinée de ce type de vecteur avec les
approches classiques de radiothérapie
ou de chimiothérapie semble donner
de bons résultats pour les cancers épi-
dermoides de la téte et du cou, mais le
traitement est coliteux, son efficacité
thérapeutique pour d’autres types de
cancers n'est pas établie, et la dange-
rosité potentielle des vecteurs adénovi-
raux reste préoccupante [3]. Une autre
approche consiste a tenter de corri-
ger la conformation de la protéine p53
mutante. €n effet, un grand nombre de
mutations de p53 perturbent sa struc-
ture, et réduisent ainsi son efficacité a
lier PADN et activer la transcription de
ses genes cibles. Plusieurs molécules
corrigeant la structure de p53 mutan-
tes ont été identifiées. Parmi elles, la
molécule PRIMA-1, en favorisant la
conformation sauvage de certaines p53
mutantes, induit une réponse apopto-
tique et permet de limiter la croissance
de tumeurs humaines greffées dans des
souris SCID (severe combined immu-
nodeficient). Cependant, chacune de
ces molécules ne peut corriger qu’une
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fraction des p53 mutantes, et certaines
molécules semblent également affecter
la conformation d’autres protéines [4].
Dans les cellules cancéreuses exprimant
une p53 sauvage, divers mécanismes sont
responsables de I'inhibition de la voie
de régulation de p53. Ainsi, dans 10 %
des cancers, I'inactivation de p53 est la
conséquence d’une amplification du gene
codant MDM2, un inhibiteur spécifique de
p53 [1]. MDM2 exerce principalement
son activité inhibitirice en ubiquitinylant
p53, ce qui conduit a la dégradation
de p53 par le protéasome (Figure 1). La
caractérisation par cristallographie du
mode d’interaction de ces 2 protéines a
montré le role essentiel de 3 acides ami-
nés de p53 qui se logent dans une poche
hydrophobe a la surface de MDM2. Ces
données ont permis d’identifier des pep-
tides (Supertip) ou des petites molécules
(Nutlins) capables de se loger dans la
poche hydrophobe de MDM2, permettant
ainsi a p53 d’échapper a I’action inhi-
bitrice de MDM2. Il a été montré que les
Nutlins® inhibent la croissance de certai-
nes cellules tumorales xénogreffées dans
des souris nude [5]. Une autre approche
a été de chercher des molécules inhibant
I’activité ubiquitine ligase de MDM2, ce
qui a conduit a identifier le composé
HLI98, qui n’a cependant pas été testé in
vivo [4]. €n réponse a un stress oncogé-
nique (surexpression de Myc, activation
de Ras...), ARF inhibe MDM2, et agit donc
comme l'autre suppresseur de tumeurs
dans cette voie de régulation (Figure I).

! Le terme nutlin vient du nom du site de la firme Hoffmann-
La Roche aux Etats-Unis - Nutley - dans le New Jersey.
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ARF est 'un des 2 transcrits du locus
CDKN2A, dont la délétion est observée
dans certaines tumeurs, mais dont I’ex-
pression est plus fréquemment abolie
par la méthylation de son promoteur
[6]. Des inhibiteurs de méthyl transfé-
rases, actuellement en essais cliniques,
pourraient entrainer la réexpression de
ARF dans certaines tumeurs et réactiver
la voie p53 (Figure 1). Cela dit, dans les
tumeurs n’exprimant pas ARF, p53 pour-
rait également étre réactivée en inhi-
bant MDM2 a I’aide de Nutlins. Un autre
acteur majeur de cette voie de régulation
est MDM4 (aussi connu sous le nom de

MDMX). MDM4 est un inhibiteur spéci-
fique de p53 qui est amplifié ou surex-
primé dans 10 & 20 % des cancers [1],
et jusqu’a 65 % des cas de rétinoblasto-
mes [7]. MDM4 partage des similitudes
structurales avec MDM2. Cependant, il
ne contrdle pas la stabilité de p53, mais
son activité transcriptionnelle [8, 9]
(Figure 1). MDM4 se lie a p53 grdce a une
poche hydrophobe de structure voisine,
mais pas identique, a celle présente a la
surface de MDM2. Il en résulte que des
molécules antagonistes de I'interaction
entre MDM2 et p53, comme Supertip 12/1
ou Nutlin 3, sont des antagonistes peu

efficaces de Iinteraction entre MDM4 et
p53 [1, 7] (Figure 1). La recherche d’an-
tagonistes de MDM4 plus efficaces est
un objectif clinique important, puisque
I’inhibition spécifique de MDM4 dans les
cellules tumorales limite la croissance
des tumeurs xénogreffées [7, 8]. Par
ailleurs, une meilleure compréhension de
la voie de régulation p53 devrait suggérer
d’autres stratégies: ainsi les protéines
HAUSP et Daxx, récemment identifiées
comme régulatrices de la stabilité de
p53, MDM2 et MDM4, pourraient aussi
devenir des cibles thérapeutiques inté-
ressantes [10].

L'ensemble de ces résul-
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Figure 1. Stratégies d’activation de p53 dans les tumeurs. A gauche : dans la moitié des tumeurs, p53 est absente
ou mutée (p53 mut). La réintroduction de p53 sauvage par thérapie génique (Gendicine, Advexin) ou la restau-
ration d’une conformation sauvage de p53 par différentes molécules (PRIMA-1, etc.) peuvent étre envisagées. A
droite : dans I’autre moitié des cancers, une p53 sauvage est présente mais sa stabilité ou son activité est altérée,
le plus souvent a cause de la surexpression des oncogénes MDM2 ou MDM4, ou de I’inactivation du suppresseur de
tumeurs ARF. Dans ces cas, des inhibiteurs de méthyl-transférases peuvent réactiver ARF, HLI98 inhiber I'activité
ubiquitine-ligase de MDM2, et les Nutlins ou Supertips étre efficaces pour bloquer les interactions MDM2-p53,

mais peu efficaces envers MDM4. Toutes ces approches visent a restaurer la fonction de p53 sauvage et conduire
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la cellule tumorale vers la sénescence ou I’apoptose.
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Inhibiteurs de
méthyl-transférases

tats indique que la res-
tauration de I"activation
de p53 dans les cellules
tumorales est une straté-
gie particuliérement pro-
metteuse pour le traite-
ment d’un grand nombre
de cancers. Néanmoins,
deux points majeurs res-
taient a éclaircir: (1)
celui de I'efficacité de
ces stratégies. En effet,
dans la plupart de ces
études, le ralentissement

de la croissance tumo-
rale a été testé in vivo sur
des tumeurs xénogreffées
[4,5, 7, 8], mais n’a pas
été évalué dans le cas de
tumeurs préexistantes in
situ. La seule exception
était celle des tests avec
les adénovirus recombi-
nants, mais ceux-ci se
montraient peu efficaces
dans un grand nombre de
cas de cancers [3]; (2)
celui de I'index thérapeu-
tique de ces approches:
en effet, 'administra-
tion orale d’un médica-
ment activant la voie p53
pourrait conduire a une
activation de p53 dans les
cellules tumorales, mais
peut-étre aussi dans les



cellules normales, et se révéler toxique.
Certaines données suggéraient une sen-
sibilité accrue des cellules tumorales a
la Nutlin du fait d’une altération de leur
transcriptome [11], mais d’autres mon-
traient que 'inactivation totale de MDM2
dans des cellules normales est rapide-
ment Iétale chez la souris [12].

Trois nouveaux modéles murins apportent
maintenant des informations cruciales
sur ces points et révelent également
des informations inattendues. Ces trois
modeéles utilisent des stratégies géné-
tiques sophistiquées pour réactiver p53
dans des tumeurs in situ. Ainsi, Ventura
et al. ont combiné le systéeme de recom-
binaison Cre-Lox et le systeme de trans-
location ER™ pour créer des souris dans
lesquelles p53 n’est exprimée qu’apres
addition de tamoxiféne [13]. Dans ces
souris, des signaux d’arrét de la trans-
cription et de la traduction ont été intro-
duits en amont des séquences codantes
de p53, empéchant la production de
la protéine. Ces stop sont flanqués par
des sites Lox, sites de reconnaissance
spécifiques de la recombinase Cre. Par
ailleurs, les souris expriment, dans tous
leurs tissus, une protéine de fusion entre
la recombinase Cre et le récepteur des
cestrogénes (ER™M). Cette protéine Cre-
ERT™M est cytoplasmique, mais I’addition
de tamoxiféne provoque sa transloca-
tion dans le noyau, ou elle reconnalt les
sites Lox, ce qui conduit a I’excision des
signaux stop et permet |'expression de
p53. Ainsi, le phénotype de ces souris est
équivalent a celui de souris déficientes
en pb3, mais devient équivalent a celui
de souris sauvages apres injection de
tamoxifene. Comme les souris déficien-
tes en p53, ces souris développent des
lymphomes et des sarcomes. L’injection
intrapéritonéale de tamoxiféne conduit
alors a la régression de ces deux types de
tumeurs in situ. Le tamoxifene conduit
également a une expression du gene de
p53 dans les cellules non tumorales,
mais sans effet toxique, ce qui démontre
I’excellent index thérapeutique de ce
type d’approche. Les résultats suggerent
que dans les cellules de lymphomes et
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de sarcomes, une activation d’oncoge-
nes conduit a I'induction de ARF, ce qui
sensibilise les cellules tumorales a I'ex-
pression de p53.

Par ailleurs, cette étude révele que
la réactivation de p53 conduit a une
régression rapide des lymphomes, due a
I’activation d’un programme apoptoti-
que. En revanche, la réactivation de p53
dans les cellules de sarcomes conduit
a leur sénescence, et la régression de
ces tumeurs est plus lente. Comment
se produit cette régression ? L’étude
de Xue et al. suggere que la réponse
immunitaire est impliquée [14]. Xue
et al. ont isolé des cellules progénitri-
ces de foie, qu’ils ont infectées avec
des rétrovirus permettant I’expression
constitutive de "oncogene activé Ras et
I’expression conditionnelle d’un short
hairpin ARN (shARN) spécifique de p53.
Dans ces cellules, p53 est inactivée par
I’interférence par I’ARN due au shARN,
mais I’ajout de doxycycline réprime
cet ARN et rétablit I’expression de p53.
U'injection de ces cellules dans le foie
conduit a "apparition rapide d’hépato-
carcinomes, qui régressent apres admi-
nistration de doxycycline. La régression
de ces tumeurs serait due a la sénes-
cence des cellules tumorales, puis a une
réaction inflammatoire qui détruit ces
cellules. La régression de ces tumeurs
est d’ailleurs bien moindre lorsque les
mémes expériences sont réalisées dans
des souris NOD/SCID, dont le systeme
immunitaire est trés affaibli [14].
€Enfin, dans une troisieme étude, Martins
et al. ont étudié les conséquences de la
surexpression de Myc dans des souris
Eu-Myc p53*/K! ot I'allele p53K exprime
une protéine de fusion p53-€R™M [15].
Comme les souris Eu-Myc p53*/", ces
souris développent rapidement des lym-
phomes en perdant I'alléle sauvage
de pb3. Cependant, I'ajout de tamoxi-
fene dans ces lymphomes permet a la
p53-ER™M d’activer ses geénes cibles
et d’induire une apoptose, et donc la
régression rapide des tumeurs. Mais
I’émergence de tumeurs résistantes est
fréquente dans ce systeme, et résulte

R™ ou de

de la perte de I’allele p53-€
ARF [15].

Ensemble, ces études montrent que la
réactivation de p53 dans les tumeurs
peut conduire a leur régression par des
mécanimes différents selon les tissus,
mais que des stratégies doivent étre
mises au point pour optimiser la réponse
p53 tout en limitant "apparition de
tumeurs résistantes. Selon toute vrai-
semblance, la combinaison de différen-
tes approches (chimiothérapie classique,
activation de la voie p53, activation de
la réponse immunitaire) devrait permet-
tre de limiter "émergence de cellules
résistantes. ¢

The activation of p53 in tumors:

a promising strategy against cancer
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