CCO Médecine moléculaire
Cours n°4
Elena Georgilopoulos





P53 et cancer
























I. La découverte de p53
Dans les années 1970, il y avait de nombreuses recherches sur les cancers dus aux virus (recherches d’oncogènes viraux surtout). Les chercheurs avaient découvert que les rétrovirus pouvaient avoir des effets tumorigènes  chez l’animal et ils recherchaient surtout les oncogènes cellulaires qui pouvaient expliquer les cancers.

1. P53 = un oncogène ?

P53 a été décrit  pour la première fois en 1979. Quatre équipes l’ont découvert, en même temps, grâce à l’expérience suivante : 
En prenant des fibroblastes de hamster,  et en les transformant par un virus à ADN (simian virus 40 ou SV40), ils ont obtenu des cellules tumorales. Dans ces cellules,  ils ont récupéré l’antigène T (antigène, responsable de la fibrogénèse, important chez ce virus), et accroché avec, une protéine cellulaire (et non virale) de 53 kilodaltons : la protéine p53 ! 
Partant du fait que SV40 est un virus responsable de la formation de tumeur et que son antigène T est la protéine responsable de la transformation de la cellule, ils en ont déduit que le fait de trouver T associé à P53 montre que P53 est l’acteur qui participe à la transformation de la cellule. 
D’autres expériences ont montré que l’on pouvait retrouver p53 accroché à des virus dans d’autres types de cellules tumorales.
Donc p53 est un acteur cellulaire (protéine et gène retrouvé dans la cellule transformée) important pour que le virus puisse transformer la cellule en cellule tumorale: c’est un oncogène.

Les proto-oncogènes cellulaires sont des régulateurs positifs de la réplication cellulaire. 
En temps normal la prolifération des cellules est contrôlée par une régulation du cycle cellulaire. Quand il y a une dérive de ce contrôle, on observe des proliférations anormales qui conduisent à l’apparition de tumeur. Si ces proto-oncogènes sont transformés, par mutations, translocations ou amplifications, en oncogènes, ils induisent une prolifération anormale qui pousse la cellule à la transformation  tumorale. Les plus connus sont RAS, MYC et ABL.

D’autres expériences ont été menées sur p53 pour vérifier ses propriétés oncogéniques.
· Le cDNA du gène p53 a été cloné et introduit dans des fibroblastes de rat. Cela a immortalisé les fibroblastes de rat. (l’immortalité est une propriété des cellules tumorales)
· Quand on associe le cDNA p53 a un autre oncogène RAS, il y a transformation tumorale. 
· Quand on regarde dans les cellules normales par immunohistochimie, on ne voit jamais p53, alors qu’on le localise très bien dans les cellules tumorales
Ces trois expériences ont conforté  l’idée que p53 était un oncogène.

Le gène p53 a alors été isolé (=cloné) à partir des cellules tumorales. P53 est sur le chromosome 17 qui contient  11 exons. Ce chromosome est très largement remanié dans les tumeurs humaines en particulier dans les cancers du sein où il est souvent perdu. La protéine correspondante est assez grosse ; elle fait presque 400 acides aminés.

Cependant, une équipe a isolé un clone de p53 différent qui ne présentait pas les mêmes résultats aux expériences montrant que p53 est un oncogène. Un second clone a été découvert un peu plus tard. 
Ils ont alors décidé de séquencer les « nouveaux » clones de p53. Ces protéines qui n’agissaient pas comme des oncogènes n’avaient pas la même séquence que les clones séquencés auparavant.
Ils se sont alors aperçus qu’en travaillant dans les cellules tumorales où p53 était très largement exprimé, ils avaient travaillé sur du p53 muté. Les propriétés oncogéniques découvertes n’étaient pas liées à p53 sauvage mais à sa forme mutée.

2. P53 = gène suppresseur de tumeurs ?

A partir des années 1988, ils ont, enfin, étudié le p53 sauvage et ont découvert que c’était un suppresseur de tumeurs. Les suppresseurs de tumeurs sont des régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire. 

 Ils ont refait certaines de leurs expériences en changeant le p53 muté en p53 sauvage dans les fibroblastes de rats. Ils ont introduit: 
· p53 sauvage et l’oncogène RAS → pas de transformation de la cellule.
· p53 muté et RAS → transformation tumorale
· P53 sauvage, P53 muté et RAS → pas de transformation de la cellule 
Donc le cDNA p53 est capable de jouer un rôle de suppresseur sur l’effet oncogénique de RAS. 

Pour perdre l’effet suppresseur de tumeurs, il faut nécessairement invalider les 2 allèles.

Ils ont créé des souris transgéniques, pour lesquelles les 2 gènes p53 étaient invalidés. Ces souris complètement déficientes en p53 sont viables mais développent des tumeurs de façon spontanées à des fréquences très élevées.
Donc, p53 n’est pas essentiel au développement, mais en son absence, la sensibilité au cancer est accrue.

Hypothèse de Knudson : principe des « 2 hits »
Pour un gène suppresseur de tumeur, il faut les « 2 coups ». 

· Forme sporadique : Pour une cellule normale ayant les 2 gènes normaux du gène suppresseur de tumeurs : il faudra une mutation sur un des allèles qui invalide le suppresseur (= le 1er hit) et une perte de l’autre allèle pour invalider complètement l’effet suppresseur. En effet, s’il reste une copie sur les deux, l’effet suppresseur est toujours présent. En général, le 2e hit est une délétion.  (Le chromosome 17 est souvent perdu)

· Forme familiale : Il y a une mutation de p53 sur un des allèles dans toutes les cellules de l’individu. Il suffit d’une seule altération supplémentaire sur l’autre allèle pour déclencher la perte de l’effet suppresseur. C’est le cas dans le syndrome de Li Fraumeni (maladie autosomique dominante qui donne une prédisposition aux cancers).

A partir de toutes ces expériences, p53 a été alors considéré définitivement comme un suppresseur de tumeurs et non un oncogène. 
En 1993, il a été élu molécule de l’année : il a été nommé le  « gardien du génome ».

II. Carte d’identité et rôle de p53

1. Carte d’identité de p53

La protéine p53 est un facteur de transcription. Elle fait 393 acides aminés. Elle possède : 
· Un domaine de transactivation en N-ter 
· Un domaine riche en proline
· Un domaine de fixation à l’ADN très grand. C’est le domaine central.
· Un domaine de tétramérisation : la protéine agit par quatre
· Des zones de régulation
· Des signaux d’import et d’export nucléaire : (NLS pour entrer dans le noyau, NES pour en sortir)

P53 a des éléments de réponses spécifiques pour les promoteurs des gènes dont il va activer la transcription. Ce sont les p53 response element (=P53RE) : ce sont 2 séquences de 10 paires de bases espacées de 0 à 13 paires de bases. [5’ pupupuCA/TA/TGpypypy 3’]. Ces espaces sont utilisées  pour laisser la place aux parties de la molécule qui interagissent avec l’ADN. 
Il existe aussi des éléments de réponses plus dégénérés.  
Tout cela est complexe : Il ne suffit pas de trouver cette séquence là pour que p53 puisse se fixer

2. Rôle de p53

P53 est un modulateur clé dans un grand nombre de stress de la cellule. Il fait en sorte que le génome se maintienne de façon correcte pour une descendance sans altération. Il régule plus de 150 gènes cibles. Il a des rôles dans :
· La réparation : il agit sur tous les systèmes de réparation en cas de dommages de la cellule. [Modulation rad51, Hélicases XpB, XpD]
· L’arrêt de cycle : pour laisser le temps à la cellule de réparer. P21 est un gène cible de p53
· L’apoptose : si le défaut ne peut pas être corrigé, p53 peut mener la cellule au suicide. Bax est un gène cible de p53.

La voie p53 est très souvent déclenchée selon la nature et l’intensité du stress. Pour des petites altérations, p53 induira plutôt l’arrêt de cycle et la réparation. En cas de grosses altérations, p53 préférera l’apoptose.

III. La régulation de p53

Pourquoi ne trouve t-on p53 que dans les cellules tumorales ? Car P53 est très finement régulée.

Par nature, p53 est une protéine très instable. On ne la détecte pas dans les cellules normales. Cela est du au couple p53/mdm2 (ou mdmx ou mdm4).
Mdm2,  protéine cellulaire, a une activité E3 ubiquitine ligase qui accroche l’ubiquitine sur les molécules cibles pour qu’elles soient dégradées par adressage au protéasome.
P53 active la transcription de mdm2 qui ubiquitine p53 et induit sa dégradation. Mdm2 bloque aussi le domaine de transactivation qui empêche l’activation transcriptionnelle de p53. 

Si tout va bien dans la cellule, p53 est jugulé. Dès qu’il s’exprime, il active son destructeur mdm2 et est détruit. La voie p53 n’est activée qu’en cas de besoin.
En cas de déséquilibre de cette balance, il y a accumulation de p53 qui jouera alors son rôle de facteur de transcription.

Pour déséquilibrer la balance, il faut des modifications post-traductionnelles de p53 : 
· Phosphorylation 
· Dans la partie N-ter : l’affinité avec mdm2 sera modifiée
· Dans la partie C-ter : affectation de l’activation transcriptionnelle de p53
· Acétylation  
· Dans la partie C-ter : diminution de l’ubiquitination
· Sumoylation, neddylation, glycosylation….
Mdm2 peut être aussi modifié de façon covalente par des phosphorylations.
Toutes ces modifications post-traductionnelles entrainent l’activation de p53 : c’est une façon de déclencher la voie p53.

En cas de dommages à  la cellule, de nombreux signaux, notamment des modifications post-traductionnelles, vont déclencher l’accumulation de p53 qui va alors se tétramériser pour pouvoir agir sur les promoteurs de ces gènes cibles sur l’ADN : cela entraine l’activation transcriptionnelle des gènes cibles et l’action de p53

Résumé

S’il y a un stress, un dommage à l’ADN, des radiations ionisantes, des oncogènes activés → Signal de stress pour la cellule
          ↓
Inhibition de mdm2 et/ou modification post traductionnelles de p53 (phosphorylation, acétylation)
          ↓
Stabilisation, accumulation et activation de p53
          ↓
Homotétramérisation de p53
Activation de la transcription des gènes cibles

Lorsque p53 n’est plus nécéssaire → ubiquitinylation, dégradation par le protéasome à cause du mdm2 qu’a transactivé p53.

Action sur l’apoptose, sur l’arrêt de cycle, sur la réparation de l’ADN, sur la sénescence et sur l’inhibition de l’angiogénèse


IV. Les médiateurs de l’activation de p53 

Il faut déséquilibrer la balance p53/mdm2 pour pouvoir déclencher l’effet de p53. 
Selon le type de stress, les activateurs de la voie p53 sont différents :

1. Dommage à l’ADN et ATM

· Si c’est un stress génotoxique (dommages à l’ADN), des médiateurs (ATM, CHK2…) vont activer p53 en le phosphorylant ce qui conduit à sa stabilisation.

En détails : Après une radiation et une coupure double brin de l’ADN, des senseurs sur l’ADN vont déclencher le signal et vont le passer jusqu'à ce que ce signal soit capté par ATM. ATM va phosphoryler mdm2  ce qui inhibe son action et phosphoryler p53 ce qui active p53. 
Il y a alors une accumulation de p53.

2. Oncogènes et ARF

·  (
Stress oncogénique
)Si c’est un stress non génotoxique (altération de la cellule mais qui ne concerne pas l’ADN) : 
· En cas de présence d’oncogènes dans la cellule, ARF va inhiber mdm2 et donc empêcher l’inhibition de p53 par mdm2.
·  (
Arrêt de cycle
)En cas de déplétion de nucléotides, hypoxie, dommages au fuseau mitotique : les mécanismes ne sont pas bien connus

En cas de stress oncogénique,  il y a activation de ARF qui va séquestrer mdm2 et qui va le mener à sa dégradation.  P53 n’est plus inhibé, va s’accumuler et va pouvoir aller jouer sur ces gènes cibles.


On pense que c’est le rôle clé de p53 dans l’effet suppresseur de tumeur.

V. Les voies contrôlées par p53:

1. La réparation 

(cf la diapo 22 pour que ça soit plus clair, mais les détails ne sont pas à  apprendre)
Il existe plein de système de réparation de l’ADN. On ne prendra en exemple que le NER.
Le NER est le système de réparation des nucléotides. 
Après un dommage sur l’ADN, toute une cascade se met en marche pour réparer ce dommage. P53 facilite un des niveaux de la cascade pour permettre de réparer plus facilement l’ADN. 
P53 joue aussi sur Rad51.
P53 permet le maintien de la stabilité génétique en activant et facilitant les systèmes de réparation.

2. L’arrêt de cycle et la sénescence via p21

Rappel sur le cycle cellulaire
Il existe une phase de quiescence G0 où les cellules ne sont pas en division.
Les cellules qui se multiplient sont dans le cycle cellulaire qui commence à G1.

G1 : Phase préparatoire nécessaire à la réplication de l’ADN : synthèse des protéines nécessaires à la croissance et aux fonctions cellulaires. Tout ce qui est nécessaire pour engager la réplication est synthétisé en G1.
Les facteurs de croissance externes stimulent le passage G1-S  jusqu’au point de restriction R. Après le passage de R (présent en G1), le cycle sera enclenché quoi qu’il arrive.

G2 : Formation de complexes moléculaires déclenchant la mitose.


Le contrôle du cycle cellulaire est assuré par les complexes CDK/cyclines  et CDK inhibiteurs.
Il existe deux check point où p53 a un rôle important.
· G1/S : Vérification des dommages  à ADN. En cas d’erreurs, d’anomalies ou de mésappariements, la cellule répare d’abord son ADN avant de le répliquer.
· G2/M : Verification de l’intégration du génome et contrôle des anomalies de la réplication.
Il existe un 3e contrôle où p53 agit moins : le contrôle de la mitose. Entre la métaphase et l’anaphase, la cellule contrôle que les chromosomes se sont bien séparés en 2 parties égales.

Le but est d’assurer la formation de deux cellules filles identiques et donc de maintenir l’intégrité du génome.


P53 joue sur l’arrêt du cycle car certains gènes de contrôle du cycle cellulaire sont ses gènes cibles. P53 se fixe sur le promoteur de ces gènes et induit leur transcription puis leur expression.
· p21: CDK inhibiteur dans les transitions G1/S et G2/M
· 14-3-3 σ : transition G2/M
· GADD45: transition G2/M


a. La transition G1/S = voie Rb                                          p21 Cip

Des signaux poussent la cellule à se diviser et à rentrer en cycle. Les cyclines D et les CDK 4 et 6 vont phosphoryler Rb  ce qui libère le facteur de transcription E2F qui va induire la transcription des gènes de la phase S. Cela permet le passage en phase S. 
Les cyclines, nécessaires à la phase S sont la cycline E, la CDK 2 et la cycline A interagissent pour assurer la progression de la phase S.

La p21 inhibe les cyclines D/CDK 4, 6 et cycline E/CDK2  ce qui empêche la phosphorylation de Rb et donc le passage en phase S. L’activation de p53, par transcription de p21, conduit au blocage de la transition G1/S.

b. Transition G2/M

P53 joue sur 14.3.3σ et GADD45, qui jouent sur la transition G2/M

3. L’apoptose

On distingue 2 voies de mort différentes dans l’apoptose :
· La voie intrinsèque dépendant  de la mitochondrie
· La voie extrinsèque
P53 joue sur les deux voies. C’est un facteur pro-apoptotique.

En cas de stress génotoxique, si l’ADN est trop endommagé, il y a activation transcriptionnelle 
· Des facteurs pro-apoptotiques de la voie intrinsèque grâce à p53 (dont l’élément de réponse est dans le promoteur de BAX), mais également grâce à PUMA, Noxa, Bim qui sont d’autres facteurs pro-apoptotiques.
· Des composants de la voie extrinsèque qui sont des gènes cibles de p53

Et p53 peut se transloquer dans la mitochondrie et séquestrer les facteurs anti-apoptotiques  (BCL2/BCL-XI) (sans effet transcriptionnel)

(Cf schéma diapo31, si vous voulez vous remettre l’apoptose en tête)


VI. Les autres membres de la famille de p53 : p63 et p73

En 1997, on a découvert que p53 faisait partie d’une famille. Il a 2 frères jumeaux : p63 et p73.

Ils présentent une grande homologie de séquence surtout au niveau du DBD (=domaine de liaison à l’ADN). 
P63 et p73 peuvent se fixer sur les p53RE et donc peuvent  transactiver les gènes cibles de p53.
Mais ils n’ont pas de redondance fonctionnelle totale : Il existe des éléments de réponse légèrement différents de ceux de p53 spécifiques de p63 et p73. 
Ce sont des protéines plus longues qui ont des séquences supplémentaires en C-ter. 
On ne connait pas bien leurs rôles. Leur découverte a encore plus compliqué la biochimie.


1. P63
P63 a : 
3 sites alternatifs d’épissage --> différentes isoformes en C- ter
2 promoteurs possibles --> une forme complète TA et une forme tronquée ∆N

Ce qui fait 6 nouvelles protéines découvertes. (6 formes alternatives)
Expérience : inactivation de p63 dans l’embryogénèse de la souris (en inactivant p53, les souris étaient viables mais développaient plus de cancers) 
· Défauts majeurs dans la morphogenèse épidermique : on obtient des souris sans poils
· Existence de mutations germinales chez l’homme : pathologies dermatologiques rares
Donc l’impact de p63 dans l’embryogénèse est plus important que celui de p53.
P63 agit sur les mêmes gènes cibles que p53 avec quelques petites spécificités, mais n’induit pas les mêmes impacts morphologiques.

2. P73
p73 a : 
7 sites alternatifs d’épissage --> différentes isoformes en C-ter
4 sites ATG différents --> différentes isoformes en Nter
2 promoteurs possibles --> une forme complète TA et une forme tronquée ∆N

Soit de nombreuses formes alternatives

Expérience : inactivation de p73 dans l’embryogénèse de la souris
· défauts majeurs mais pas de susceptibilité accrue au cancer
· pas de mutations germinales chez l’homme
                                             Donc p73 n’a pas exactement la même action que p53 et que p63

3. Interactions p53/p63/p73

Ce sont des jumeaux qui ont des structures très comparables, qui ont à peu près les mêmes gènes cibles mais qui n’ont pas les mêmes actions et dont on ne comprend pas bien l’implication.

Les formes TA = transactivation des gènes cibles de p53
Les formes ∆N = dominants négatifs de p53, p63 et p73
Il y a du cross talk entre les différents éléments de réponse.

Formation d’hétérotétramères possible : il faut 4 protéines pour qu’elles agissent. On peut supposer qu’il existe une combinatoire entre p53, p63 et p73 : les facteurs de transcription n’auront pas alors exactement les mêmes gènes cibles. Ce sont des idées explorées en ce moment.

Mais il existe aussi des éléments de réponse à p63 et p73 qui sont spécifiques de ces protéines, ce qui confère une spécificité.

Les combinaisons d’isoformes aux effets opposés permettent l’harmonisation fine de la différentiation cellulaire et de la réponse au stress.

4. p53 n’existe pas sous une seule forme….

Initialement : On pensait que p53 n’avait qu’un promoteur et 3 variants d’épissage.

Finalement, on a découvert deux promoteurs et 9 variants d’épissage. Il y a donc une forme complète et une forme tronquée.

On ne sait pas comment ça agit, comment ça se combine, on ne connait pas la forme prédominante. Mais, il est sur que p53 est crucial dans le cancer. P53 est capable de stopper le cancer. Si p53 est invalidé, il y a une prolifération incontrôlée et des tumeurs.
VII. P53 et les cancers

100% des cancers invalident directement ou indirectement p53.
La voie p53 peut être altérée de plein de façons différentes :
· Mutation de p53
· Altération de mdm2
· A cause de virus
· Par  exclusion nucléaire : p53 ne peut plus rentrer dans le noyau
· Problème sur ATM ou AKT

1. Les mutations de p53

Plus de 50% des cancers ont une mutation de p53 et un allèle perdu. 
Sein =20%
Colon = 60%
Ce sont très souvent des mutations faux sens avec une surexpression de la protéine mutante (c’est la protéine mutée qu’ils avaient trouvés au début : le p53 muté qui ressemble à un oncogène.)
Les mutations de p53 le transforment en quelque chose de néfaste pour la cellule qui a un comportement oncogénique.
Les mutations se retrouvent majoritairement dans les régions II à V, souvent sur les mêmes 6 acides aminés [arginine 175, 248, 249, 273, 282 et glycine 245], mais plus de 500 mutations sont possibles. Ce sont principalement ces acides aminés car les arginines 248 et 273 sont les acides aminés qui rentrent en contact avec l’ADN. Leur mutation bloque la liaison à l’ADN ce qui conduit à la perte de l’activité transcriptionnelle de p53. 

P53 mutant exerce également un effet dominant négatif sur p53 sauvage. La p53 mutée a un gain de fonction ce qui donne un avantage aux cellules tumorales.
Une souris qui a un p53 muté ira moins bien qu’une souris ne possédant pas de p53.

Il existe aussi des mutants de conformation. Ce sont des résidus qui empêchent le repliement correct de p53. Sans un repliement correct, p53 ne peut pas se fixer à l’ADN.

2. P53 peut être invalidé sans mutation

- Les protéines virales [SV40large T, E1B (adénovirus), HBV] interfèrent avec l’activité transcriptionnelle de p53. 

- HPV E6 fixe p53 et l’adresse pour dégradation => cancer du col de l’utérus

- Séquestration cytoplasmique de p53 (p53 ne peut plus aller dans le noyau) =>  dans certains cancers du sein inflammatoires ou neuroblastomes. C’est une inactivation fonctionnelle.


3. Invalidation indirecte de la voie p53

· Amplification de MDM2:
Dérégulation de la boucle de contrôle p53-MDM2
· dans 7% des cancers notamment ostéosarcomes et tumeurs des tissus mous

· Invalidation de ARF: délétions dans INK4A
Augmentation  l’activité de MDM2 donc dégradation de p53

· Invalidation d’ATM:
En somatique: invalidation de la voie p53 en cas de dommages génotoxiques => leucémies T et B
En germinal : => ataxia telangiectasia


4. Stratégies thérapeutique

· Une tumeur p53 mutée est de plus mauvais pronostic….. Mais on peut essayer d’agir sur cette cible.

a. Réactiver les fonctions de p53
Si les mutations et les délétions ont invalidé p53, on a imaginé une thérapie génique pour réintroduire un gène p53 sauvage. Ca n’a pas été un grand succès.  Il y a aussi possibilité d’utiliser des réactivateurs de p53 muté. 

PRIMA-1: pemet la restauration de la conformation sauvage de p53. Elle permet la transactivation de Bax et le relargage de Bcl-2 (Cela permet de retrouver la fonction d’apoptose)
In vivo: synergie avec le cisplatine: induction d’apoptose, inhibition de la croissance tumorale et des xénogreffes


Sil y a eu une amplification de mdm2, on a pensé utiliser des inhibiteurs de l’interaction mdm2-p53 ou des inhibiteurs de l’activité ligase de mdm2. 

RITA: Cible les tumeurs avec surexpression de Mdm2, ce qui conduit à la stabilisation de p53

b. Tirer avantage de l’absence de fonctionnalité de p53

Une équipe chinoise a bricolé de l’adénovirus p53 pour que le virus se réplique uniquement dans les cellules avec un p53 muté, donc dans les cellules tumorales.  Ils  ont ajouté un gène suicide à ce virus. Lors de la réplication du virus qui ne se faisait que dans les cellules tumorales, le virus exprimait un gène suicide qui devait tuer la cellule. 
In vivo, les essais cliniques n’ont pas réussi.


· Une tumeur p53 mutée est de plus mauvais pronostic….. Mais…. La non fonctionnalité de p53 peut être un facteur prédictif de réponse à certaines chimiothérapies….

c. P53 et la réponse au traitement

Pour les patients p53 muté, les tumeurs sont plus agressives, mais avec la bonne chimiothérapie, les patients guérissent.
P53 a un rôle très important dans l’arrêt du cycle cellulaire et dans l’apoptose. Ce sont deux voies utilisées lors du traitement par chimiothérapie. 

P53 est le déterminant majeur de la réponse aux dommages à l’ADN.
Il est associé à la réponse à la chimiothérapie en clinique mais la voie favorisée semble dépendre du contexte cellulaire, du type dommage, de la drogue envisagée…

_ p53 fonctionnel est requis pour l’apoptose radio-induite, pour que la radiothérapie puisse agir.

_ Certaines mutations p53 sont associées à des résistances de novo à la doxorubicine chez des patients atteints de cancer du sein

En fonction de la thérapeutique donnée, p53 peut avoir un effet négatif ou positif. 


Effet des drogues sur l’apoptose de ces cellules
+++ : Apoptose
0 : pas d’apoptose
	
	P53 +/+ = p53 sauvage
	P53 -/- =p53 non exprimé
	P21 -/- = p21 non exprimé

	ADR
	0
	++
	+++

	5FU
	+++
	0
	+++



Bunz a analysé différentes drogues :
· ADR : anthra-cyclines (drogue qui altère l’ADN)
· 5FU : anti-métaboliste

En fonction du génotype  de la cellule et de la drogue administrée, l’effet apoptotique n’est pas le même. 
En fonction de la drogue, p53 aura plutôt tendance à induire l’apoptose (dans le cas du 5FU) ou plutôt l’arrêt de cycle (pour ADR).
Il faut en tenir compte lors qu’on met quelqu’un sous traitement.

d. Détermination du statut p53 d’une tumeur

· Détection de la protéine en immunohistochimie : p53 est détectable si elle est stabilisée. Cela se faisait historiquement, mais ce n’était pas parfait : 
On partait du postulat que si on détecte p53 alors p53 est muté (et donc la cellule est anormale). P53 n’était pas capable d’induire mdm2 qui ne pouvait donc pas le détruire, donc p53 s’accumule. Le postulat est faux : il peut y avoir une invalidation de p53 s’il y a un défaut sur mdm2 par exemple.
L’immunohistochimie n’est pas une bonne technique pour dire si p53 est muté ou pas.

· Recherche de mutation par séquençage direct de l’ADN de tumeur : c’est très fastidieux. Il y a  plus de 500 mutations décrites pour  p53.

· Test fonctionnel en levure : FASAY. C’est la technique utilisée actuellement. Elle étudie la capacité fonctionnelle de p53 à transactiver ses gènes cibles en utilisant l’ARNm de p53 extrait de la tumeur.

e. Test FASAY

On prend un prélèvement de tumeur dont on extrait les ARN. On reverse transcrit  ses ARN en ADNc. Puis on fait une PCR pour amplifier l’ADNc de p53. On introduit l’ADNc dans une levure en même temps qu’un plasmide qui est troué. Les parties grises sont des parties de p53 qui sont homologues de p53 qu’on veut introduire. La levure est capable de faire de la recombinaison homologue : elle aligne ses séquences homologues et peut recombiner et introduire le fragment bleu dans le plasmide qui se referme. Le plasmide devient fonctionnel. L’ADNc du patient va pouvoir s’exprimer.
Le p53 du patient va s’exprimer dans la levure. 

La levure a un gène ADE2 qui code pour l’adénine qui est sous le contrôle d’un promoteur bricolé sous le contrôle de p53 sauvage. 
· Si le patient a un ADNc de p53 sauvage, il y a activation du gène de l’adénine : les levures sont capables de pousser sur un milieu pauvre en adénine. Ce sont de grosses colonies blanches. 
· Si la protéine p53 est mutée, il n’y a pas d’activation du gène de l’adénine. Les levures, qui sont sur un milieu pauvre en adénine, ne seront pas capables de bien se développer. Ce sont des petites colonies rouges. Le métabolisme va s’arrêter avant la synthèse de l’adénine et il y a accumulation d’un produit rouge.

On compte alors le nombre de colonies rouges par rapport au nombre de colonies blanches. 
· S’il n’y a quasiment que des colonies blanches : p53 fonctionnelle
· Si plus de 10% des colonies sont rouges alors p53 est non fonctionnelle (vérifié en split).
· S’il y a entre  10-20% colonies rouges: souvent l’ARNm de p53 est instable du fait de mutations introduisant un codon stop précoce. 
· Si  la plupart des colonies sont rouges, alors la mutation de p53 est une des 6 mutations ponctuelles trouvées les plus fréquemment sur p53 (en général)
· Possibilité  d’un mixte entre les colonies blanches et les colonies rouges, comme c’est le cas dans les cancers du sein où toutes les cellules ne sont pas tumorales.
Ensuite, la mutation peut être mise en évidence en clonant les colonies rouges et en séquençant l’ARNm de p53 intégré dans le plasmide de levure.

f. Application du test FASAY dans le cancer du sein

On a fait une biopsie sur des patients, qui avaient un cancer du sein. Sur les fragments de biopsie, on a fait un test FASAY, pour voir si p53 était muté ou non. Ensuite ces patients ont subi une chimiothérapie dose intense (particulière de st Louis), puis une mastectomie afin de vérifier s’il restait des cellules tumorales dans le tissu enlevé.
Réponse pathologique recherchée : est ce que la chimiothérapie a détruit totalement les cellules tumorales ? 
Si toutes les cellules tumorales ont été détruites, la réponse pathologique est complète, ce qui est un gage de survie à long terme.
Les réponses à la chimiothérapie sont complètes uniquement si p53 est muté. Il y a aucune réponse lors que la patiente a une p53 sauvage fonctionnelle. Cette chimiothérapie est adaptée aux patients mutés p53.
Parmi les patientes à p53 muté, seul la moitié a une réponse complète. Donc le fait d’être muté p53 n’est pas un gage de réussite de la chimiothérapie.

g.  Modèle mécanistique : description en détails des résultats de l’expérience si dessus.

Les anthracyclines sont des drogues qui génèrent des lésions à l’ADN.
Le cyclophosphamide est un agent alkylant qui fait des coupes entre les chaines d’ADN. 


Pour une p53 fonctionnelle : le cyclophosphamide a besoin de cellule qui se cyclent pour pouvoir jouer sur la réplication. Donc le cyclophosphamide ne peut pas agir si p53 est fonctionnelle.






                                                                       50%                                     50%

En comparant avec les autres expériences d’utilisation du cyclophosphamide, on a découvert que plus on met d’agents alkylant, plus on a de réponse au traitement sur les tumeurs à p53 muté.
En revanche sur les tumeurs p53 sauvage, on obtient de meilleurs résultats en n’utilisant que des anthracyclines (et pas de cyclophosphamide)

On traite les patients en fonction de leur p53.
p53 = prédicteur de la sensibilité au cyclophosphamide associé aux anthracyclines.
Dose intensité: particulièrement efficace chez les ER-, TP53 mutée
P53 est central : ces activités sont cruciales
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