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TP53 et RB collaborent

dans le développement
des rétinoblastomes humains

Olivier Ayrault, Frédérique Zindy, Martine F. Roussel

> Les voies régulatrices p16™KA/CYCLINE D/
CDK4-6/pRB (RB, rétinoblastome) et p14*~F/
MDM2-MDMX/TP53 (TP53) sont aujourd’hui
bien connues pour leur réle anti-tumoral.
Elles induisent Iarrét du cycle cellulaire, la
sénescence ou I"apoptose des cellules can-
céreuses [1]. Localisés sur le méme locus
génomique en 9p21, les deux genes humains
suppresseurs de tumeurs INK4A et ARF ont
la caractéristique, quasi-unique chez les
eucaryotes, de donner naissance, a partir
de promoteurs distincts et de leurs trois
exons (exons 1 alternatifs ot [pour INK4A]
et B [pour ARF], exons 2 et 3 identiques), a
deux protéines sans aucune parenté qui se
comportent comme des régulateurs négatifs
de la prolifération. P16™K* régule négati-
vement la voie RB tandis que p14*** permet
Iactivation de la voie TP53 (Figure 1A). Chez
I’lhomme, dans la plupart des cancers, les
voies régulatrices RB et TP53 sont altérées.
Ces altérations représentent, par consé-
quent, une étape importante et peut-étre
requise, dans le développement tumoral.

La mutation du gene RBI conduit a la
formation du rétinoblastome, cancer de
la rétine de I'enfant [2]. Classiquement,
il existe deux types de rétinoblastome:
I’'un a transmission héréditaire dans lequel
I'un des alleles muté est transmis a I’en-
fant. Uinactivation de I'autre alléle peut
conduire a un rétinoblastome multifocal
dans lequel les deux yeux sont touchés.
L'autre cas, sporadique, dans lequel les
deux alléles sont mutés dans le méme ceil,
conduit a un rétinoblastome unilatéral. RB1
fait partie de la famille des protéines poc-
kets qui comprend également p107 et p130.
Contrairement a RBI, p107 et p130 ne sont
pas mutés dans le rétinoblastome humain.
Pour essayer de mieux comprendre ce type
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de cancer, plusieurs modeéles murins ont
été développés. Ces modéles reproduisent
les caractéristiques de la tumeur humaine,
mais nécessitent I'inactivation de deux
membres de |a famille Rb: Rb et p107. La
fréquence et la pénétrance des tumeurs
sont fortement augmentées lorsque p53
est également inactivé. Cela suggere que la
perte de p53 peut jouer un role important
dans le développement du rétinoblastome.
Cependant, TP53 n’a jamais été trouvé
muté dans les retinoblastomes humains.
On a donc supposé que la voie TP53 n’était
pas requise pour I'inactivation tumorale
et que les cellules de la rétine contenant
une mutation de RBI étaient résistantes a
I’activité apoptotique de TP53.

Le taux de TP53 dans la cellule est notam-
ment contrdlé par pl4"R" et MDM2. P14ARF
exprimée lorsque les signaux prolifératifs
sont trop élevés, se lie a MDM2 et MDMX
et empéche ces derniers de dégrader TP53
(Figure 1A). MDM2 se lie & TP53 et, grce a
son activité d’ubiquitine-ligase (€3), permet
sa dégradation via le protéasome. MDMX
(aussi connu sous le nom de MDM4), un
autre membre de la famille de MDM2, pos-
séde les mémes caractéristiques que MDM2.
Comme MDM2, MDMX est également fré-
quemment surexprimée dans plusieurs types
de tumeurs. Les premieres données montrant
que la voie pl4"RF/MDM2-MDMX/TP53 joue
un réle dans le développement du rétino-
blastome proviennent d’une étude récente
réalisée par I"équipe du Docteur Michael
Dyer [3, 4] (St. Jude Children’s Research
Hospital, Memphis, €tats-Unis). L'analyse
de tumeurs humaines (rétinoblastomes) a
montré un taux de p14*%F 71 & 500 fois plus
important que celui qui est observé dans des
rétines feetales normales. Sachant que la

protéine TP53 est fonctionnelle dans le réti-
noblastome, il était logique de penser qu’un
taux aussi important de p14*RF conduirait &
une stabilisation de TP53 permettant ainsi
un arrét du cycle cellulaire ou "apoptose des
cellules rétiniennes tumorales. Cependant,
la protéine TP53 n'est pas du tout stabili-
sée dans ces tumeurs. Cela suggérait donc
fortement qu’il devait y avoir un autre gene
dans la voie TP53 dont I'expression devait
étre altérée. Des analyses par arrayCGH
(comparative gene hybridization) sur des
tumeurs humaines ont montré que MDMX
est amplifié (3/7). Cette amplification est
corrélée a une augmentation de I’ARN et de
la protéine MDMX. Par analyse FISH (fluores-
cent in situ hybridization), 32 tumeurs sur 49
(65 %) montrent des copies supplémentaires
de MDMX et 5 tumeurs sur 49 (10%) de
MDM?2. Cela suggérait que I’hyper-expression
de MDMX et de MDM?2 induit une dégradation
de TP53 dans les cellules tumorales, méme
en présence d’un taux élevé de pl4"RF qui
serait par conséquent insuffisant pour la
séquestration compléte de MDMX et MDM2.
€n effet, la surexpression de MDMX, dans des
cellules de rétine de souris nouveau-nées
invalidées pour Rb et pl107, induit la proli-
fération et la survie des cellules rétiniennes
mais également I"apparition de rétinoblas-
tomes, dont I'agressivité est comparable
a celle des tumeurs provenant des souris
invalidées pour p107, Rb et p53. De plus, la
surexpression de MDMX et I'inactivation de
RBI dans des cellules de rétines normales
humaines induisent Iorganisation des cel-
lules en rosettes comparables a celles qui
sont observées dans les rétinoblastomes
humains.

l’équipe du Dr M. Dyer a également
montré qu’en aval de MDMX, la réponse

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2007234356


http://www.medecinesciences.org
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2007234356

aux dommages a I’ADN faisant inter-
venir TP53 est bien fonctionnelle dans
les rétinoblastomes. €n effet, I'irra-
diation des cellules tumorales ou leur
traitement par Topotécan [5], agent
chimio-thérapeutique inhibiteur de la
topoisomérase |, permet I’induction
de TP53 et, par conséquent, I'apop-
tose. Cette apoptose est accrue par

Iinactivation de MDMX. Le traitement
associant la Nutline-3, petite molécule
inhibitrice de la liaison entre TP53 et
MDMX, et Topotécan tue les cellules
de rétinoblastomes. De plus, dans un
modéle de transplantation de cellules
de rétinoblastomes humains chez la
souris, I’injection simultanée par voie
sous-conjonctivale de ces deux drogues

permet une réduction des rétinoblas-
tomes, sans effet secondaire contrai-
rement a I’utilisation de ces deux dro-
gues par voie systémique (Figure 1B).
Cette découverte de I’équipe de M. Dyer
permet d’envisager un traitement des
patients par injection sous-conjoncti-
vale de Topotécan et Nutline-3. Ce type
d’administration pourrait permettre
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Figure 1. A. Représentation schématique des voies régulatrices p16'N¥*A/CYCLINE D/CDK4-6/pRB et p14*RF/MDM2-MDMX/TP53. Sous I'action de
mitogenes, la CYCLINE D est synthétisée et se lie aux kinases CDK4-6. La phosphorylation de RB par CDK4-6 permet la libération des facteurs de

transcription £2F du complexe RB/E2F. Les €2F libres activent la transcription de génes nécessaires a I'entrée en phase S. €2F et MyC induisent p14°RF,

P14"R se lie a MDM2 et MDMX et empéche ces derniers de dégrader TP53. ’accumulation de TP53 induit I'apoptose, la sénescence ou I'arrét du cycle
cellulaire. Nutline-3 inhibe la liaison entre TP53 et MDM2-MDMX. Topotécan permet I'induction de TP53 en provoquant des dommages de I’ADN. B.

L’injection subconjunctivale simultanée de Nutline-3 et Topotécan permet une réduction des rétinoblastomes humains. Des cellules de rétinoblas-

tomes humains exprimant constitutivement la luciférase ont été injectées dans les yeux de souris immunodéficientes. Les souris non traitées déve-

loppent un rétinoblastome, visualisé par la luciférase (photo et cercles noirs sur le graphique de droite) alors que les souris traitées par la Nutline-3

ou le Topotécan développent un rétinoblastome de taille inférieure. ’administration simultanée des deux drogues (cercles ouverts sur le graphique

de droite) permet une réduction encore plus importante des rétinoblastomes (photographie donnée par M. Dyer).
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d’obtenir de trés bons résultats sur la
régression du rétinoblastome, et sur-
tout, d’éviter les profonds effets secon-
daires induits par les chimiothérapies. ¢
TP53 and RB tumor suppressor
pathways collaborate

in retinoblastoma genesis
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Au fil de la littérature "
sur les cellules €S L

Pierre Savatier

> En 2005-2006, la recherche sur les cel-
lules souches embryonnaires (€S) a été
marquée par deux avancées technologi-
ques majeures pouvant avoir un impact
en thérapie cellulaire (d’autres avancées
fondamentales dans ce domaine des
cellules €S ont été traitées par ailleurs
récemment dans Médecine/Sciences)
[1-3]. La premiére est la dérivation de
lignées de cellules souches pluripoten-
tes a partir de cellules somatiques chez
la souris. L'équipe de Shinya Yamanaka
(Nara, Japon) a obtenu la re-program-
mation de fibroblastes embryonnaires
et adultes grdce a la surexpression de
quatre facteurs de transcription, Oct4,
Sox2, Myc et KIf4 [4]. Ces facteurs sont
connus pour leur réle dans le maintien
des cellules €S a I’état pluripotent chez
la souris (Oct4, Sox2, Myc, KIf4) et chez
I’lhomme (Oct4, Sox2). Les cellules plu-
ripotentes ainsi obtenues sont appelées
iPS (induced pluripotent stem) afin de
les différencier des véritables cellules €S
obtenues a partir d’embryons. Les cel-
lules iPS présentent les caractéristiques
cardinales de cellules €S, en particulier
un potentiel de prolifération illimité et
la capacité de différenciation en cel-
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lules des trois feuillets embryonnaires,
ectoderme, mésoderme et endoderme,
et ce en I'absence d’anomalies chromo-
somiques. On ne peut exclure, ni que les
cellules ainsi reprogrammées sont des
cellules souches tissulaires résiduelles
(et non des fibroblastes différenciés), ni
que ce processus de re-programmation
nécessite un ou plusieurs événements
secondaires de nature inconnue, car
Iefficacité de cette re-programmation
est faible. Néanmoins, ce travail fait la
preuve du concept de re-programmation
directe d’une cellule somatique en cel-
lule souche pluripotente. La preuve de
ce concept doit maintenant étre faite
chez 'lhomme. La capacité de cellules
iPS humaines a s’autorenouveler sans
altération génétique dans un milieu de
culture dépourvu de composants d’ori-
gine animale, puis a se différencier in
vitro en cellules d’intérét thérapeutique,
devra étre étudiée et confirmée. Lef-
ficacité de la re-programmation devra
étre augmentée, sans doute grdce a
I’ajout d’autres génes de pluripotence ou
a Putilisation d’inhibiteurs pharmacolo-
giques de diverses voies de signalisation
impliquées dans la différenciation. A
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terme, cette technologie est susceptible
de permettre la production de cellu-
les différenciées histocompatibles sans
passer par I’étape du transfert nucléaire
et la constitution d’embryons clonés.
Par ailleurs, cette avancée technologi-
que illustre la nécessité de poursuivre
les recherches sur les mécanismes de
controle de Iautorenouvellement et de
la pluripotence des cellules €S afin, a
terme, de maitriser totalement le pro-
cessus de re-programmation.

La deuxieme avancée concerne I’identifi-
cation de facteurs de croissance (et des
voies de signalisation correspondantes)
capables de maintenir les cellules €S
humaines (HES) dans un état d’autore-
nouvellement. Plusieurs travaux réalisés
par les équipes de Jamie Thomson (Uni-
versité du Wisconsin, £tats-Unis) [5, 6],
Ali Hemmati-Brivanlou (Université Roc-
kefeller, Etats-Unis) [7] et Roger Peder-
sen (Cambridge, Royaume-Uni) [8, 9]
ont démontré le role de I"Activine et de
Nodal (facteurs de la famille du TGF-f3,
transforming growth factor f3), ainsi que
des facteurs FGF2 et Wnt, dans la stimu-
lation de I"autorenouvellement et 'inhi-
bition de la différenciation. €n revanche,



