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RESUME

TP53 est un geéne suppresseur de tumeur muté dans la moitié¢ des cancers humains dont
I’étude est d’une importance clinique majeure. Il code pour la protéine p53, classiquement
connue sous le nom de « gardien du génome » mais aux fonctions cellulaires variées et aux
régulations complexes. Ma thése s’est articulée autour de ces deux aspects de p53 : son role
anti-tumoral et son implicationdans de nouveaux processus cellulaires.

La plupart des mutations de 7P53 affectent le domaine de liaison a I’ADN de la
protéine, et sont situées au niveau de sept « hotspot » mutationnels. Parmi elles, la mutation
Y220C présente un intérét particulier. Elle est retrouvée dans 100 000 nouveaux cas de cancer
par an et dans 10 familles Li-Fraumeni de prédisposition au cancer. Pour étudier cette
mutation in vivo, j’ai créé au cours de ma thése le modéle murin exprimant une protéine p53
portant la mutation Y217C équivalente a la Y220C humaine. La caractérisation phénotypique
de cette souris nous a permis de démontrer que non seulement la mutation inactive la fonction
de la protéine mais qu’elle semble également conférer de nouvelles fonctions oncogéniques.
Plus intéressant encore, ce modele propice au développement de cancers, constitue un tres
bon outil pour le test d’une nouvelle stratégie thérapeutique spécifique de cette mutation et
¢élaborée par notre collaborateur Alan Fersht.

. \ - A31/A31
Par ailleurs, le modéle murin p53

, créé dans notre laboratoire, a permis de
démontrer in vivo le role de régulateur négatif du domaine C-terminal de p53 sur son
activité, et, de fagon surprenante, s’est avéré modéliser la dyskératose congénitale, un
syndrome de dysfonctionnement télomérique conduisant a une insuffisance médullaire. Au
cours de mes travaux de recherche, j’ai identifi¢ les mécanismes responsables du
dysfonctionnement des télomeéres, et j’ai ensuite montré que les cellules de cette souris
miment également les cellules d’un autre syndrome d’insuffisance médullaire ; ’anémie de
Fanconi.

Mes deux projets de recherche démontrent qu’une p53 hyperactive est tout autant
délétere pour ’organisme qu’une p53 inactive ou dont ’activité est modifiée. Ma thése place

ainsi cette protéine a double facette au sein de nouvelles voies cellulaires mais également au

centre de stratégies thérapeutiques prometteuses.
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L. Le cancer

I.A. Généralités

Le cancer est une pathologie multifactorielle caractérisée par la présence d'unetumeur
maligne formée a partir de la transformation, la croissance incontrdlée et la propagation
anarchique de cellules anormales au sein d’un tissu de 1’organisme. Le terme cancer recouvre
un vaste ensemble de maladies, cataloguées selon les cellules et les tissus a partir desquels les
cancers se forment. Les tumeurs sont des tissus complexes composés de types cellulaires
multiples et distincts qui participent a I’hétérogénéité tumorale a travers des interactions entre
elles et avec le « microenvironnement tumoral »'. Au moins 200 types de cancers sont répartis
en deux grandes catégories selon leur origine cellulaire : les cancers « solides » (les
carcinomes, les sarcomes) et les cancers « liquides» ou hématologiques(les leucémies, les
lymphomes). Le cancer constitue un enjeu mondial de santé publique car son incidence ne
cesse d’augmenter en raison du vieillissement de la population ainsi que de ’adoption de
modes de vie aggravant les risques de cancer (tabagisme, obésité, reproduction tardive,
etc.).En 2012, 14,1 millions de nouveaux cas de cancer, 8,2 millions de décés causés par le
cancer et 32,6 millions de personnes vivant avec un cancer ont été recensés dans le monde par
I’étude « GLOBOCAN 2012 »°. Selon cette étude, les cancers des poumons et des seins sont
les plus fréquemment diagnostiqués chez les hommes et les femmes respectivement. Selon
cette méme étude, les données épidémiologiques sont différentes dans les pays développés
(cancer de la prostate chez les hommes et des poumons chez les femmes), probablement de
par le développement des thérapies anti-cancéreuses et de la détection précoce de la

maladie®”.

L.B. Le processus de tumorigenése

Les processus de prolifération cellulaire et de mort cellulaire programmée sont a 1’état
basal finement régulés pour assurer I’intégrité des tissus et des organes. Le processus de
tumorigenese est caractéris€é par des changements au niveau cellulaire, génétique et
épigénétique induisant la reprogrammation de la cellule qui va perdre le contréle des divisions
cellulaires. En cas d’agressions environnementales (exposition a des carcinogénes chimiques,
des rayonnements, des virus, des xénobiotiques, etc.), génétiques (mutations germinales ou
somatiques, réarrangements chromosomiques, etc.) ou méme épigénétiques, cette balance

peut étre déséquilibrée en faveur de la prolifération de la cellule qui va coloniser le tissu et



perturber son homéostasie cellulaire. En effet, le cancer est une pathologie clonale qui est
caractérisée par une hétérogénéité cellulaire au sein d’une méme tumeur *. La transformation
maligne est un processus avec de multiples étapes d’accumulations successives d’altérations
des génes codant pour des onco-protéines, des suppresseurs de tumeur et des génes de la
réparation de I’ADN(voir paragraphe [.C ci-dessous). Les cancers sporadiques sont
majoritaires (90 % des cancers humains) et causés par des mutations somatiques. De
plus,desaltérations germinales peuvent entrainer la transmission héréditaire de la
prédisposition a certaines formes de cancers. Les cancers héréditaires sont rares (comme
le rétinoblastome) et certains syndromes de prédisposition aucancersont définis par le fait
qu'il existe des familles présentant une incidence ¢élevée de cancers, comme les cancers
coliques familiaux ou des familles avec association de cancers du sein et de l'ovaire.

Les caractéristiques (hallmarks) du cancer sont des capacités tumorales acquises
progressivement par les cellules et essentielles a leur transformation. Ainsi, selon Hanahan et
Weinberg, les cellules cancéreuses peuvent survivre, proliférer et se disséminer grace a leurs
capacités a maintenir les signaux de prolifération, échapper aux suppresseurs de croissance,
résister a la mort cellulaire, permettre 1’immortalité réplicative, induire 1’angiogenése,activer
I’invasion et la dispersion métastatique, auxquelles s’ajoutent les capacités d’échapper a la

destruction par le systéme immunitaire et & déréguler le métabolisme énergétique’ (Figure 1).

Sustaining proliferative Evading growth
signaling Suppressors

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Resisting @F = Enabling replicative
cell death IV immortality

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Figure 1 : Les caractéristiques du cancer. Figure adaptée de réf.'



Une thérapie anti-tumorale efficace devrait combiner des stratégies qui ciblent
plusieurs de ces capacités a la fois, afin d’éviter que les cellules cancéreuses modulent leurs
dépendances vis-a-vis de ces différentes voies. Il est important de noter que ces multiples
facettes du cancer sont reliées les unes aux autres par certains facteurs clés. L’étude de ces
facteurs pourrait donc permettre de mieux comprendre les mécanismes de la progression
tumorale et 1’¢laboration de stratégies thérapeutiques plus efficaces. Un facteur majeur qui
agit au niveau de plusieurs voies du processus de tumorigenése est le suppresseur de tumeur

pS3.

I.C. Oncogénes et suppresseurs detumeur

Les changements que subissent les cellules tumorales au cours de leur transformation
impliquent 1’activation d’oncogénes et 1’inactivation de génes suppresseurs de tumeur (et de
la réparation de I’ADN). Les oncogeénes sont une catégorie de génes dont l'expression favorise
la survenue de cancers. Ce sont des génes qui codent pour des onco-protéines : protéines
stimulant la division et qui déclenchent une prolifération désordonnée des cellules. Les plus
connus sont les génes RAS, MYC, et ABL. La seconde catégoric comprend les génes
suppresseurs de tumeur qui sont des régulateurs négatifs de la prolifération
cellulaire. Contrairement aux oncogénes qui deviennent hyperactifs dans les cellules
cancéreuses (par surexpression ou activation constitutive par exemple), les génes suppresseurs
de tumeur perdent leur fonction dans les cancers. Il peut s'agir soit de délétions d'une région
du chromosome contenant le géne, soit de mutations ponctuelles qui altérent sa fonction. Pour
que la fonction d’un géne suppresseur soit perdue, il est nécessaire que les deux copies
du gene soient inactivées, alors que les oncogenes subissent des modifications dominantes.
Pour qu’un géne soit formellement considéré comme suppresseur de tumeur, deux critéres
supplémentaires sont requis : des mutations germinales de ce géne devraient pouvoir conférer
une susceptibilité au cancer chez I’Homme, et sa perte de fonction dans un modele animal
devrait conduire au développement de tumeurs in vivo. Le premier géne suppresseur de
tumeur, RB1, a été découvert dans le rétinoblastome, un cancer de 1’ceil chez ’enfant. Par la
suite de nombreux geénes suppresseurs ont été découverts. Certains sont inactivés plus
spécifiquement dans certains types de cancer,a l'instar de BRCAI et BRCA2 dans les cancers
du sein ou d'4PC dans les cancers du célon. D’autres génes suppresseurs de tumeur ont un
spectre d’inactivation plus large comme7P53 qui est inactivé dans au moins la moiti¢ des

cancers humains >°.



I1. p53 : généralités

ILI.A. Historique

Découvert il y a presque 40 ans, p53 est le suppresseur de tumeur le plus étudié avec
plus de 80 000 publications recensées a ce jour. L’analyse des tumeurs humaines révéle le
role crucial de p53 dans la suppression tumorale. Le géne 7P53 humain est situé sur le
chromosome 17 et code pour la protéine p53. Il est muté dans plus de la moitié des cancers
chez I’Homme, et des altérations de ses régulateurs ou de ses cibles sont retrouvées dans les
cas restants '. En 1979, la protéine p53 a été initialement identifiée comme un oncogéne par
différents groupes qui I’ont simultanément retrouvée complexée avec 1’antigene T du virus
SV40 dans les cellules subissant une transformation tumorale !, Par la suite, d’autres études
ont identifi¢ des interactions entre cette protéine de 53 kDa et des protéines d’adénovirus et
du papillomavirus humain. Cet «antigéne tumoral » est surexprim¢ dans des cellules
tumorales et semble participer, en coopération avec d’autres oncogenes comme HRAS, a la
transformation de cellules primaires en culture.

Ce n’est que dans la deuxiéme décennie de sa découverte que TP53 s’est vu attribué sa
vraie casquette de suppresseur de tumeur. Cet erratum découle notamment du fait que « les
pS3 » étudiées initialementportaient des mutations altérant leur fonction. Ainsi, la
surexpression de p53 dans les tumeurs s’avére le résultat de I’accumulation d’une protéine
mutée ayant perdu ses fonctions et acquis des capacités oncogéniques. De plus, le géne TP53
utilisé dans les expériences de surexpression était cloné a 1’origine a partir d’une séquence
portant une mutation faux-sens (a effet dominant négatif) qui inhibe I’activité de la protéine
p53 sauvage (Wild-Type ou WT). Une fois cette séquence sauvage déterminée, les
démonstrations du réle majeur de p53dans la suppression tumorale en ont découlé. En effet,
des lignées cellulaires de cancer colorectal expriment un allele 7P53 portant une mutation
ponctuelle et un alléle portant une délétion, ce qui constitue la signature caractéristique des
suppresseurs de tumeur'. Des mutations ou délétions de TP53 ont par la suite été retrouvées
dans plusieurs types de tumeurs. De plus des mutations germinales de 7P53 causent le
syndrome de cancers familiaux Li-Fraumeni de prédisposition a plusieurs tumeurs avant I’age
de 45 ans. Enfin, la démonstration formelle de I’importance de p53 dans la suppression
tumorale in vivo découle de la création de souris inactivées pour le géne murin Trp53 . Ces
souris p53 « Knock-Out » (p53“®ou KO) sont viables, mais développent spontanément et

rapidement des lymphomes et des sarcomes '*. L’étude de p53 a ainsi pris une place majeure
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en cancérologie et durant les deux derniéres décennies, I’attention a été portée sur 1’analyse
des fonctions de p53 et de ses régulations, des domaines encore a décrypter aujourd’hui, en

projetant sur les applications thérapeutiques possibles.

I1.B. Famille p53

TP63 et TP73 sont deux homologues de 7P53 qui partagent sa fonction, sa structure et
son origine qui a dérivé d’un geéne ancestral proche d’un géne combiné p63/p73 B,
L’évolution de cette famille de protéines a consisté au passage d’une forme dimérique chez
les invertébrés pour le controle de la stabilité génétique dans les cellules germinales a une
forme tétramérique de p63 et p73 jouant un role dans le développement chez les mammiferes,
pour aboutir a la forme tétramérique du suppresseur de tumeur p53. Les trois membres de
cette famille ont une structure modulaire proche qui inclut un domaine de transactivation
(TAD), un domaine de liaison a ’ADN (DBD) et un domaine d’oligomérisation (OD) C-
terminal. Du point de vue fonctionnel, ces homologies de séquence et d’architecture
structurale avec p53, permettent aux protéines p63 et p73 de former des oligoméres, de lier
I’ADN et de transactiver des geénes cibles de p53. Elles peuvent ainsi promouvoir certaines
des réponses de p53 aux dommages a I’ADN comme 1’arrét du cycle cellulaire, la sénescence
et ’apoptose, mais également de coopérer avec pS3 dans un réseau d’interactions complexes
', Chacun de ces trois génes est exprimé sous formes de multiples isoformes protéiques
générées par la présence de promoteurs alternatifs, de sites d’initiation de la traduction
internes et de sites d’épissage alternatifs. Au moins 6 et 14 isoformes ont été décrites comme
exprimées a partir des génes TP63 et TP73respectivement '’ mais d’autres isoformes peuvent
étre théoriquement traduites a partir de nombreux transcrits potentiels (29 isoformes
théoriques pour p73 par exemple) '8 En effet, I'utilisation de sites alternatifs d'initiation de la
transcription géneére deux types d’isoformes. Les isoformes longues ou «TA »
transactivatrices contiennent un exon N-terminal codant pour un TAD similaire a celui de
p53. En général, les isoformes TA exercent des fonctions similaires a cellesde p53 pour la
suppression tumorale en raison deleur capacité a transactiver des génes cibles de p53
impliqués dans I’arrét du cycle cellulaire, la sénescence, 1’apoptose, le maintien de la stabilité
génomique et dans la limitation de la migration cellulaire et des métastases. Les isoformes
courtes ou « AN » sont celles qui ont perdu le domaine TAD. Les variants AN-p63 et AN-p73
peuvent lier I’ADN mais sont incapables de transactiver les promoteurs cibles canoniques de
p53. Ils peuvent méme jouer un role dominant négatif inhibiteur de 1activité

transcriptionnelle des autres membres actifs de la famille'.
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Le géne TP53 humain, qui a dérivé deduplications géniquesd’un hybride p63/p73 *°,
présente la méme structure que 7P63 et TP73 et code pour au moins 12 isoformes différentes.
La majorité de ces isoformes partagent le DBD de la p53 canonique (p53 pleine longueur)
mais contiennent des TAD et des extrémités C-terminales distinctes, régulant ainsi
difféeremment I’expression des geénes cibles. De plus, leur expression différentielle dans les
cancers humains (ainsi que dans les tissus normaux) suggére qu’elles exercent des fonctions
biologiques variées et modulent I’activité de la p53 pleine longueur'’. Toutes ces observations
suggerent que pS53 agit au sein d’un réseau de protéines variées de la méme famille mais aux
roles distincts. La séquence des genes 7P53 humain et 7rp53 murin (au moins 6 isoformes
différentes), ainsi que la structure, les fonctions et les régulations des différentes isoformes
pour lesquelles ils codent sont trés similaires et conservées au cours de I’évolution (tout
comme ses homologues p63 et p73). Cette forte homologie justifie 1’utilisation des souris de
laboratoire comme modele pertinent pour 1’étude de la complexité de la voie p53.Certains
mammiferes résistants au cancer présentent au contraire des particularités évolutives comme
le grand nombre de copies du géne codant pour p53 chez 1’éléphant (environ 20 copies) 2%ou
la résistance du rat taupe-nu a la transformation tumorale méme dans un contexte de délétion
de p5321,

p63 et p73 ont également chacune des fonctions biologiques spécifiques et distinctes
de celles de p53. Par exemple, p63 joue un role majeur dans le développement des cellules
épithéliales et la régulation de la différenciation des cellules souches épithéliales, alors que
p73 est indispensable pour le développement neuronal. Les données actuelles suggérent que la
réponse cellulaire médiée par p53 résulte d’un groupe d’interactions protéiques entre les
différents membres de cette famille d’isoformes plutdt que I’action d’une seule protéine, et

< 1z . .. 19
ceci dépend du contexte cellulaire ou des conditions de stress .

I1.C. Régulations de pS53

Dans des conditions cellulaires normales, la protéine p53 a une durée de vie courte et
est régulée en grande partie par la modulation de sa stabilité protéique. En réponse a divers
stress cellulaires, p53 est induite, essentiellement via le blocage de sa dégradation, entrainant
une augmentation de ses niveaux cellulaires.Des niveaux élevés de p53 conduisent a
I’activation d’une multitude de réponses cellulaires anti-tumorales (voir paragraphe IV.A.).
La plupart de ces mécanismes sont cytotoxiques et nécessitent une régulation fine de p53 en

absence de stress. Vu son role majeur de suppresseur de tumeur, I’inactivation de p53 par
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mutations est I’événement le plus commun dans le processus de développement tumoral (plus
de 50% des tumeurs humaines invalidées pour 7P53). Dans les cancers qui retiennent une
activité sauvage de p53, des altérations des régulateurs de p53 sont retrouvées. Ces tumeurs
non mutées pour p53, sur-expriment souvent un de ses régulateurs négatifs MDM2 ou
MDM4, empéchant son activation et conférant ainsi un avantage sélectif aux cellules
cancéreuses”>>. Eneffet, des niveaux protéiques bas de p53 sont maintenus par sa poly-
ubiquitination médiée principalement par le domaine RING de I’E3 ligase MDM2 (murine
double minute 2) entrainant sa dégradation par le protéasome. MDM4 (également appelé
MDMX) est unhomologue structural de MDM2 mais dont le domaine RING n’a pas
d’activité E3 ligase fonctionnelle, et qui agit principalement comme un inhibiteur de I’activité
transcriptionnelle de p53. L’importance de cette régulation est révélée par la létalité
embryonnaire des souris KO pour Mdm2 ou Mdm4, due a une activationde p53 '°.De plus
I’activation excessive de p53 dans certains types cellulaires peut perturber I’homéostasie et le
bon développement des tissus >*.

Six lysines dans le domaine C-terminale (C-ferminal domain ou CTD) de p53 sont des
cibles majeures de son ubiquitination par MDM?2 : K370, K372, K373, K381, K382 et K386
" La régulation de p53 est plus complexe et implique d’autres lysines, d’autres ligases ainsi
que d’autres régulateurs 2°. De plus, MDM2 joue un rdle post-ubiquitination en facilitant
I’interaction de p53 avec le protéasome. Par ailleurs, en présence de niveaux faibles de
MDM?2, p53 est mono-ubiquitinylée (et sumoylée), ce qui peut faciliter son export nucléaire
par exemple®. Par ailleurs, MDM2 et MDM4 peuvent former un dimére via leurs domaines
RING respectifs, ce qui augmente D’activité ubiquitine-ligase de MDM2 ', suggérant que
MDM4 joue un role de cofacteur ou de E4 ligase. Ainsi, 1’activité E3 ligase de MDM2 est
elle-méme régulée par de multiples parametres, notamment son domaine RING, son
interaction avec MDM4, ainsi que des SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) dans sa
séquence régulant son niveau d’expression comme le SNP309 (rs2279744)qui modifie son
niveau et donc altére la voie p53 *°. De plus un SNP en 3’UTR du géne MDM4participe 4 la
régulation de I’expression de ce-dernier 2°. Enfin, MDM2 et p53 s’autorégulent via une
boucle de rétrocontrdle négative. En effet, MDM?2est un géne cible de p53 qui est transactivé
suite a I’activation du facteur de transcription p53. Ceci permet de rétablir les niveaux
« physiologiques » de p53,apres disparition du stress a 1’origine de son induction.

Ces principaux régulateurs négatifsde p53, MDM2 et MDM4, peuvent interrompre de
maniére stérique les associations de la machinerie transcriptionnelle avec p53 et recruter des

histones deacétylases. Par ailleurs, MDM2 peut inhiber ’activité transactivatrice de p53 en
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liant son TAD N-terminal ou en perturbant la conformation du DBD de p53, inhibant ainsi sa
liaison a ses éléments de réponse (Response Elements ou REs) spécifiques. Certaines études
suggérent que MDM2 peut inhiber indirectement la traduction de I’ARNm de p53*’, alors que
d’autres équipes ont conclu que MDM2 peut interagir directement avec ’ARNm de p53 et
stimuler sa traduction **. De facon surprenante MDM2est également capable de réguler
négativement les niveaux de son partenaire MDM4, aprés irradiation, activant ainsi pS3. De
plus, en réponse aux dommages a I’ADN, MDM4 peut induire un changement
conformationnel de p53 qui la protége de la dégradation par le protéasome **.Le fait que p53
est maintenue sous une forme intrinséquement active mais transcriptionnellement inactive par
la liaison de MDM2 et MDM4 a été intégré dans un modele d’activation de p53 par « dé-
répression ». Cette levée de la répression peut étre médiée par 1’ubiquitine protéase HAUSP
par exemple, responsable de la dé-ubiquination de MDM2 et MDM4. HAUSP perd son
interaction avec p53 en réponse a certains stress, et permet de libérer ce dernier de ses
inhibiteurs ' Tous ces mécanismes sont coordonnés, contexte-dépendants, et

complémentaires pour la régulation de p53.
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Figure 2: Schéma simplifié de la régulation de p53 par MDM2 et MDM4. Figure extraite
de réf.
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A noter que MDM2 et MDM4 peuvent avoir des roles dans la tumorigencse
indépendamment de p53. Par exemple, MDM?2 peut ubiquitinyler et dégrader des régulateurs
du cycle cellulaire (RB, p21, et FOXO3A) ou de la transition épithélio-mésenchymateuse (E-
cadhérine). De plus, MDM2 peut jouer un rdle dans la suppression de I’apoptose, en
augmentant la traduction du geéne anti-apoptotique X/AP.MDM4 peut lier et inhiber des
membres des familles de facteurs de transcription E2F et SMAD. MDM2 et MDM4 sont
¢galement impliquées dans la promotion de [Iinstabilit¢ génomique, notamment via
I’interaction avec des protéines de la voie de réponse aux dommages 4 I’ADN tel ATM *.

Il existe au moins 15 ubiquitine E3 ligases capables de réguler p53 (PIRH2, TRIM24,
COP1, ARF-BPI, etc.)mais ceci selon le contexte et le type cellulaire. La régulation de p53
est encore plus complexe et implique entre autres, d’autres partenaires, des modifications
ainsi que l’expression différentielle de différentes isoformes (de p53, de MDM2 et de
MDM4). En effet, p53 a un grand nombre de partenaires en amont et en aval de son action.
Par exemple, en réponse aux signaux d’hyerproliféra‘[ion,p14/p19Arf

de p53 (via une action sur MDM2, MDM4 ou NF-xB). De plus, USP10 dé-ubiquitine p53 et

peut stimuler les niveaux

la stabilise en réponse aux stress génotoxiques25 .

Par ailleurs, p53 est sujette a de nombreuses autres modifications post-traductionnelles
(PTM) que I’ubiquitination, comme la phosphorylation, 1’acétylation, la méthylation et la
sumoylation qui jouent un role dans la régulation de la voie p53. Une des PTM qui semble
importante pour la régulation de p53 est son acétylation par CBP et p300 au niveau des six
lysines C-terminales qui sont sujettes a 1’ubiquitination par MDM2. L’acétylation de ces
résidus est mutuellement exclusive avec leur ubiquitination, empéchant ainsi la régulation
négative par MDM2. Cette PTM peut également bloquer le recrutement de MDM2 et MDM4,
faciliter le recrutement de facteurs de transcription spécifiques aux promoteurs des geénes a
transactiver, et améliorer la capacité de p53 a lier certains REs. De plus, I’acétylation de la
lysine 320 (situ¢ dans le domaine de tétramérisation) par PCAFfacilite la transactivation des
génes impliqués dans D’arrét du cycle, modulant ainsi la réponse a p53. Certaines
phosphorylations N-terminales de p53 en réponse aux dommages a I’ADN diminuent la
liaison de p53 8 MDM2 " (voir paragraphe IIL.A.1).

Des protéines ribosomales (RPs) peuvent également réguler p53. Bien que la plupart
des RPs stabilisent p53 en empéchant son ubiquitination par MDM2, certaines peuvent activer
p53 via d’autres mécanismes. Par exemple, RPL26 peut lier le 5’UTR de I’ARNm de p53 et
augmenter ainsi la traduction de p53. MDM2 peut également interagir avec RPL26 pour

contrecarrer cette action. Un autre exemple del’action des RPs sur p53 est la protéine RPL11
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qui peutlibérer p53 de la répression transcriptionnelle médiée par MDM2*° Enfin, un autre
mécanisme de dérégulation de p53 dans certains cancers peut faire intervenir la surexpression
de miRNAs. En effet, au moins onze miRNAs régulent négativement 1’expression de p53 en

ciblant sa région 3’UTR *',

I1I. pS3 : un facteur de transcription

III.A. Structuremodulaire

Le géne 7P53humain est situé sur le bras court du chromosome 17 (17pl3.1),
constitu¢ de 11 exons et code un ARN messager (ARNm) de 2,8 kb. La protéine pleine
longueur (full length ou FL) traduite compte 393 acides aminés (aa) et a un poids moléculaire
empirique d’environ 53 kDa, d’ou son nom. p53 est un facteur de transcription (voir
paragraphe III.B.) qui, sous sa forme homotétramérique, induit 1’expression d’un large
éventail de génes cibles impliqués dans différentes réponses cellulaires'”. La protéine présente
donc une structure modulaire typique des facteurs de transcription a 5 domaines
fonctionnellement distincts : un domaine de transactivation N-terminal (TransActivation
Domain ouTAD), un domaine riche en proline (Proline Rich Domain ou PRD), un domaine
de liaison a I’ADN (DNA Binding Domain ou DBD), un domaine de tétramérisation
(Tetramerization Domain ou4D) et un domaine régulateur C-terminal (C-Terminal

Domain ou CTD)* (Figure 3).

NES signal NES signal

l NLS signal

vk i 11 ]

1 62 97 102 292 305 32

Figure 3 : La structure modulaire de p53 humaine : une protéine a 5 domaines. Figure
adaptée de réf.>

Chez la souris, le gene Trp53 est localisé sur le chromosome 11.11 partage une grande
homologie avec le géne humain et code une protéine modulaire de 390 acides aminés ayant
une structure trés similaire a celle de la protéine humaine (a I’exception d’un décalage de 3
acides aminés).Les fonctions de chaque domaine ont d’abord été largement étudiées dans des

expériences in vitro. Cependant, les résultats de ces analyses ont souvent été contestés par les



études de modéles murins générés par ciblage de mutations au locus Trp353*%. Ces fonctions

sont discutées ci-dessous.

III.A.1. La région N-terminale

La région N-terminale de p53 est une région intrinséquement instable et nativement
non structurée, composée des 100 premiers acides aminés de p53. Elle consiste en un domaine
acide, le domaine de transactivation ou TAD,qui peut étre divisé en deux sous-domaines :
TADI1 (résidus 1-40)et TAD2 (résidus 41-62), et un domaine riche en proline ou PRD

(résidus 63-97), ainsi qu’un signal d’export nucléaire ou NES(voir Figure 3).

Le domaine de transactivation (TAD)est constitué des résidus 1 a 62. C’estle domaine

fonctionnel de p53, qui induit la transactivation des génes cibles de ce facteur de transcription.
L’activit¢ du TAD est finement régulée par des cofacteurs, des inhibiteurs et des
phosphorylations. En effet, ce domaine constitue un site de liaison a une multitude de
protéinesqui interagissent entre elles. Ces liaisons sont favorisées par sa structure
intrinseéquement instable, et la phosphorylation affecte surtout la structure du TAD quand
celui-ci est lié a ses partenaires™. Il interagit avec les composants de la machinerie
transcriptionnelle (les TAFs et les TBPs, membres des complexes de facteurs de transcription
TFII), avec I’histone acétyl-transférase p300/CBP (CREB-Binding Protein) qui est un
activateur de la transcription, ainsi qu’avec les principaux régulateurs négatifs de p53:
MDM?2 et MDM4*?. De plus, le TAD peut subir des modifications post-traductionnelles au
niveau de plusieurs résidus, principalement des sérines et thréonines qui sont phosphorylées,
en réponse a certains stress cellulaires, par des kinases dont celles impliquées dans la réponse
aux dommages a I’ADN comme ATM/ATR, CHKI/CHK2 etHIPK. Par exemple, la
phosphorylation des sérines 15 et 20 peut perturber la liaison de MDM2 a p53, et celle de la
sérine 46 peut controler 1’induction des geénes apoptotiquescomme p3534IP1, p53DINPI,
PUMA et NOXA™. Les résidus leucine 22 et tryptophane 23 (L25 et W26 chez la souris), sont
également indispensables a 1’interaction avec MDM2, et leurs mutations affectent sévérement
la capacité transactivatrice de p53°°.

Les délétions et autres mutations du TAD ont suggéré que le TADI est nécessaire
pour I’arrét du cycle cellulaire (mutations L22Q/W23S), tandis que le TAD?2 serait important
pour I’induction de I’apoptose (mutations W53Q/F54S ou délétions des résidus 43—-63). Dans
le modéle murin p53*%% (ou p53%°), les mutationsL25Q et W26Sau niveau du TADI,

25,26/25,26
3

conduisent a un phénotype de 1étalité embryonnaire. L’analyse des cellules p5 a

montré que le mutant p53©présente effectivement un défaut d’induction des génes cibles
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classiques de p53 comme p21, Noxa, Puma et Perp, en réponse aux dommages a ’ADN et
aux signaux oncogéniques. Ceci montre que le TADI est essentiel pour [’activité
transactivatrice de p53 pour un grand nombre de génes cibles connus® . Cependant, ce mutant
retient une capacité a activer d’autres geénes cibles, notamment Bax. D un point de vue activité
biologique, ce mutant est incapable d’induire le cycle cellulaire ou I’apoptose en réponse aux
dommages a I’ADN mais est capable d’induire ’apoptose en réponse aux stress non
génotoxiques (privation de sérum ou conditions hypoxiques) et conserve méme son activité de
suppresseur de tumeur (par son activité résiduelle ou un nouveau programme transcriptionnel
p53-dépendant)®®. En revanche, les mutations L25Q, W26S, W53Q, F54S au niveau du TAD]1
et du TAD2 entrainent une perte totale des fonctions de transactivation et de suppression

2526,53,54 .
377777 qui se comporte alors comme un mutant nul ou KO (alors que

tumorale du mutant p5
le mutant p53°***du TAD2 se comporte comme un sauvage ou WT)’". De plus, le modéle
murin p532>202%? a permis de montrer une interaction génétique entre la p53 au TAD inactif
et la p53 WT pendant le développement de I’embryon™.

Ainsi, le TAD (et essentiellement le TAD1) joue un réle important dans la fonction
transcriptionnelle de p53 mais celle-ci ne semble pas indispensable pour D’activité de
suppression tumorale, suggérant 1I’implication d’autres fonctions (et domaines) de p53. De
plus, ceci suggere que TADI et TAD2 ont des fonctions redondantes dans la suppression
tumorale, ce qui pourrait expliquer pourquoi les mutations dans le TAD sont rares dans les

cancers humains®.

Le signal d’export nucléaire N-terminal (NES)contient les résidus 11 a 27. Les résidus

sérine 15 et sérine20 sont importants pour la réponse aux dommages a I’ADN et sont
phosphorylés suite a ce stress. Les substitutions de ces sérines en acide aspartique (S15D et
S20D), qui empéchent cette phosphorylation, résultent en une diminution de I’export
nucléaire.Cette phosphorylation permettrait donc d’inhiber le NES afin de séquestrer la

protéine p53 dans le noyau, ou elle exerce sa fonction®'.

Le domaine riche en proline (PRD)est la région située entre le TAD et le domaine de

liaison a I’ADN. Il est constitué¢ des résidus 63 a 97 et contient 15 prolines et 5 motifs
PXXP,ou P est une proline et X tout autre acide aminé. Ces motifs permettent des interactions
protéiques en se liant a des domaines SH3 (Src Homology 3) et facilitent également
I’interaction de p53 avec p300.La prolyl isomérase PIN1 affecte la conformation des prolines,

réduisant la liaison de MDM?2 et facilitant ainsi 1’accumulation de p53. Les motifs PXXP ne
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sont pas conservés chez les mammiféres mais la prévalence des prolines est maintenue (avec
deux motifs PXXPchez la souris par exemple)*, suggérant un réle structural et/ou fonctionnel
des prolines. Le PRD contribue a la régulation de la stabilit¢ de p53 et a sa capacité de
transactivation.

Des modéles murins ont été générés pour étudier le role du PRD in vivo. La protéine
p53“Test délétée des acides aminés 75 & 91 incluant tous les motifs PXXP et les sites putatifs
de fixation de PIN1 (Figure 4). Dans ce modéle, la délétion du PRD entraine une diminution
de la capacité de transactivation et une augmentation de la régulation négative par MDM?2.

34PPprésentent un défaut de I’arrét du cycle cellulaire, mais une réponse

Les cellules p5
apoptotique conservée. De plus, une forte activité de p53 est 1étale au cours du développement
embryonnaire comme démontré dans les modéles murins inactivés pour un de ses principaux
régulateurs négatifs, MDM2 ou MDM4.La protéine p53“" est capable de sauverin vivole
phénotype de 1étalité embryonnaire causé par la déficience en MDM4, et cecipar réduction de

Iactivité de p53 *. La protéine p53*F agit donc comme une protéine hypomorphe. Ces

TTAA AXXA
3 3

résultats, ainsi que 1’analyse d’autres mutants (p5 etp5 ), suggerent que ces sites
d’interactions protéiques ne sont pas indispensables pour 1’activité anti-tumorale de p53. Ces
derniers modéles montrent par ailleurs que la longueur de la région est cruciale. Une
hypothése est que ce domaine joue le role de séparateur entre les différents domaines

fonctionnels*>
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Figure 4: La séquence du PRDd’une sourissauvage et destrois souris mutées étudiées dans
)
réf.

mAPro

A D’inverse, la délétion des résidus 58 a 88 incluant le PRD (mutant p53 ) conduit

a un défaut de la réponse apoptotique et un arrét efficace du cycle dans les cellules
hématopoiétiques. Les souris p53™F™AP° présentent une différentiation altérée des

lymphocytes B dans la moelle osseuse et la rate et développent des lymphomes B tardifs®

Les différences apparentes entre les réponses de p53%° et p53™™ ont été ultérieurement
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partiellementexpliquées. En effet, le PRD semble étre important dans la réponse aux
dommages a ’ADN induits par les radiations gamma, mais pas dans la réponse aux
oncogénes ni au stress oxydatif*. Par ailleurs une étude récente a montré que le PRD de p53
peut jouer un réle dans d’autres réponses, comme la régulation des génes SPDEF et BCL-2,
impliqués dans le phénotype d’hypersécrétion de mucus chez I’Homme et chez la souris
* Enfin, il existe un polymorphisme (P72R, rs1042522) dans la séquence du PRD humain qui
module les réponses cellulaires dépendantes de pS53sans affecter la capacité de suppression
tumorale’®*’. Le PRD semble donc important pour la régulation fine de la réponse cellulaire

p53-dépendante.

II1.A.2. La région centrale
Le domaine de liaison a I’ADN (DBD) de p53 contient les résidus 102 a 292 (Figure

3). p53 régule la transcription des geénes cibles par la liaison du DBD a des séquences d’ADN
double-brin spécifiques dans les promoteurs de ces génes appelés ¢Eléments de
réponse ouREs™® (voir paragraphe I11.B).Les études cristallographiques montrent que le DBD
consiste en unempilement de feuillets f semblable a celui de 1’immunoglobuline
(immunoglobulin-like p-sandwich) qui fournit I’échafaudage pour la surface de liaison a
I’ADN. Cette surface peut étre divisée en deux motifs structuraux : le motif boucle-feuillet-
hélice (loop-sheet-helix),contenant la boucle L1, qui lie le grand sillon de I’ADN cible, et les
deux larges boucles (L2 et L3), stabilisées par un ion zinc, qui lient le petit sillon (Figure 5).
Le DBD de p53 est peu stable et se dénature a une température proche de la température
corporelle®. p53 lie ses génes cibles sous sa forme homo-tétramérique. Cette structure
consiste en deux DBD liés & un demi-site du RE, formant ainsi un dimére symétrique’.

Les résidus de contact direct a I’interface DBD-ADN sont : Lys-120, Ser-241, Arg-
248, Arg-273, Ala-276, Cys-277, et Arg-280. Certains de ces résidus subissent des
modifications post-traductionnelles qui fournissent un autre niveau de sélectivité de
liaison.Par exemple, le DBD de p53 est acétylé au niveau des lysines 120 et 164 et ces
acétylations sont importantes dans 1’induction des réponses canoniques de p53. En effet,le
modeéle p53**F muté pour les trois lysines acétylées du DBD de la p53 murine (K117, K161,
K162) exprimeune p53 hypomorphe incapable de transactiver ses principaux genes cibles en
réponse aux dommages a I’ADN ni d’induire les principales réponses de p53 (I’arrét du cycle,
I’apoptose et la sénescence). Cependant ce modele est résistant au développement de tumeurs
spontanées, suggérant que ces fonctions ne sont pas indispensables pour son activité de

suppression tumorale, mais importante pour le contréle de la stabilité génomique®'”%. Un
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autre exemple de modification du DBD est la O-GlcNAcylation de la sérine 149 qui stabilise
la protéine notamment en diminuant la phosphorylation de la thréonine 155 et affectant ainsi
Iinteraction de p53 avec son ubiquitine ligase MDM2 >*** D’autres résidus, pas en contact
direct avec la zone d’interaction avec 1I’ADN,sont tout aussi importants car ils interviennent

dans la structure du DBD, comme le résidu tyrosine 220 par exemple.

DNA-binding surface

Figure 5 : La structure du domaine de liaison 2 I’ADN. Figure extraite de réf.*®

Dans les cancers humains, 7P53 est le plus souvent muté dans le DBD, au niveau de
points chauds de mutations ou « hotspots » représentés par les résidus R175, Y220, G245,
R248, R249, R273 et R282%. Selon la base de données (R18, Avril 2016) de 1’agence
internationale pour la recherche sur le cancer (International Agency for Research on Cancer
ou IARC), environ 75% des mutations de 7P53 retrouvées dans les cancers sont des
mutations faux-sens, suggérant un avantage sélectif a garder un allele muté par rapport a la
perte compléte de p53. Ces mutations,qui modifient la liaison de p53 a ses genes cibles,
peuvent étre séparées en deux catégories: de contact quand elles affectent des résidus se liant
directement al’ADN, ou structurales quand elles affectent la conformation de p53(voir

paragraphe IV.B).
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II1.A.3. La région C-terminale
La partie C-terminale de p53 (Figure 3) est constituée des résidus 293 a 393 et
comporte des signaux d’import/export nucléaire (NLS/NES), le domaine de tétramérisation

(4D) et le domaine C-terminal régulateur (CTD).

Les signaux d’import (NLS) et d’export nucléaire (NES) (résidus 305-322 et 326-356

respectivement) assurent la mobilisation rapide de p53 entre le noyau et le cytoplasme. Les
NLS et NES sont sujets a des modifications post-traductionnelles. La tétramérisation de p53

masque par ailleurs le NES C-terminal et favorise I’accumulation de p53 dans le noyau °’.

Le domaine de tétramérisation (4D) contient les résidus 326 a 359. La p53 sauvage

forme des tétraméres de facon réversible via ce domaine de tétramérisation C-terminal. Selon
les études de cristallographie, la structure tétramérique est décrite comme un dimére de
diméres *°. Les tétraméres se forment a une concentration élevée de protéines p53. Ils sont
stabilisés par des interactions hydrophobes, et la rupture d’un des deux résidus hydrophobes
leucine 344 ou leucine 348 est suffisante pour tirer 1’équilibre vers un état de dimeres stables.
Des mutations dans ce domaine peuvent entrainer une instabilité des tétraméres ou méme la
perte de leur formation, et certainesde ces mutations (au niveau du résidu arginine 337 par
exemple) sont retrouvées dans des familles Li-Fraumeni, prouvant son importance pour

I’activité anti-tumorale de p53°%.

Le domaine C-terminal (CTD)qui est défini comme les 30 derniers acides aminés de

pS3(résidus 360 a 393),est globalement basique car riche en arginine et lysine. Les études de
résonnance magnétique nucléaire (RMN) montrent que, comme le TAD, le CTD a une
structure instable et irréguliere®®. Sa structure reldchée favorise ainsi les interactions avec
diverses protéines (telles les protéines YB-1, YIN YANG 1, HAUSP, S100, DMPI et
MDM?2) régulant la stabilité, I’activité transcriptionnelle et la localisation cellulaire de p53°*
64

Ce domaine contient six lysines chez ’Homme (et septlysines chez la souris) qui
peuvent subir denombreuses modifications post-traductionnelles (ubiquitination, neddylation,
méthylation, acétylation, sumoylation) supposées jouer un rdle dans la régulation de la
réponsep53.La neddylation des lysines semble inhiber la transactivation alors que la
sumoylation peut affecter positivement ou négativement la fonction de p53%. La lysine 320
(K320) a été impliquée dans la sélection des génes cibles par p53.En effet, son acétylation et

mono-ubiquitination sont importantes pour les décisions du devenir cellulaire : vie (arrét du
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cycle) ou mort (apoptose)®. Contrairement aux lysinesK372, K373, K381 et K383 qui sont
acétylées par p300 et ubiquitinylées par MDM?2, la K320 est quant a elle acétylée par PCAF
(300 and CBP Associated Factor), régulant négativement la réponse apoptotique, et
ubiquitinylée par E4F1, ce qui favoriserait I’arrét du cycle cellulaire plutot que la dégradation
de p53 **.Récemment, le facteur de transcription KAISO, cible de p53, a également 6té
impliqué dans I’acétylation de la K320 par interaction avec p300, conduisant dans cette étude
a I’induction de I’arrét du cycle et de I’apoptose®’. La méthylation de la K372 par SET9
stabilise p53, alors que celle de la K370 par SMUD2 la déstabilise®. Ces lysines ont donc été
étudiées en détail et semblent intervenir dans un réglage fin de I’activité de p53. La
substitution des six ou septlysines C-terminales en arginine (R),préservant la charge globale
du CTD, n’a initialement pas semblé affecter la fonction de p53 dans des modéles murins
(p53%F ou p537R), suggérant que ces lysines ne sont pas essenticlles pour la stabilité et
activité de p53 °®®. Cependant, les substitutions 6KR ou 7KR conférent une facilité

KR sont

d’activation de p53 en réponse a des stress plus faibles. Par exemple, les souris p53
plus sensibles aux y-irradiations et présentent des défauts d’hématopoiése radio-induits "°. Le
CTD contient également des sérines et thréonines qui peuvent étre phosphorylées par des
kinases dépendantes du stress, mais le role de ces modifications reste controversé. Selon
certaines expériences, la phosphorylation des sérines C-terminales semble augmenter la
liaison de p53 a I’ADN,mais d’autres analyses montrent que ces phosphorylations pourraient
aussirésulter en une diminution de ’affinité de liaison a I’ADN non spécifique. Une mutation
de la sérine 392 (389 chez la souris), qui empéche sa phosphorylation,a été analysée in vivo
montrant un effet de cette phosphorylation uniquement en réponse aux rayonnements UV ",
Le r6le du CTD a donc étélargement étudié mais certaines études sont contradictoires.
Dans la plupart de ces études in vitro visant a étudier le role du CTD, des délétions des
derniers 30-33 acides aminés (région basique sujette a des modifications post-
traductionnelles) ont été analysées '>'*. Il a été montré que ce domaine fonctionne comme
une région de liaison a I’ADN indépendamment de la séquence’>’®. Les premiéres analyses
ont suggéré que le CTD agit comme un régulateur négatif de liaison du DBD aux séquences
spécifiques. Cette conclusion découle des observations que 1’absence du CTD in vitro (par
délétion, épissage, blocage par des anticorps ou par des modifications post-traductionnelles)
augmente la liaison de p53 a des petits oligonucléotides contenant les ¢léments de réponse. 11
a ainsi été postulé que p53 se trouve dans un état latent et que la protéine subit un changement
conformationnel médi¢ notamment par le CTD qui permet au DBD de fixer les ¢léments de

; 77 \ - o . ,
réponse’ . Ce modele allostérique a été remis en cause par d’autres études. En effet, des
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analyses RMN ont montré que la protéine p53 pleine longueur et la p53 délétéedu CTD ont
des structures tridimensionnelles similaires®. De plus I’acétylation au niveau du CTD facilite
uniquement la liaison a des petites séquences ADN double brin mais pas a la chromatine ni a
de longues molécules d’ADN®. Enfin, les expériences d’immunoprécipitation de chromatine
(ChIP) n’ont pas permis de démontrer le modéle allostérique’. Au contraire, des études plus
récentes ont méme suggéré un modele de régulation positive par le CTD, lequel serait requis
pour la reconnaissance efficace des promoteurs des génes cibles de p53*°*’. Le modéle
proposé est que la protéine p53 se fixe a I’ADN via son CTD de facon aspécifique et
« glisse » sur cet ADN a la recherche des éléments de réponse spécifiques qu’elle fixe via son
DBD. Par ailleurs, selon des études structurales, le CTD est capable de faciliter le contact
entre les DBD du tétramére™ . De plus, le CTD pourrait servir de plateforme de recrutement de
cofacteurs de transcription comme CBP et TRAPP et ceci notamment via 1’acétylation du
CTD®®. Enfin certaines expériences montrent que I’acétylation du CTD(le nombre de
lysines activées plutdt que leurposition) facilite la liaison de I’ADN site-spécifique **, en
complet désaccord avec les données d’Espinosa et al. "*.Il n’est pas clair si cette acétylation
est requise pour la liaison du DBD aux éléments de réponse, ou si la p53 liée a I’ADN est plus
apte a étre acétylée par p300 par exemple. Ces expériences consistent généralement en
I’expression ectopique d’une pS53 exogeéne, souvent introduite a des niveaux non-
physiologiques, ce qui rend ces expériences difficiles a interpréter.

De fagon intéressante, les études in vitro ont suggéré que la délétion du CTD ou des
mutations des lysines C-terminales peuvent entrainer des phénotypes différents. Ceci peut étre
di au fait que le CTD est requis pour une interaction optimale de p53 avec un de ses
principaux régulateurs négatifs : MDM2, une ubiquitine ligase qui régule la stabilité protéique
de p53®. En raison de ces résultats contradictoires et des biais expérimentaux, il semble
nécessaire d’étudier le CTD in vivo afin de comprendre son rdle et d’allier ces différents
modeles(Figure 6). C’est ce qu’a entrepris notre équipe en créant le modéle murin

A31
3

p53™ exprimant une protéine tronquée des 31 derniers acides aminés afin d’évaluer ’effet de

la perte du CTD in vivo(Article n°3).
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Figure 6 : Différents modéles proposés pour le réole régulateur du CTD. A. Modele de
régulation négative selon les deux hypothéses: conformationnelle et de compétition. B.
Modéle de régulation positive. Figure extraite de réf.”

I11.B. Fonction de transactivation

La protéine p53 a été bien caractérisée comme facteur de transcription séquence-
spécifique régulantdirectement des centaines de genes transcrits par 1’ ARN-polymérase 1I et
indirectement des milliers d’autres’’, une liste qui ne cesse de s’allonger. Comme nous
venons de le voir, p53 a une structure protéique modulaire typique des facteurs de
transcription. Le domaine central (DBD) de p53 joue un role trés important dans cette
fonction par la liaison séquence-spécifique aux promoteurs des génes cibles. Cette liaison aux
¢léments de réponse est réalisée sous sa forme homo-tétramérique, d’ou I’importance de son
domaine de tétramérisation. Suite a cette liaison, les deux domaines de transactivation (TAD1
et TAD2) facilitent indépendamment la transcription des génes cibles de p53 par le
recrutement de protéines remodelant la chromatine (dont des histone-méthyltransferases
(HMTs) telles que PRMT1 et CARMI, et des histone-acétyltransferases (HATSs) comme
p300/CPB) afin de rendre la chromatine accessible aux composants de la machinerie
transcriptionnelle basale qui sont ensuite recrutés (comme les complexes TFIID/TAFs et

7691 " Ces domaines recrutent

I’ARN polymérase II) pour I’initiation de la transcription
également des complexes co-activateurs comme STAGA®? et Mediator”. Enfin, le domaine

riche en proline (PRD) et le domaine C-terminal (CTD) jouent des roles régulateurs
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probablement a travers des modifications post-traductionnelles et conformationnelles comme
nous venons de le voir.

Le potentiel transactivateur de p53 est activé en réponse a divers stress cellulaires par
la stabilisation de la protéine et ses modifications.Les tétrameéres de p53 lient ainsi I’ADN en
forme de dimére de dimére, sur des séquences spécifiques d’éléments de réponse ou REs
(Figure 7). Ces REs sont classiquement définis commecomposés de deux demi-sites double
brins de 10 paires de bases (pb) palindromiquesdont la forme canonique (consensus)est 5°-
RRRCWWGYYY-3” (avec R =A ou GGW = A ou T; Y = C ou T), séparés par un
«spacers »de 0 a 13 pb*. Quatre DBD lient ces éléments de réponse de fagon trés
coopérative, avec une steechiométrie de 4:1, résultant en une torsion de I’ADN qui est
augmentée en présence des autres domaines de p5332.Les analyses bio-informatiques
suggerent que plus de la moitié des loci potentiels du génome humain contiennent des demi-
sites consécutifs™, et que deux demi-sites sont souvent couplés, ce couplage affectant méme
la nature de la réponse transcriptionnelle (activation ou répression)’. Chez I’Homme, parmi
les éléments de réponse qui ont été validés expérimentalement, 95% présentent des disparités
par rapport au site de fixationcanonique suggérant qu'une dégénérescence de la séquence de
fixation est tolérée, comme pour le géne PIG3 par exemple % Les REs sont fréquemment
retrouvés soit dans les promoteurs, soit dans le premier intron des genes cibles de p53. Par
ailleurs des clusters d’éléments de réponse inclus dans des répétions en tandem (Fuzzy

Tandem Repeats),qui sont rapidement modifiés au cours de 1’évolution, peuvent définir des

\ . " \ . \ 97,98
geénes cibles spécifiques a certaines especes” ™.
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Figure 7 : Schématisation deA.Fréquence d’observation des nucléotides dans les REs de
P53 humain et B. Liaison des tétraméres de p53 aux REs. Figure adaptée de réf.”
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L’architecture des tétrameres de DBD liés a I’ADN a été révélée par cristallographie :
chaque demi-site lie deux molécules de p53 de maniére séquence-spécifique et deux de ces

1% (Figure 8). Cependant, une étude récente

diméres s’assemblent en tétrameéres symétriques
de biochimie et de microscopie électronique montre que deux tétraméres de p53 sont capables
de lier un RE en méme temps, et que les REs ayant une séquence canonique sans « spacers »
entre les deux demi-sites sont plus sensibles aux niveaux de p53 '°'. L’étude structurale de
Kitayner et al. a révélé I'importance de certains résidus du DBD qui sont en contact direct
avec les demi-sites (Lys-120, Ser-241, Arg-248, Arg-273, Ala-276, Cys-277 et Arg-280) dont
certains forment des contacts séquence-spécifiques comme 1’alanine 276 par exemple®’. Des
modifications post-traductionnelles de certains de ces résidus, telle la lysine 120, peuvent
également réguler la sélectivité de la liaison, une fonction cependant non essentielle a la
suppression tumorale, ce qui expliquerait pourquoi ce résidu est rarement muté dans les
cancers humains. Enfin, cette liaison est également affectée par 1’interaction avec des

protéines auxiliaires comme les membres de la famille ASPP qui modulent la réponse

apoptotique, I’état chromatinien et les modes de réponse non-transcriptionnels de p53™.

Figure 8 : La structure des tétraméres de DBD liés aux éléments de réponse a p53. Figure
extraite de réf.”

Une fois active, p53 lie I’ADN et transactive de nombreux génes codant pour des
protéines ainsi que des génes non-codants.Cette fonction de transactivation est fondamentale
pour la majorité des réponses p53-dépendantes. La capacité de pS3 a distinguer les différents
promoteurs cibles selon les stimuli est trés complexe. En effet, une étude génomique a montré

que certains sites liés par p53 ne sont pas activés’, suggérant que la transactivation de
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certains génes nécessite d’autres éléments régulateurs, en plus des éléments de régulation en
cis spécifiques des loci et des affinités variables des éléments de réponse’’. De maniére
générale et non stricte, les promoteurs des génes impliqués dans I’arrét du cycle cellulaire et
la réparation de I’ADN contiennent des sites de liaison de forte affinité et ont la primauté pour
une activation rapide, alors qu’un nombre des génes cibles de p53 impliqués dans la réponse
apoptotique lient pS3 avec une plus faible affinité mais de fagon plus stable. Cette affinité
différentielle de p53 a ses REs explique comment la concentration cellulaire de p53(par pulse
ou maintenue) peut avoir un aspect déterminant dans le choix de la réponse au stress®. En
régle générale, mais pas de faconuniverselle, les REs perdent en potentiel transactivateur en
s’¢loignant du site d’initiation de la transcription (7ranscription Start Site ou TSS) et les REs
ayant une conformation flexible lient plus facilement p53. La régulation de la réponse
transcriptionnelle est encore plus complexe et implique,parmi d’autres, les modifications du
CTD (acétylations), les variants d’histone (H2A.Z), les transférases (HMTs et HATSs), la
machinerie transcriptionnelle (TFIID, TBP, TFIIA et TFIIH), les éléments en cis (MYC) et le
contexte épigénétique’’ (Figure 9). De plus, la régulation de I’élongation de la transcription
apparait comme un niveau supplémentaire de contrdle de la réponse p53. Récemment, Liao et
al. ont identifié le facteur de I’¢longation de la transcription TFIIS.h, comme un nouveau géne
cible de p53, qui peut faciliter I’élongation de la transcription du géne apoptotique BAX mais

pas de p21,responsable de I’arrét du cycle cellulaire, modulant ainsi la réponse p53 '*.

Various stimuli

!

Numerous factors

RNA initiation

Various stimuli

> Numerous factors <€

|1

RNA elongation

Figure 9 : Schéma de la régulation transcriptionnelle complexe par p53. Figure extraite de
réf.”!
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La protéine p53 initialement caractérisée, comme nous venons de le voir, par ses
propriétés d’activateur de la transcription, joue également un role dans larépression
transcriptionnellenotamment de la survivine pour la réponse apoptotique et la sénescence'®.
La répression médiée par pS3 met en jeu plusieurs mécanismes. En effet, p53 peut lier
directement les séquences inhibées et y recruter des corépresseurs. Dans certains cas, c’est
I’orientation de I’¢lément de réponse qui pourrait dicter le type de réponse. L’orientation
activatrice, la plus commune,est« téte a t€te » et 1’orientation répressive plutét «téte a
queue ». Encore une fois, la longueur du « spacer » pourrait jouer un rdle dans la décision de
réprimer un geéne. p53 pourrait également réprimer des génes par compétition en se liant aux
REs a la placed’activateurs de la transcription’. Un autre mode de répression
transcriptionnelle est la répression indirecte (sans liaison de p53) en recrutant des

corépresseurs par interaction protéique, comme le facteur NF-Y pour la répression du
105

b

promoteur de la cycline B2'*, ou en induisant des ARN non-codants, notamment miR34a
lincRNA-p21'% et PANDA'",

Selon Engeland, lemode de répression par p53 qui semble trés majoritaire (d’apres les
méta-analyses) est la répression indirecte via la voie p53-p21-DREAM(E2F4)-CDE/CHR
(Figure 10). En effet, p53 transactive p21 qui inhibe les kinases dépendantes des cyclines et
donc la phosphorylation de la protéine RB, conduisant au recrutement du complexe répresseur
DREAM aux sites de réponse au facteur E2F4 (les sites CDE/CHR)'®'%. Cette voie a été
impliquée dans la répression d’un grand nombre de geénes, notamment ceux codant des

régulateurs de I’arrét du cycle en G2''°.

indirect repression

oW -
DNA damage —*UA”’J:' ?

Cell cycle

gen, j—'

Growth arrest Growth arrest

Figure 10: Schématisation de la répression indirecte par p53 via la voie p21-
DREAM(E2F4)-CDE/CHR. Figure extraite de réf.'"”
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IV. p53 : un suppresseur de tumeur majeur

IV.A. Réponses anti-tumorales de p53

La voie de signalisation p53 est la plus largement étudiée et 'une des voies les plus
complexes, avec des fonctions et des régulations émergentes toujours en cours
d’investigation, mais qui le plus souvent convergent vers son role principal de suppresseur de
tumeur. L’importance cruciale de p53 dans la suppression tumorale est largement établie et
les premiéres démonstrations de ce réledécoulent des observations que le géne TP53 est muté

dans au moins la moitié des cancers humains (selon la base de données IARC) '!!

, que les
familles Li-Fraumeni,caractérisées par la présence d’une mutation germinale de 7P53,sont
prédisposées a développer des cancers''?, et que les souris invalidées pour le géne Trp53
développent spontanément des tumeurs' . Durant le développement tumoral, une mutation,
sporadique ou germinale, de 7P53 est typiquement suivie par une perte d’hétérozygotie, ce
qui entraine une déficience compléte en protéine p53 fonctionnelle. Les tumeurs déficientes
en p53 sont caractérisées par une perte de la différenciation cellulaire'', une instabilité

génétique'"”® et un potentiel invasif accru''®

. Ces effets sont probablement dus a la perte de
fonction de la p53 sauvage mais également au gain de fonction oncogénique ou a 1’effet
dominant négatif de certaines p53 mutées. Les mécanismes qui régissent la réponse cellulaire
p53-dépendante ne sont pas complétement décryptés méme si leur analyse fait 1’objet d’un
trés grand nombre d’études.

pS53 est un détecteur du stress cellulaire induisant, entre autres, un arrét du cycle
cellulaire, transitoire (pour la réparation des dommages a I’ADN) ou permanent (sénescence),
et/ou une réponse apoptotique. La nature des signaux activant p53 est diverse : dommages a
I’ADN, activation d’oncogénes, stress réplicatif ou déplétion en ribonucléotides, hyper-
prolifération, hypoxie, stress oxydatif, érosion des télomeres, dysfonctionnement des
ribosomes, changements métaboliques et manque de nutriments''’. Les dommages a I’ADN
qui activent p53 sont d’origine endogene comme le stress oxydatif, le stress réplicatif et les
agents alkylants, ou exogeénes comme les rayonnements ionisants, les UV et les
chimiothérapies. Ils entrainent une augmentation rapide des niveaux de p53 (dans les 30 a 60
minutes) par stabilisationmais aussi modifications de la protéine. Suite a la détection de ce
signal, p53 est principalement phosphorylée sur la sérine 15 par les kinases ATM et ATR (via
CHK2et CHKI1). La phosphorylation de p53 sur la sérine 20 participe également a sa

stabilisation en empéchant son interaction avec son ubiquitine ligase MDM2 "8 D autres
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régulateurs, comme PARP, jouent un role dans 1’activation de p53 en réponse aux dommages
a PADN. De plus, les télomeres courts sont reconnus comme des foyers de cassures double-
brins (présence de marqueurs ¥-H2AX, TP53BP1, NBSI, etc.)par la machinerie de réparation.
Ainsi, ’érosion des télomeéres constitue un stress cellulaire qui induit aussi p53 via
ATM/ATR'". De méme, un défaut dans la réparation des dommages a I’ADN dans certaines
maladies, comme 1’anémie de Fanconi, conduit a une accumulation des signaux de stress et
une activation de p53 ainsi que de ses effecteurs (notamment p21). Des études suggérent que
c’est D’activation de la voie p53 suite a ces stress qui est responsable du phénotype de
maladies comme les syndromes d’insuffisance médullaire '*°.

En réponse a ces signaux, la protéine p53 est stabilisée et activée par une levée de son
inhibition par ses principaux régulateurs négatifs MDM?2 et MDM4 (voir paragraphe I1.C). Au
niveau moléculaire, 1’activité biochimique la plus caractérisée de p53 est sa capacité a
transactiver une panoplie de génes suite a son activation, conduisant & une myriade de
réponses cellulaires anti-tumorales. De plus,la suppressiontumoralepar p53 fait intervenir
d’autres réponses cellulaires comme la régulation négative de certains génes, la régulation de
la traduction, la recombinaison homologue, I’induction de 1’apoptose et de 1’autophagic
indépendamment de la transcription(action cytoplasmique) ainsi que d’autres fonctions
cellulaires (voir paragraphe V). Ci-dessous une liste non-exhaustive des mécanismes de

suppression tumorale dépendant de p53 en réponse aux stress.

IV.A.1. Contréle du cycle cellulaire :

La premiére activité décrite de suppression tumorale par p53 est I’induction de 1’arrét
transitoire du cycle cellulaire en réponse aux dommages subis par I’ADN, ce qui permet a la
cellule de réparer son génome avant de poursuivre sa division et de limiter la transmission de
mutations délétéres, valant a p53 le titre de « gardien du génome »'*'. Cette réponse est
notamment médiée par la transactivation par p53 du geéne p21 (ou WAF1/CIPI/CDKNI1A) qui
code pour un inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines (les CDK), qui assure un point de
contrdle (checkpoint) du cycle cellulaire pour le passage G1/S. L’induction de p21 entraine la
répression de génes du cycle cellulaire codant notamment pour des protéines du « cell division
cycle » (CDC2, CDC25), des « checkpoint kinases » (CHK1) et des cyclines (cyclinA2,
cyclinB1). Ce checkpoint est en effet compromis chez les souris déficientes pour p21, mais

. 122,123
celles-ci développent peu ou pas de tumeurs spontanées

, suggérant que p53 peut induire
plusieurs genes cibles impliqués dans I’arrét du cycle cellulaire ainsi que d’autres réponses.

Cette redondance est vérifiée grace a des modeles murins déficients pour d’autres génes cibles
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de p53 impliqués dans I’arrét de la prolifération, comme Ptprv'** De plus, Iactivation de
I’expression du géne Pri-3 par p53 induit un arrét en G1 via la voie PI3K-AKT'®. p53 joue
aussi un role dans la progression du cycle cellulaire de la phase G2 a la mitose. La transition
G2/M est sous le controle du complexe MPF (Maturation-Promoting Factor) qui comprend
les cyclines B1 et CDC2. 11 a été montré que p53 peut induire un arrét du cycle en G2/M en
perturbant les fonctions de ces cyclines via la répression de CDC25C et la transactivation de
14-3-30, ce facteur empéchant la localisation de ces cyclines au noyau suite aux dommages a
’ADN'?°. GADD454 est également un géne cible de p53 impliqué dans le checkpoint
G2/M'?. De fagon intéressante, la latence dans I’apparition de tumeurs chez certains modéles
murins compétents pour l’arrét du cycle mais déficients pour la réponse apoptotique
(p53R172P et p53° 7Ry, suggereque d’autres mécanismes que le contrdle du cycle cellulaire sont

aussi importants dans la suppression tumorale dépendante de p53 .

IV.A.2. Réparation de I’ADN :

En plus de I’induction de I’arrét du cycle pour la réparation de I’ADN (DNA Damage
Response ou DDR)en réponse aux stress génotoxiques, le gardien du génome p53 joue un réle
actif dans le maintien de I’intégrit¢ génomique. p53 stimule différents mécanismes de
réparation dont la réparation par excision de nucléotide (Nucleotide Excision Repair ouNER),
la réparation par excision de base(Base Excision Repair ouBER) et la recombinaison non-
homologue (Non-Homologous End Joining ouNHEJ). En effet, p53 transactive de nombreux
geénes impliqués dans différents programmes de réparation comme GADD454, DDB2, XPC et
FANCC. Les souris déficientes pour I’'un de ces geénes sont prédisposées a développer un
cancer ''7.Cette réparation intervient quand le cycle cellulaire est arrété et la réversibilité¢ de
cet arrét est essentielle pour que les cellules réparées puissent continuer leur prolifération,
d’ou I’'importance de p21 pour cette fonction également. p53 contribuerait aussi a la stabilité
génomique en régulant la duplication du centrosome'®®, en réduisant I’interférence entre
transcription et réplication de I’ADN afin de limiter le stress topologique et favoriser la
progression des fourches de réplication'®’, et en participant au maintien du génome
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mitochondrial ™. Ce maintien de 1’intégrité génomique est un frein a la progression tumorale,

comme |’indique I’identification de multiples mutations dans les génes de réparation de

I’ADN dans les cancers'>"*!32,
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IV.A.3. Sénescence :

La sénescence cellulaire est une forme d’arrét définitif du cycle cellulaire qui a été
initialement décrite dans les fibroblastes humains normaux'?’. Cette réponse cellulaire est a
double tranchant pour 1’organisme car elle intervient dans les mécanismes de suppression
tumorale (bénéfique) et de vieillissement cellulaire (délétére). Elle est induite en réponse a
différents stress, notamment le dysfonctionnement des télomeéres, les dommages a I’ADN non
télomériques, les signaux mitotiques excessifs (dont ceux produits par les oncogénes) ainsi
que la perturbation de I’organisation chromatinienne'*®. p53 favorise cette inhibition
permanente de la prolifération cellulaire par 1’induction de la sénescence et de la
différentiation qui empéchent la réplication de la cellule mais permettent sa survie et son
fonctionnement. p53 induit la sénescence en réponse a l’activation d’oncogeénes ou au
dysfonctionnement télomérique, via la transactivation du geéne p21, qui dans ce contexte
contribue plutdt a la sénescence des cellules'**. En effet, un arrét du cycle cellulaire prolongé

INK4A "ot I’activation

médié¢ par p21 conduit & DP’activation de I’inhibiteur des CDK pl6
conséquente de RB,déclenchant ainsi un programme transcriptionnel qui active la
sénescence'”®. Par ailleurs, pI4ARF peut séquestrer MDM2, activant ainsi p53 et par
conséquent p21, créant une coopération entre la voie RB et p53 '*°.

Dans certains contextes, pS3 peut également induire et maintenir la sénescence
indépendamment de p21. Pour cela, il transactive des genes cibles comme PML, PAIIl (ou
serpinel, qui réprime les signaux de croissance via la voie PI3K)'** ou encore UBTDI"*. A
noter que p53 peut induire des enzymes, des cytokines et des chimiokines, responsables entre
autres, d’une réponse immunitaire innée qui cible les cellules tumorales et ceci via les
sécrétions cellulaires associées a la sénescence (Senescence Associated Secretory Phenotype
ou SASP) *°. Ces facteurs sécrétés sous I’induction de p53 peuvent également promouvoir la
prolifération et ’invasion'®’, ce qui est surprenant au vu du réle de suppresseur de tumeur de
p53. Des modéles murins ont pourtant permis de corréler la suppression tumorale médiée par
p53 a la sénescence cellulaire dans certains contextes (perte de la télomérase, stress
oncogénique, etc.). De plus, des marqueurs de sénescence ont été associés a la régression
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tumorale de certains cancers a la suite de la réactivation de p53 in vivo ~.

IV.A.4. Apoptose :
En réponse a des signaux intra et extra-cellulaires, les cellules peuvent enclencher un
programme de mort cellulaire programmée dépendant des caspases appelé apoptose. La voie

extrinséque est initiée par la liaison de ligands a leurs récepteurs (Death Receptors ou
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DRs),comme FAS par exemple, entrainant la mort de la cellule par activation de la caspase 8.
La voie intrinséque conduit a la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie
(Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization ou MOMP), qui relache le cytochrome C
dans le cytoplasme, activant ainsi en cascade des caspases 1étales pour la cellule, qui sont
également activées par la voie extrinseque. La voie MOMP est activée par les protéines pro-
apoptotiques BAX et BAK qui forment des pores dans la mitochondrie. Elle est régulée par
les protéines anti-apoptotiques BCL2 et BCL-Xy qui inactivent BAX et BAK. Un groupe de
protéines « BH3-only », comme PUMA et NOXA, sont des détecteurs qui induisent
I’apoptose indirectement en liant BAX et BAK, mais aussi des activateurs directs de la voie
MOMP"*®. Dans le cas d’un stress cellulaire prolongé et fort entrainant des dommages non
réparables de I’ADN, les cellules peuvent s’engager dans cette voieafin de préserver
I’homéostasie tissulaire et empécher la progression tumorale.

L’apoptose dépendante de p53 a été découverte suite a I’irradiation de thymocytes

. 7 \ \ \ 126
murins et en réponse a des oncogenes et a des agents endommageant 1’ADN

. Depuis,
d’autres signaux de stress cellulaires capables d’activer la voie apoptotique p53-dépendante
dans certains tissus ont été rapportés, comme le dysfonctionnement de la biogénése des
ribosomes dans I’intestin'>’. p53 active la transcription de plusieurs génes pro-apoptotiques de
la famille des protéines BCL2 dont BAX, NOXA (ou PMAIP1) et PUMA (ou BBC3).Comme
précédemment, la latence dans ’apparition de tumeurs dansun modéle murin compétent pour

la réponse apoptotique mais déficient pour 1’arrét du cycle (p53AP )y

, suggere I’importance du
contrdle de 1’apoptose dans la suppression tumorale, mais aussi la participation d’autres
mécanismes. Un modéle de tumeur des plexus choroidesa permis de démontrer 1’implication
de I’apoptose dans la suppression tumorale via I’induction par p53 du geéne pro-apoptotique
BAX.Depuis, de trés nombreux genes cibles de pS3 impliqués dans le contréle de 1’apoptose
ont été rapportés, reflétant la complexité de cette réponse. Ce rdle a ensuite ét¢ validé in vivo
dans un modéle de souris transgénique exprimant 1’oncogéne Ep-Myc'*et confirmé dans les
tumeurs humaines mutées pour TP53'*!. De plus, la surexpression de oncogéne anti-
apoptotique Bc/2 promeut la lymphogenése chez la souris tout autant que la perte de p53.
Cependant, I’inactivation des génes apoptotiques en aval de p53 comme Puma, Noxa ou Bax
n’accélére la tumorigenése que dans un contexte d’induction de la lymphogénése par Ep-
Myc, montrant une importance anti-tumorale de la voie apoptotiquedans le contexte des
lymphomes B induits, mais également une redondance fonctionnelle entre ces génes. Par
ailleurs, la perte du gene cible apoptotique Perp induit des mélanomes chez la souris en

4 B . f gl 117 \ . . A
réponse a I’irradiation  '. De nombreux autres génes cibles de p53 jouent un rdle dans la
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promotion de la réponse apoptotique. Ils appartiennent soit a la voie extrinséque comme les
DRs telsFAS/CDY95, DR4 et DRS/KILLER, soit a la voie intrinséque comme ADORA2B
codant pour un récepteur a 1’adénosine impliqué notamment dans la réponse a 1’hypoxie'*.
Parmi la grande famille des geénes pro-apoptotiques activés par p53, on note également
APAF1, PIG3, P53A4IP1, PIDD, SIVA, TIGARet la famille des miR34 ainsi que
PKC6"2, TRIML2'®et lincRNA-p21"™*.

La protéine p53 peut également induire 1’apoptoseindépendamment de son action
nucléaire de facteur de transcription, en se liant directement,dans le cytoplasme et la

145 p53 fonctionne dans ce

mitochondrie,a plusieurs protéines pro- et anti-apoptotiques
contexte comme un détecteur et un activateur.En réponse a des signaux de mort cellulaire
comme les rayonnements ionisants, p53 est rapidement relocalisée a la mitochondrie et
induitdirectement le processus de perméabilisation membranaire MOMP, ce qui entraine la
libération de facteurs pro-apoptotiques de 1’espace inter-membranaire. p53 peut également
interagir avec les protéines BCL2, BCL-X| et BAK et agir comme un activateur direct ou un
dé-répresseur'*®. Les fonctions transcriptionnelles et cytoplasmiques de p53 sont étroitement
lices et dépendent de son domaine de liaison & PADN'. Par exemple laprotéinePUMA
induite par p53 peut lier la protéine anti-apoptotique BCL-Xy et libérer ainsi p53 qui peut
activer directement 1’apoptose. Par ailleurs, lorsque p53 est constitutivement active, elle

peutse substituer 8 PUMA pour Iactivation directe de BAX'*.

IV.A.5. Nécrose :

Outre I’apoptose, il existe une autre forme de mort cellulaire appelée nécrose
caractérisée par une libération de contenu cellulaire provoquant une réponse inflammatoire
dans le tissu environnant. Plusieurs mécanismes de mort cellulaire par nécrose ont été décrits :
nécroptose, parthanatose, pyroptose et ferroptose'*’. p53 a été impliquée dans certaines de ces
voies méme si les mécanismes ne sont pas encore complétement compris. En ’absence de
BAX et BAK, p53 peut induire la transcription de la protéine lysosomale cathepsine Q en
réponse aux dommages a I’ADN et provoquer la nécrose de la cellule. Le stress oxydatif peut
entrainer la nécrose via p53 en dépit d’une voie apoptotique fonctionnelle. Dans ce contexte,
la p53 mitochondriale interagit avec la cyclophine D responsable de la réponse nécrotique. De
plus, en réponse aux dommages induits par les dérivés réactifs de 1’oxygeéne (Reactive Oxygen
Species ou ROS), p53 active la protéine PARP1 pouvant causer la parthanatose, une forme de

mort cellulaire induite par les poly(ADP) riboses. Enfin, p53 peut sensibiliser les cellules a la
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ferroptose (une forme de nécrose dépendante du fer intracellulaire) en régulant négativement

le transporteur SLC7A11'2%!1%.

IV.A.6. Autophagie :

L’autophagie est la dégradation par la cellule de ses propres composants via la
machinerie lysosomale. C’est la réponse principale de la cellule a son manque de nutriments.
Ce processus d’auto-dégradation permeta la cellule de se débarrasser des organites
endommaggés (englobés dans un autophagosome) et a générer des intermédiaires métaboliques
I’aidant a survivre. Dans un contexte de normoxie, c’est un processus de survie et
d’homéostasie, mais qui peut devenir un effecteur de la mort cellulaire. L hypothése est que
I’autophagie inhibe les premiers stades du développement tumoral (en inhibant la formation
des ROS, les dommages de I’ADN et I’inflammation) mais favorise la progression tumorale
aux stades plus tardifs (survie et homéostasie des cellules cancéreuses). Cette hypothése est
vérifiée dans des modeles murins de tumorigenese induite par I’oncogeéne RAS.

L’autophagie peut diminuer I’activité de p53 mais aussi induire sa dégradation. p53
peut activer 1’autophagie en induisant un grand nombre de génes cibles comme DRAMI,
ULK1 et cathepsine D. En réponse au stress métabolique, des composants de la machinerie
autophagique, comme la protéine ATG7 qui lie p53 et induit un arrét du cycle via p21,
peuvent méme moduler la réponse de la cellule a p53. De plus, pS3 peut induire indirectement
I’autophagie en inhibant mTOR (via sestrine 1 et 2) et la voie PI3K-AKT par exemple, mais
¢galement la limiter par ses fonctions anti-oxydantes ou par son action cytoplasmique en
séquestrant les protéines autophagiques BRICC1 et HMGB1 '**.Selon les études génomiques

globales, cette autophagie participe a la fonction de suppression tumorale par p53 131

IV.A.7. Régulation du métabolisme cellulaire et réponses au stress nutritif :

La reprogrammation métabolique est une propriété des cellules cancéreuses
caractérisée par D’effet « Warburg » postulant que les cellules tumorales favorisent la
glycolyse comme voie catabolique au détriment de la phosphorylation oxydative, méme dans
des conditions normales d’aérobie. Cette propriété oncogénique essentielle pour la
prolifération des cellules cancéreuses est contrecarrée par p53 qui régule le métabolisme
énergétique en diminuant les niveaux de la glycolyse et favorisant la respiration
mitochondriale. En effet, p53 dérégule les premicres étapes de la glycolyse, en inhibant les
transporteurs du glucose GLUTI et GLUTH4, via la répression transcriptionnelle,et GLUT3, via

I’inhibition de NF-¢B,ainsi que les étapes ultéricures de la glycolyse par I’induction de
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TIGAR (TPS53-inducible glycolysis and apoptosis regulator). L’hexokinase HK2
(potentiellement cible de p53) est impliquée dans la glycolyse et peut induire I’activité de
TIGAR dans une voie alternative de métabolisme du glucose (pentose phosphate pathway)
aux capacités antioxydantes et source de riboses pour la réparation de I’ADN. De facon
contradictoire, p53 peut inactiver la GO6PDH impliquée dans cette voie alternative. p53 peut
¢galement réguler négativement 1’expression d’autres enzymes glycolytiques, directement
comme pour PGM ou indirectement via I’activation de miR-34a. La régulation des niveaux du
glucose par p53 semble étre dépendante du contexte et du tissu. En effet, p5S3 peut réguler
également la néoglucogenése positivement et négativement, notamment via PANK1 et SIRT6
respectivement. Du fait que la glycolyse et la néoglucogenese générent des intermédiaires
similaires, I’inhibition de 1’'une ou ’autre des voies peut limiter la disponibilité des
précurseurs anaboliques de la prolifération cellulaire'®.

Par ailleurs, p53 stimule la phosphorylation oxydative par [’activation de la
cytochrome oxydase SCO2 et peut transactiver des génes comme GLS2, SESNI et SESN2'".
p53 induit également la phosphorylation oxydative en inhibant I’expression de PDK2 et
induisant celle de PARK?2 (codant pour la parkine), résultant en une activation de la pyruvate
déshydrogénase (PDH)"**'*. Cette phosphorylation oxydative peut générer des ROS
conduisant a un stress oxydatif. Les ROS peuvent activer p53, qui a son tour réduit leurs
niveaux, via TIGAR, CPTIC, sestrine, GPX1, ALDH4 et NRF2'?®. Cette activité anti-
oxydante de p53 est nécessairepour la phosphorylation oxydative qui est responsable a son
tour de la production de ROS. Les cellules cancéreuses favoriseraient la glycolyse par rapport
a la phosphorylation oxydative, en partie pour limiter la production de ROS en 1’absence de
p53. De plus, ’autophagie p53-dépendante, que nous venons de présenter, est également
importante pour la régulation de ’homéostasie métabolique.

En réponse a ’absence de nutriments cellulaires, p53 est activée par la kinase AMPK
et par la déshydrogénase MDHIlainsi que par le dysfonctionnement de la biogénése des
ribosomes. Dans ce contexte, p53 peut également promouvoir 1’oxydation des acides gras,
une fonction activée par le manque de folate et qui peut conduire a une réponse apoptotique.
De plus, le manque d’acides aminés, comme la méthionine, la sérine ou la glutamine, peut

entrainer un arrét du cycle ou une apoptose p53-dépendants'*®

.Globalement, plusieurs des
fonctions métaboliques de p53 semblent reliées a la capacité de la cellule a lutter et survivre
au stress nutritif. Dans ce contexte, p53 permet de préserver 1’énergie en activant I’arrét du
cycle et inhibant la prolifération cellulaire, tout en facilitant les réponses cataboliques. Le

changement métabolique dans les cellules cancéreuses,souvent associé avec la perte de
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p53,favorise les capacités anaboliques des cellules cancéreuses (essentielles pour leur
prolifération).Il peut également rendre les tumeurs vulnérables aux fluctuations nutritives. Les
fonctions métaboliques de p53 constituent donc actuellement un champ de recherche

émergeant important.

IV.A.8. Barriére a I’invasion et I’angiogenése :

La perte de p53 favorise 1’agressivité des cellules tumorales. En effet, p53 limite la
motilité et I’invasion des cellules primaires en culture et des cellules cancéreuses,inhibant
ainsi la dissémination métastatique, par exemple par la répression transcriptionnelle de LASP/
codant pour une protéine d’adhésion focale'>*!'**. De plus, p53 bloque la transition epithélio-
mésenchymateuse (EMT), importante pour la formation de métastases, en modulant
I’expression des familles de facteurs de transcription SNAIL, TWIST et ZEB. Le role de p53
dans la formation d’un microenvironnement anti-tumoral s’inscrit dans le cadre de ses
fonctions cellulaires non-autonomes(dépendantes des cellules avoisinantes). p53 inhibe le
recrutement de vaisseaux sanguins au foyer tumoral. Elle transactive des geénes comme
TSPIqui code pour un inhibiteur de I’angiogenése(la thrombospondine 1)''”. De plus, p53
active I’expression de maspine qui joue un rdle dans I’inhibition de I’angiogenése mais

également dans la migration cellulaire et I’invasion des métastases'>®.

III.A.9. Action sur les cellules souches :

Par ailleurs, p53 peut aussi contribuer a la suppression tumorale par I’inhibition des
caractéristiques des cellules souches. En effet, le role de p53 dans le blocage de la
reprogrammation des iPS (induced Pluripotent Stem cells)et des caractéristiques
pluripotentes des cellules souches cancéreusesa ét¢ montré, notamment par 1’induction de

p21, PUMA etmiR145 et la répression de nestine'**.

Ces différentes réponses anti-tumorales de p53, ainsi que les génes cibles impliqués dans

chacune de ces fonctions, sont résumés dans la Figure 11 ci-dessous.
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Figure 11 : La suppression tumorale p53-dépendante avec A. les différentes fonctions de
p53 en réponse a divers stress et B. les génes cibles impliqués. Figure extraite de réf. '’
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IV.B.Altérations de p53 dans les cancers

Les mutations somatiques de p53 sont les altérations les plus fréquentes dans les
cancers humains non hématologiques. Leur incidence dépend du type et du stade de la tumeur
: 96% dans les carcinomes ovariens séreux, 54% dans les carcinomes du sein invasifs, 86%
dans les carcinomes a petites cellules du poumon, et 75% dans les carcinomes du
pancréas''""%7. L’activité de p53 peut étre perdue ou altérée par différents mécanismes
(comme la surexpression de MDM2 ou MDM4 ou la liaison a des protéines virales).
Cependant, dans la majorité descas (75%), les modifications de I’activité de p53sont dues a
des mutations faux-sens du géne7P53 (entrainant 1’expression d’une protéine mutée dont la
fonction est altérée), plutot que des délétions (entrainant la perte du suppresseur de tumeur ou
une protéine tronquée comme c’est le cas pour d’autres protéines comme PTEN, BRCAL1 ou
RB). Cette particularit¢ suggere un avantage biologique de ces mutations pour le
développement du cancer. Elles se produisent le plus souvent par un mécanisme en deux
temps : une mutation faux-sens sur un alléle du géne 7P53, et une perte d’hétérozygotie par
délétion de Dautre allele.Les mutations les plus fréquentes (environ 86%), appelées
« hotspot », sont présentes dans la séquence du géne TP53 codant pour les résidus de 125 a
300 du domaine de liaison a ’ADN (DBD)"’. Cependant presque tous les codons du DBD
peuvent étre mutés dans les cancers humains a des fréquences variables, ainsi que les autres
domaines de la protéine. Le spectre des tumeurs différe selon 1’effet de la mutation : perte
d’activité de p53, gain de nouvelles fonctions oncogéniquesou capacité de la protéine mutée a
inhiber la p53 sauvage. De plus, certaines mutations peuvent avoir des effets différents selon
les tissus examingés, ainsi qu'une fréquence de distribution pouvant refléter I’implication du
mutageéne dans le développement du type de tumeur dans certains cas'®. Par exemple, le
cancer des poumons chez les fumeurs (exposées au carcinogéne chimique benzo(a)pyrene)est
corrélé a une forte prévalence de conversions de guanine en thymidine le plus souvent aux
codons 157, 158, 245, 248 et 273 de p53'>. De plus, ’aflatoxine est un carcinogéne qui a été
associé a la mutation « hotspot » R249S dans les carcinomes hépatocellulaires chez les
populations soumises 4 de fortes expositions '°. Cette « signature » retrouvée par différentes
équipes a par la suite été réfutée notamment par Denissenko et al. qui postule qu’elle résulte
plutét d’un phénoméne de sélection ultérieur & I’exposition 4 I’agent mutagéne "¢,

Une étude récente montre que la délétion du bras court (p) du chromosome 17 humain
(qui porte le géne TP53), un événement fréquent dans les tumeurs humaines, semble conférer
des phénotypes plus sévéres que la simple perte de 7P53, notamment par la délétion
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d’autresgénes suppresseurs de tumeur ~.D’autres mutations sont retrouvées dans les cancers
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comme les décalages de cadre de lecture (11% des mutations), les mutations silencieuses qui
peuvent affecter 1’épissage de I’ARN ou sa stabilité et les mutations qui affectent les

1% Par ailleurs, le microenvironnement joue un rdle important dans la

isoformes de p53
progression tumorale. Des mutations de 7P53 ont ainsi été retrouvées dans le stroma de
certains cancers du sein et dans des fibroblastes associés a des carcinomes chez I’Homme.
Ainsi, des cellules stromales trés prolifératives, déficientes en p53, sont capables de faciliter
la croissance des cellules épithéliales tumorales exprimant une p53 WT'’. Les différentes
altérations de 7P53 dans les tumeurs peuvent donc conduire a des phénotypes distincts selon

la nature de la mutation et I’étendue de la délétion, ce qui contribue a 1’hétérogénéité

tumorale.

IV.B.1. Les mutations germinales

Des mutations germinales du géne 7P53 sont responsables d’un syndrome héréditaire
deprédisposition au cancer : le syndrome de Li-Fraumeniou LFS (du nom des deux
chercheurs, Frédérick Li et Joseph Fraumeniqui I'ont décrit en 1969). Les cellules de ces
patients, hétérozygotes pour TP53, perdent souvent le 2°™ alléle par le phénoméne de perte
d’hétérozygotie (Loss Of Heterozygocity ou LOH), qui est un phénoméne commun aux geénes
suppresseurs de tumeur. La définition clinique de ce syndrome selon Li et Fraumeni inclut un
cas index présentant un sarcome avant 1’age de 45 ans, un apparenté au premier degré
présentant un cancer avant 1’dge de 45 ans et un apparenté au premier ou second degré
présentant un cancer avant 1’dge de 45 ans ou un sarcome a n’importe quel égelés. Les
familles qui ne présentent pas tous ces critéres sont définies comme « Li-Fraumeni Like »'%,
Ce syndrome héréditaire rare se manifeste par l'association familiale d'un large spectre de
cancers incluant des ostéosarcomes, des sarcomes des tissus mous,des cancers du sein, des
tumeurs du systéme nerveux centralet des leucémies. Un grand nombre d’autres tumeurs
incluant des lymphomes, des mélanomes ainsi que des cancers du poumon et du tube digestif

167,168 1 14
©7% L'age

ont également été décrits chez des familles LFS et apparaissent a un age précoce
moyen d'apparition des cancers est précoce, avant I’age de 40 ans dans 50 % des cas et avant
60 ans dans 90 % des cas. De plus, les femmes portant une mutation de 7P53 sont exposées a
un risque plus élevé de développer des tumeurs et 4 un 4ge plus jeune que les hommes'®®. Par
ailleurs, les patients Li-Fraumeni ont tendance a développer des tumeurs secondaires au
traitement par radiations ionisantes '®>'® Des mutations germinales de 7P53 ont été

rapportées dans environ 80% des familles LFS « classiques » et dans 20 a 40% des familles

LFL. Des modificateurs génétiques du phénotype du LFS peuvent exister comme le SNP 309
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de MDM?2(rs2279744)associé a une apparition plus précoce des tumeurs, surtout en

association avec le SNP P72R de TP53(rs1042522)"%,

IV.B.2. Les mutations « hotspot »

Les neuf mutations du géne 7P53 les plus fréquentes dans les cancers humains :
R175H, Y220C, G245S, R248Q, R248W, R249S, R273H, R273C et R282W sont localisées
au niveau de sept résidus « hotspots » du domaine de liaison a ’ADN (DNA Binding Domain
ou DBD) de p53 (Figure 12). “L’hypermutabilité” de ces sites pourrait découler de
I’association de différents facteurs qui dépendent de la nature de la séquence ADN ainsi que
de l’effet de la mutation. Par exemple, ces codons comportent des sites CpG avec des
cytosines fréquemment méthylées dont la déamination induit une transition de la cytosine en
thymidine, une mutation fréquente dans les cancers '>°. De plus, la position de ses résidus au
niveau du domaine de liaison a I’ADN, explique I’impact de leurs mutations sur la fonction de
ce facteur de transcription. Un autre avantage sélectif de ces mutations « hotspot » est qu’elles

peuvent conférer un gain de fonction oncogénique a la protéine mutante.

248 273
Relative frequency of missense 2 49 |282
mutation in human cancer 9
il
PRR - DNA-binding domain ob [ c1b |
61 325 356 393

Figure 12 : Schématisation de la fréquence des mutations de p53 dans les cancers
humains et de la structure du DBD avec les résidus « hotspot ». Figure extraite de réf. *
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Classiquement, on distingue deux catégories de mutations « sotspots »de p53 : d’une
part les mutations de contact concernent des acides aminés qui sont impliqués dans le contact
direct avec I’ADN et qui compromettent 1’activité transcriptionnelle de p53 etd’autre part les
mutations de structure qui modifient la conformation tridimensionnelle de la protéine
affectant ainsi sa fonction '”°. Cette classification est simplifiée, et ces différentes mutations
peuvent entrainer des changements subtils dans la stabilité et la structure de la protéine. Des
expériences in vitro suggérent que ces deux types de mutations peuvent coopérer avec la voie
de signalisation H-Ras par des mécanismes distincts mais entrainant un profil d’expression et
de tumorigenése similaire '**,

Les mutations de contact les plus fréquentes concernent les résidus 248 et 273. Par
exemple, les mutations « hotspots » R273H et R273C affectent I’acide aminé arginine 273 qui
est en contact direct avec I’ADN (Figure 12). Selon les études structurales, ces deux
mutations ont un effet mineur sur la stabilit¢ thermodynamique de la protéine et les
changements structuraux qu’elles entrainent sont localisés et ne perturbent pas 1’architecture
globale de la surface de liaison a I’ADN. Cependant, la liaison de ces protéines mutées a leurs
geénes cibles est largement réduite in vitro et la spécificité de leur liaison est perdue.La
protéine p53 est intrinséquement instable, ce qui la rend susceptible a ’inactivation par des
mutations oncogéniques qui diminuent sa stabilité¢ thermodynamique entrainant la perte de sa
conformation. La mutation G245S induit un changement structural faible qui affecte la
dimérisation des DBD et donc la coopérativité de liaison a I’ADN. La mutation R249S induit
des changements plus importants entrainant une flexibilité accrue de la boucle L3 qui lie
lepetit sillon de I’ADN et perturbant ainsi le contact a I’ADN de I’arginine 248 adjacente et
I’interface de dimérisation. Ces deux mutations affectent la liaison du DBD muté a ses geénes
cibles. Des effets similaires sont observés avec la mutation structurale R175H qui est
supposée perturber la région qui lie I’ion zinc. La mutation R282W résulte en une perte des
interactions stabilisatrices comme les ponts d’hydrogénes et les liaisons hydrophobes,
entrainant une déstabilisation de I’équilibre thermodynamique de la protéine mutée, méme si
I’architecture générale du DBD est conservée. Les mutations dans la région en « f-
sandwich »qui sert d’échafaudage pour la structure du DBD, comme la mutation « hotspot »
Y220C, sont trés déstabilisantes, et diminuent la stabilité thermodynamique de la protéine
d’environ 4,8 kcal/mol. A noter que la stabilité¢ thermodynamique qui détermine 1I’équilibre
conformationnel de la protéine (entre structure repliée ou relachée) est différente de la
stabilité protéique qui définit le niveau cellulaire de la protéine (équilibre entre sa production

et sa dégradation) *>*.
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La protéine p53 mutée s’accumulesouvent dans les cellules cancéreuses. Ceci est di
soit a I’inhibition de la dégradation de p53 suite a un défaut d’induction par p53 du géne
codant notamment pour son ubiquitine ligase MDM?2, soit a I’agrégation de la p5S3 mutée en
raison de ses changements conformationnels. Cette accumulation d’une p53 mutée peut jouer
un role dans la tumorigenése par son effet dit dominant négatif sur la protéine sauvage (WT).
En effet, p53 agissant sous forme d’un homotétramére, ces protéines mutées peuvent avoir un
effet inhibiteur sur la protéine p53 WT en la liant dans un tétramere inactif. Dans ce cas, les
cellules hétérozygotes pour la mutation a effet dominant négatif présentent un phénotype de
tumorigenése plus sévére que les cellules p53™". De plus, certains de ces mutants présentent
un spectre tumoral plus large a I’état homozygote que celui causé par la simple perte de p53,
indiquant que les protéines mutéesont acquis de nouvelles fonctions oncogéniques (mutations
a effet néomorphe)'™®. Ce gain de fonction oncogénique des mutants de p53 inclut une
tumorigenese accrue, un potentiel métastatique, une résistance aux thérapies et une instabilité
génomiquem.De plus, les patients Li-Fraumeni portant I’une de ces mutations faux-sens au
niveau du domaine de liaison a I’ADN de type gain de fonction,présentent une incidence plus
¢levée et une apparition des tumeurs plus précoces (9 a 15 ans plus tot) que ceux portant

157 srox e
. Les propriétés des protéines

d’autres types de mutations ou une délétion du géne 7P53
sont trés hétérogénes selon les mutations et dépendent probablement des diverses
conformations induites par ces différentes mutations. Elles peuvent étre le résultat des
changements dans la spécificité de liaison a I’ADN induisant ainsi de nouveaux programmes
transcriptionnels, ou des interactions avec d’autres protéines affectant 1’expression des genes.
De plus, les p5S3 mutées ayant une structure non repliée,mais pas celles de contact, peuvent
spécifiquement lier p63 et p73 et diminuerl’activité apoptotique de ces derniers e

IV.B.2.a. Etude des mutations « hotspot » in vivo

Les souris KO pour p53 développent spontanément des tumeurs, en particulier des
lymphomes T et des sarcomes. La pénétrance compléte du phénotype tumoral causé par la
perte de p53 in vivo a conforté 1’idée que p53 est un suppresseur majeur de tumeur.
Cependant, la plupart des cancers humains sont des carcinomes, qui sont rarement observés
dans ces modeles murins. La création de souris « Knock-In » (KI) exprimant des mutations
ponctuelles de p53 et notamment les mutations « sotspot », induit, a la différence des souris
KO, un phénotype tumoral proche du spectre humain, avec un degré ¢levé d’hétérogénéite,

171

des carcinomes plus fréquents et des tumeurs trés invasives et métastatiques . Les mutations

R172H ou R270H par exemple (équivalentes aux R175H et R273H chez ’Homme) sont
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respectivement des mutations de structure et de contact qui ont un effet gain de fonction. Les
mutants R246S (R249S humain) et G245S (mutant humanis¢) au contraire ne montrent
aucune acquisition de nouvelles fonctions, mais la protéine mutée R246S semble avoir un
effet dominant négatif sur la protéine WT chez les souris p537/%**%S. Cependant, seules les
souris humanisées R248Q développent des tumeurs plus rapidement que les souris KO avec
une durée de vie significativement plus réduite, concordant avec 1’apparition précoce de
tumeurs chez les patients Li-Fraumeni exprimant cette mutation. De fagon intéressante, cet
effet n’est pas observé chez les souris humanisées R248W méme si les deux mutations du
résidu arginine 248 sont des mutations de contact '°*. La mutation R282W semble avoir des

172 "
, et n’a pas encore €té

effets gain de fonction dans les études sur les cellules de patients
étudiée chez des modeles murins, tout comme la mutation Y220C. L’analyse de cesmutations
« hotspot »in vivo est donc essentielle pour comprendre leur effet et pour développer des
stratégies thérapeutiques les ciblant, d’autant plus que les effets de ces mutations sont
différents dans les tumeurs humaines et sont reflétés par 1’hétérogénéité du syndrome Li-
Fraumeni. En effet, le codon 248 est plus souvent muté dans les tumeurs pancréatiques, alors
que dans les tumeurs du sein par exemple les mutations les plus fréquentes affectent les
codons 275 et 175, suggérant des activités spécifiques de certaines mutations '’. Concernant
les deux mutations les moins étudiées, Y220C et R282W, eclles sont le plus fréquemment

retrouvées dans les cancers de I’ovaire et de I’os respectivement (selon la base de données

IARC TP53 R18 Avril 2016).

IV.B.2.b. Mécanismes de gain de fonction
L’¢étude de toutes ces souris KI a permis d’établir plusieurs mécanismes d’acquisition
de fonctions oncogéniques par la p53 mutée dont : son réle inhibiteur sur la protéine MRE11

1

~ . 1oL, , . 73 . . . . . . .
entrainant une instabilit¢é génomique 7, D’activation de certaines voies de signalisation

comme PDGFRP pour le cancer du pancréas ' ‘et I’activation transcriptionnelle de protéines

oncogéniques comme la phospholipase PLA2G16'"

, ainsi que de confirmer le role de
p63/p73 dans I’inhibition de I’activité anti-tumorale de p53 '7®. En effet, certaines p53 mutées
sont capables d’induire une panoplie de génes favorisant la tumorigenése comme /GFIR,
EGFR, TIMMS50, ITGB4, etc”’. D’autres mécanismes sont en jeu comme 1’activation de la
prolifération cellulaire par certaines cyclines et par d’autres signalisations prolifératives (telles
les récepteurs de la vitamine D ou la synthése des stéroides) ou encore de 1’angiogenése, via

ID4. De plus la p53 mutée peut lier différents partenaires et avoir méme des activités

cytoplasmiques comme la séquestration de la protéine DAB2IP pour la reprogrammation de la
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signalisation TNFa. L’hypothése principale est que la pS3 mutée interagit avec plusieurs
facteurs de transcription (comme NF-Y, SREBP1/2, ETS2, etc.) induisant I’activation
aberrante de voies oncogéniques. Des études de surexpression d’une pS3 mutée ont permis de
découvrir le role de ces mutants dans la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un
processus qui favorise les métastases'’’. Des études récentes montrent que plusieurs mutants
de p53 stimulent I’effet Warburg dans les cellules cancéreuses, et qu’ils peuvent avoir un effet
gain de fonction indépendamment de la transcription en régulant négativement AMPK
(AMPactivated protein Kinase) impliquée dans le métabolisme '’'. Plus récemment, Zhu et al.
ont montré que des p5S3 mutées,et pas la WT, peuvent lier et induire des génes régulateurs de
la chromatine dont les méthyltransférases MLL1 et MLL2 et I’acétyltransférase MOZ (des
transférases qui sont régulées positivement dans les tumeurs exprimant une p53 mutée
uniquement), résultant en une augmentation globale de la méthylation et ’acétylation des

17

. 8 .. ey , . . , .
histones ~'°. Ainsi, différents mécanismes peuvent contribuer au phénotype de gain de

fonction.

IV.C. La mutation « hotspot » Y220C

Y220C est la 9™ mutation « hotspot » par ordre de fréquence dans les cancers
humains. Selon la base de données IARC-TP53, cette mutation concerne environ 100 000
nouveaux cas de cancers sporadiques par an et a été retrouvée dans 38 tumeurs germinales
(correspondant a 10 familles Li-Fraumeni) et le plus souvent dans les ostéosarcomes. C’est la
mutation la plus fréquente du DBD de p53 en dehors de la surface de contact avec I’ADN. En
effet, selon les études structurales, la tyrosine 220 est située a la base de la structure en f-
sandwichet en position distale par rapport a I’interface de liaison a I’ADN (Figure 12). Par
ailleurs, la mutation de la tyrosine en cystéine crée une cavité accessible aux solvants, en
raison de la perte des interactions hydrophobes*’.Du fait des changements conformationnels
qu’elle induit, cette mutation structurale déstabilise la structure du DBD et diminue sa
stabilité thermodynamique de 4 kcal/mol avec plus de 80% des protéines p53¥>*°C sous une
forme non repliée du DBD et inactive a la température corporelle, sans pour autant changer la
conformation globale du reste de la protéine'”. Cette déstabilisation thermodynamique est
¢galement favorisée par la formation d’un déhydron, une structure accessible par les
molécules d’eau et donc instable '*. Par ailleurs, cette cavité créée par la mutation et qui est
¢éloignée de la surface de contact avec I’ADN constitue une stratégie de ciblage prometteuse
pour une thérapie anti-tumorale spécifique de réactivation de la protéine mutée (voir

paragraphe IV.D. ci-dessous).
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IV.D. Thérapies anti-cancéreuses ciblant la voie p53

L’efficacit¢ des chimiothérapies par des agents anti-cancéreux (doxorubicine,
cisplatine) et des irradiations gamma reposent en partie sur la réponseaux dommages a
I’ADNdépendante de p53. Ainsi, des mutations dans la voie p53 conduisent souvent a une
résistance de la tumeur a ces traitements. Des stratégies variées visent a restaurer la fonction
de p53 ou a inhiber sa signalisation aberrante. La restauration de 1’activité de p53 a pu étre
obtenue chez des patients, par exemple par I’introduction de p53 par un adénovirus'®'. Cette
stratégie constitue une preuve de principe pour lesthérapies géniquesvisant a restaurer p53,
mais les patients traités développent des métastases, réduisant ainsi ’efficacité de ces
thérapies. D’autres approches exploitent plutot le statut des mutations de p53 puisque dans la
plupart des tumeurs le géne 7P53 est muté et que la protéine résultante s’accumule sous sa
forme inactive et peut méme avoir des propriétés oncogéniques. Dans ces cas, des drogues
sont administrées qui induisent la conformation sauvage de la protéine et restaure son activité
ainsi que sa dégradation pour éviter ses effets délétéres ou son interaction non désirée avec
des partenaires ',

Par exemple, des études de criblage in silicod’une librairie de peptideset par
cristallographie ont permis d’¢laborerdes molécules dérivées du carbazole (comme
PhiKan083), qui fixent la cavité créée par la mutation « hotspot » Y220C du DBD'®. Cette
liaison augmente la température de dénaturation du DBD et diminue son agrégation, pouvant
ainsi restaurer la fonction de la protéine sauvage in vitro. Des molécules dérivées comme le
PK7088, ont été testées dans les lignées humaines de cellules cancéreuses portant la

- 179
mutation

. Des modifications chimiques (rajout de groupes halogénés, études de la plasticité
structurale par cristallographie dynamique en présence de différents ligands) sont toujours en
cours afin de stabiliser ces molécules, de diminuer leur constante de dissociation et d’obtenir
ainsi des composés biologiquement actifs '®. Ces composés sont donc trés prometteurs en
maticre de stratégie thérapeutique ciblée et spécifique de la protéine p53 mutée. Leurs effets
secondaires sont présumés minimes en raison de 1’¢loignement de la cavité visée du reste de
la structure fonctionnelle. Ainsi, ils doivent cibler spécifiquement une région qui n’est pas en
contact direct avec I’ADN®. Cependant,leur étude in vivo est importante pour valider leur
efficacité et spécificité mais aussi pour évaluer leur toxicité dans des modeles pré-cliniques.
D’autres molécules permettent d’inhiber les interactions oncogéniques de la pS3mutée
en empéchant par exemple son interaction avec p63 ou p73, ce qui conduit a un effet anti-

tumoral illustré par la régression de tumeurs xénogreffées chez la souris '*'.Concernant les

mutations non-sens de p53 conduisant a une protéine tronquée, des thérapies a base
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d’antibiotiques permettent I’expression de la p53 pleine longueur mais a partir de la séquence
mutée du géne 7P53 ' Par ailleurs, dans les tumeurs exprimant une p53 WT, la fonction de
p53 est souvent compromise par différentes altérations conduisant souvent a 1’augmentation
d’activité de ses principaux inhibiteurs MDM2 et/ou MDM4. Ces tumeurs sont
déficientesdans leur capacité a activer p53 en réponse au stress et présentent une dégradation
excessive de p53, notamment par MDM2. Dans ce type de tumeurs, les stratégies consistent a
cibler ces régulateurs par de petites molécules qui miment le peptide p53 par exemple et qui
vont interagir avec la cavit¢é hydrophobe de MDM?2, agissant ainsi par encombrement
stérique’®'.La Nutlin3fait partie de ces molécules qui stabilisent et activent p53, mais son
action unique n’est pas suffisante pour la régression tumorale. Sa combinaison a d’autres
thérapies, comme des inhibiteurs des kinases CDK (par DRB et roscovitine par exemple),
sensibilise p53 a la réponse a la Nutlin '®. Ces thérapies réactivant p53(Tableau 1) sont
utilisées avec précaution a cause des effets toxiques de ’activation de p53 sur les cellules
non-tumorales. La stabilisation de certains peptides par des hydrocarbones (méthodede
« peptide stapling ») permet d’augmenter 1’efficacité de ces traitements mais présentent des

limites notamment en raison de leur cofit élevé et de leur risque de précipitation.

Malécule Type Action Citile Test
[ Advexin, Gendicine ou SCH58500 |Adénovirus Thérapie génigue patients
Inhibition de miR-17/20a Létalithé syntétigue Cibler les cellules tumorales inactivées pour p53 et Rb cellules du retinoblastome in vive

Peptide 46 Peptide issu du domaine C-terminal de pS3 Restaurer ['activité de plusieurs mutants « hotspot = 53 mutée (hotspot) i witro et in vive
Chetomin Petite molécule naturelie Restaurer |a conformation de pS3R175H via HSP40 P53 mutée [p53R1TSH) in vitro et in vive

COB3 Petit peptide Lier le D80 de la p53 mutée et restaurer e repliement P53 mutée in vitra et in cellulo
(Ganetespib Inhibiteur des chaperones HSP90 [Compromettre la stabilité de la p53 mutée P53 mutée

[SAHA des histones ion de la p53 mutée P53 mutée phase Il &'essai clinique
Cetuximab Inhibiteurs de EGFR. Risgusire be potentiel invasil de la p53 mutée celiules tumarales mutées pour p53

PRIMA-1, APR-246 ou MIRA-1

Petites molécules (crible cellulaire)

Induire le replement de la p53 mutée et augmenter
I ion de plusieurs génes cibles de p53

P53 mutée

cellules tumorales humaines et les
wénogreffes murines

RITA

Petites molécules (crible cellulaire)

Induire un changement conformationnel et empécher
I'interaction de négatifs

P53 mutée

(CP-31398 ou STIMA-1

Petites molécules

Lient des résidus cystéine du DBD et réactivent fa p53

p53 mutée (et sauvage)

Fixer la cavité créde par ka mutation « hotspot » Y2200

in vitro etsur cellules tumorales

PhiKan083 ou PK7088 Petites molécules (crible in silica) ot resiinisrair ba cosfdimation di GRD P53 mutée [p53Y220C) il
Py Expression de la p53 pleine longueur & partir d'une
S séquence portant une mutation non-sens 53 mutés ongode

RETRA Petites molécules Inhiber le complexe oncogénique pS3mutée/p73 P53 mutée nénogreffes chez la souris

. - T . Interagir avec la cavité hydrophobe de Mdm2 et inhiber E -
Nutlin3 cu MI-888 Petites molécules mimétiques du peptide p53 | dégradation de p53 Interaction pS3WT-Mdm2 wénogreffes chez b souris
RGT112 Petite molécule antagoniste de Mdm2 Blaquer la poche de liaison de pS3 & Mdm2 Mdm2 phase | d'essai clinique
HLISEC ou MEL2Z3/MEL24 Inhiter Mdm2 et bloguer sen activité €3 ligase Mdm2
¥1-100 ou 51-172550 Petites malécules antagonistes de Mdmd Bloguer la transcription de Mdmd ou son site de liaison & p53 |Mdmd
Pep3 Peptide mimetigue du C-ter de Mdmd Bloquer la lialson de p53 & Mdma2 et & Mdma. Mdm2 et Mdmd in vitro

N . . . in vitro et in vive sur tumeurs

. I
ATSP-704 Peptide [stapled} Bloquer la lialson de p53 3 Mdm2 et & Mdmd Mdm2 et Mdmd ses pour M2/M4
RO-5963 Petite molécule Formation de diméres Mdm2-Mdm4 incapables de lier p53  |Mdm32 et Mdm4 in vitro sur ceflules tumorales humaines |

Tableau 1: Récapitulatif de quelques exemples de thérapies anti-tumorales ciblant la

voie p53.Données extraites de ré

f 171,181,182,184,186-190
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Les cellules tumorales développent une dépendance a la pS3mutée pour leur survie,
leur prolifération et leur potentiel invasif. Des stratégies alternatives de 1étalité synthétique
consistent a exploiter la vulnérabilité des cellules tumorales imposée par les altérations de la
voie de signalisation de p53. Par exemple, dans les tumeurs déficientes pour p53, I’inhibition
d’ATM peut les sensibiliser a la chimiothérapie génotoxique par des inhibiteurs de
topoisomérase. Ainsi, les dommages a I’ADN non réparés induisent une catastrophe mitotique
et donc la mort des cellules tumorales. De plus, des stratégies de 1étalité synthétique reposent
sur I’inactivation de miRNAs ciblant spécifiquement les cellules tumorales selon le statut de
p53 ou d’autres suppresseurs de tumeurs'>.De plus, certaines p53mutées induisent 1’effet
Warburg par exemple chez les souris p53R172H/R172H via RhoA/ROCK, et I’inhibition de
cettesignalisation peut contrecarrer cet effet. Enfin, le potentiel invasif de la p53 mutée peut
étre di a la signalisation EGFR et des inhibiteurs de I’EGFR peuvent alors agir
spécifiquement sur les cellules tumorales mutées pour p53 '*%.Par ailleurs le statut de certaines
isoformes de p53 (comme les isoformes tronquées du CTD) est corréléacertaines réponses,

191 . . .
. De plus, des ratios d’expression d’isoformes

comme la réponse a la chimiothérapie
spécifiques sont des marqueurs de mauvais pronostic et des stratégies ciblant les facteurs qui
les régulent peuvent étre envisagées pour limiter la progression tumorale '’. De plus,
I’activation de I’immunité anti-tumorale semble importante pour 1’efficacité des thérapies
conventionnelles ',

De par la complexit¢ de la voie p53, la combinaison de plusieurs stratégies
thérapeutiques semblenécessaire pour espérer obtenir des résultats en clinique. Ces stratégies
conduisent souvent a des effets secondaires comme le développement de tumeurs secondaires
ou encore 1’acquisition d’une résistance aux traitements. Certaines de ces molécules peuvent
aussi avoir des effets indésirables en raison de leur action non spécifique comme par exemple
I’inhibition de ligases non spécifiques dans le cas des stratégies ciblant MDM2. De plus, la
plupart de ces approches présentent des toxicités dues a 1’activation systémique de p53, a
I’effet dominant négatif de la p53mutée sur la p5S3 WT réintroduite ou a I’hétérogénéité
phénotypique des différentes p53mutées.Ainsi, « les thérapies anti-tumorales doivent étre

fagonnées au statut de p53 propre & chaque tumeur » '*°.
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V. p53 : émergence d’autres fonctions

V.A. Fonctions physiopathologiques

Outre son réle majeur et crucial dans la suppression tumorale, p53 est impliquée dans
d’autres processus physiologiques et pathologiques. p53 joue notamment un role clé dans la
protection de la peau a 1’exposition aux UV, via son rdle dans la pigmentation.En effet, il
induitl’expression de POMC, un complexe contenant a-MSH (a-Melanocyte-Stimulating
Hormone),qui active le facteur de transcription des mélanocytes MITF. Par ailleurs, certaines
études montrent que p53 peut modérer la réponse immunitaire innée en inhibant la voie NF-
xB. p53 peut également restreindre la longévité et promouvoir le processus de vieillissement.
Enfin, p53 régule la prolifération et la différentiation des cellules souches, ainsi que le
métabolisme cellulaire et la respiration mitochondriale, des fonctions liées a son rdle de
suppresseur de tumeur P(voir paragraphe IV.A.).

En plus de ces effets protecteurs, un domaine émergeantde la recherche sur p53 est
que cette protéine, a I’état sauvage peut étre impliquée dans certaines pathologies. Ainsi,
I’activation de p53 entraine certains des phénotypes déléteres des accidents vasculaires et
cérébraux, des maladies neuro-dégénératives et des effets génotoxiques de la thérapie anti-
tumorale. En effet, en plus de I’induction de ses génes cibles canoniques, p53 peut
réguler,souvent au niveau basal non induit, un nombre additionnel de geénes impliqués dans
des processus cellulaires vari¢s. Par exemple, dans les modeles animaux de la maladie de
Parkinson, la perte de I’expression de la protéine DJ-1 conduit & une augmentation des
niveaux de p53, résultant en une mort des cellules neuronales. De la méme facon, une
déficience en activité de la protéine parkine, un facteur de transcription qui peut réprimer p53,
aggrave le phénotype de mort cellulaire chez les patients atteints de maladie de Parkinson.
Durant le développement de la maladie de Huntington, I’induction de p53 par la voie des
dommages a I’ADN contribue a la mort cellulaire. Des études associent également 1’induction
de p53 a la mort neuronale dans la maladie d’Alzheimer. L’induction de p53 par les
dommages a ’ADN contribue aussi aux effets secondaires de la radiothérapie et de la
chimiothérapie et a leur toxicité cellulaire.Par ailleurs, I’apoptose p53-dépendante induite par
I’ischémie et I’infarctus cardiaque, contribue aux lésionstissulaires associ¢es a ces maladies.
Récemment desmodéles murins ont permis de montrer que p53 peut médier certains effets
pathologiques de I’inflammation chronique '°. L’activation de p53 est également impliquée

dans certaines maladies génétiques comme la DBA (Diamond Blackfan Anemia) **. Des

50



études récentes suggérent le role de variations génétiques au locus p53 et de I’instabilité
génomique de la région 17p13.1, dans la prédisposition a certaines maladies comme 1’obésité,
le diabéte de type 2 et I’autisme '**'*°.

pS3 joue également un role au cours du développement embryonnaire. En effet,
certaines souris invalidées pour le géne Trp53 (p53<°) présentent un phénotype
d’exencéphalie embryonnaire létale affectant 23% des embryons femelles p53%°, suggérant
un réle de p53 dans la fermeture du tube neural probablement par ’induction de 1’apoptose
1% p53 est également capable de contréler I’implantation de 1’embryon en régulant
I’expression du géne LIF (Leukaemia-Inhibitory Factor), ce qui explique la petite taille des
portées des souris p53°. De plus, 1’étude d’un modéle murin exprimant de fagon
concomitante, une p53 WT et une p53 extrémement stable mais transcriptionnellement
inactive, a montré que I’activation inappropriée de la p53 WT dans ce contexte entraine le
syndrome CHARGE caractérisé par des anomalies du développement et une létalité
embryonnaire (plus tardive que celle causée par la perte des régulateurs de p53)*. Par
ailleurs,p53 est exprimée dans les cellules souches hématopoiétiques (Hematopoietic Stem
Cells ou HSCs) et régule leur quiescence et leur auto-renouvélement. Dans certaines
conditions, I’inhibition de p53 peut permettre la prolifération des HSCs et accélérer la
reconstitution de la moelle osseuse sans compromettre la pluripotence de ces cellules.
Cependant, une augmentation excessive du niveau de p53 ou une p53 constitutivement active
(souris transgéniques ou KI par exemple) résulte en une perte des cellules souches adultes
dans plusieurs tissus, dont la moelle osseuse, et peut entrainer un phénotype de vieillissement.
Ce role d’inhibition de I’auto-renouveélement par p53 concerne également les cellules souches
neurales et mammaires ainsi que les iPS (induced Pluripotent Stem cells) 7 Dans Dintestin
de la souris, p53 peut jouer un réle dans la différentiation des cellules souches en cellules
caliciformes, dans certaines conditions comme le défaut des ribosomes '*°. Ainsi I’activité de

p53 peut étre bénéfique ou néfaste selon le contexte, d’ou I'intérét de la régulation fine de

pS3.

V.B. Les syndromes d’insuffisance médullaire

Les syndromes d’insuffisance médullaire héréditaire (Inherited Bone Marrow
Failure Syndromeou IBMFS) sont un groupe de maladies rares, biologiquement distinctes
mais qui partagent des ressemblances cliniques. Cette famille hétérogéne comprend des
maladies génétiques complexes : la dyskératose congénitale (DC), I’anémie de Fanconi (FA),

I’anémie de Blackfan-Diamond (DBA), le syndrome de Shwachman-Diamond (SDS), la
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thrombocytopénie avec aplasie radiale (TAR), la thrombocytopénieamégacaryocytaire
congénitale (CAMT) et la neutropénie congénitale séveére (SCN). Ces syndromes sont tous
caractérisés par ladiminution importante, dans la moelle osseuse,d’au moins une des trois
lignées hématopoiétiques (€rythrocytes, leucocytes et plaquettes). Le plus souvent les trois
lignées sont atteintes, d’ouune pancytopénie (anémie, leucopénie et thrombocytopénie). Ces
syndromes sont également caractérisés par des malformations physiques, plus ou moins
spécifiques de chaque maladie, et par une prédisposition au cancer. Dans certains de ces
syndromes, les désordres hématologiques peuvent apparaitre dés la période néonatale comme
pour laneutropénie congénitale sévére. Pour les autres syndromes, comme la dyskératose
congénitale ou I’anémie de Fanconi, lespatients développent une cytopénie plus tardive mais
peuvent présenter dés la naissance des anomalies congénitales et des malformations
caractéristiques. De nombreux geénes responsables de ces syndromes ont été identifiés,
notamment ceux impliqués dans le métabolisme des téloméres pour la dyskératose
congénitale, dans la réparation de ’ADN pour 1’anémie de Fanconi ou encore dans la
biogéneése des ribosomes pour I’anémie de Blackfan-Diamond et le syndrome de Shwachman-

Diamond (Tableau 2). Cependant il reste un grand nombre de patients atteints d'aplasie

198,199

médullaire idiopathique dont la cause génétique n'est pas identifiée

Traits caractéristiques maje
Hyperpigmentation cutanée,
dystrophie unguéale, leucoplasie

Dyskeratose Congenitale Trés rare, pancytopénie, fibrose orale, coeur hypertrophigue, . TERT, TERC, DKC1, NOP10,
Maintenance des telomére AR, AD, RX
{et Syndrome Hoyeraal-Hreidarsson) pulmonaire petite taille, atrophie testiculaire , ik i NHP2, WRAPS3/TCAB1,
hypoplasie cérébelleuse TINF2, ACD/TPP1, CTC1,
RTEL1, PARN
Hyperpigmentation cutanée avec & 5
tiches café-au-lait,petite taille, FANC A 8:C, D1/BRCAZ,
microcéphalie, anomalies du s atiaed i J?BZAEHZIE;T:ICCLQ!:A
X % ; ration des ponts inter- LM,
Anémie de Fanconi Trits rare, pancytopénie pouce et raduis (hypoplasigues, pa b " d I?AON : N{PALBZ, OFRADS1E PYSUM AR, RX
bifides, rudimentaires), anomalies iz e ' . o8 4 i 5
énalas Q/ERCCA, RfRad51, 5/BRCAL,
T/UBE2T
i e
Anémie macrocytique, non Re::éi:lealdf)\::::’:f;ﬁ‘:m B9 SEsLi Bladd:
. . i 7 b i > § RPL3SA, RPLS, RPL11,RPST,
Anémia de Diamond-Blackfan chromatique avec malformation c faciale, des i des rib AR, AD, RX
2 2 E: RPL26, RPS26, RP510, RP529
retuculocytopénie lévres et/ou du palais, pouces
GATAL
malformés
Petite taille, insuffisence
ancreatique exocrine, dyspepsie Maturation des ARN
Syndrome de Shwachman-Diamond Neutropénie P q : 4 L ?.ua ; n. 5 SBDS AR
chronique, anomalies du ribosomigues
squelette

AR, autosomigue récessif ; RX, recessif lié & I'C; AD, autosomigue dominant

Tableau 2 : Caractéristiques cliniques et génétiques des principaux syndromes
d’insuffisance médullaire.

Le diagnostic précoce de ces syndromes peut étre difficile alors qu’il est crucial pour
I’administration des bons traitements, I’anticipation des complicationset le conseil génétique
des familles. Comprendre les bases moléculaires qui différencient ces syndromes permettrait
de mieux les diagnostiquer et de développer de meilleurs traitements. Des perturbations dans

certaines des voies cellulaires responsables de ces maladies peuvent induire la voie p53. En
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effet, 1’érosion des télomeres, 1’accumulation de dommages a ’ADN ou encore un défaut de
biogénése des ribosomes, qui sous-tendent les syndromes de DC, FA et DBA/SDS
respectivement, constituent des stress cellulaires en amont de 1’activation de p53. Au cours de
ma thése, j’ai pu établir un nouveau lien entre les voies du métabolisme télomérique et de la
réparation de I’ADN d’une part et le « gardien du génome » p53 d’autre part (Articles n°3 et
4).

V.B.1 Les syndromes télomériques

Les télomeéres sont des structures nucléoprotéiques qui protégent les extrémités des
chromosomes de la dégradation et des fusions chromosomiques. Ils sont donc essentiels pour
le maintien de D’intégrité génomique. Au cours des divisions cellulaires successives, la
réplication incompléte des téloméres entraine leur raccourcissement, jusqu’a atteindre une
longueur critique. En effet, les téloméres raccourcissent de 50 a100 paires de bases(pb) a
chaque division cellulaire in vitro et de 20 a 30 pb environ par an dans les cellules sanguines
périphériques. Ces chiffres sont variables selon les facteurs environnementaux et génétiques.
Ce raccourcissement progressif interféreavec la protection des extrémités des chromosomes
de par I’incapacité des télomeéres trop courts a former les structures topologiques protectrices
(T-loop) ou par le défaut de recrutement de protéines protectrices (shelterin). Finalement cette
longueur critique compromet la capacité des télomeres a inhiber la machinerie de
reconnaissance des dommages a I’ADN. Ceci induit des foyers de dommages au niveau des
télomeres (Telomere dysfunction-Induced Foci ou TIFs), qui activent la voie p53, conduisant
a un arrét définitif de la prolifération cellulaire appelé sénescence réplicative’”ainsi qu’a une

21 Les cellules ayant ainsi atteint leur nombre limite de divisions

réponse apoptotique
cellulaires (appelé « Hayflick limit ») activent ce processus de sénescence responsable du
phénomeéne de vieillissement cellulaire, mais aussi de protection anti-tumorale. La longueur
des télomeres constitue donc une « horloge mitotique » des cellules. La télomérase, une
ribonucléo-holoenzyme qui contient 1’activité catalytique de la réverse transcriptase TERT et
son ARN matrice TERC, est capable de rajouter des séquences télomériques au brin 3 des
télomeres dans les cellules qui I’expriment. Chez I’Homme, ces cellules sont rares et se
limitent aux cellules souches embryonnaires, certaines cellules souches adultes, quelques
cellules somatiques (telles les lymphocytes activés) et la plupart des cellules cancéreuses®*?.
L’importance de la télomérase dans I’oncogenese est soulignée par I’identification de

mutations activatrices, récurrentes dans les cancers humains, au niveau du promoteur du géne

TERT. Le résultat du déreéglement du métabolisme des télomeres est soit 1I’immortalité
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réplicative (une des caractéristiques du cancer) dans le cas d’'un maintien perpétuel(par la
réactivation de la télomérase ou via un mécanisme alternatif appelé ALT), soit des
téloméropathies dans le cas d’un défaut de maintenance®”. Ces téloméropathies(ou
syndromes télomériques) sont un groupe de maladies génétiques dont la plupart
sontcaractérisées par un raccourcissement télomériqueexcessif. Elles comprennent des
syndromes hétérogeénes mais imbriqués allant des manifestations d’aplasie médullaire et/ou de
fibrose pulmonaire a des maladies complexes comme la dyskératose congénitale ou ses
formes plus séveres, et sont responsables d’une mort précoce due a I’insuffisance médullaire
204

La dyskératose congénitale (DC) est un syndrome d’insuffisance médullaire causée
par des mutations germinales entrainant un défaut dans la biologie des téloméres”™. La DC
est diagnostiquée par la triade classique : hyperpigmentation cutanée, dystrophie unguéale et
leucoplasie orale®®. Certains patients souffrant de DC ne développent pas cette triade
diagnostique, mais présentent un risque élevé d’insuffisance médullaire affectant les trois
lignées du sang (pancytopénie), une fibrose pulmonaire, des maladies du foie (cirrhose et
fibrose) et des cancers. Il peut s’y associer une nécrose vasculaire des tétes fémorales ou de
I’humérus, une sténose de I’cesophage, de 1’urétre ou du canal lacrymal, ainsi que des retards
du développement (petite taille, atrophie testiculaire, hypoplasie cérébelleuse et cceur
hypertrophique)****®. Les patients DC sont prédisposés a plusieurs cancers, avec un risque de
40% a I’age de 50 ans, comme les carcinomes de la spheére ORL et ano-génitale ainsi que des
leucémies et des myélodysplasies®®’. L’aplasie médullaire est la cause principale de décés et
existe chez 90% des patients de DC, mais peut se manifester tardivement chez certains
patients, rendant le diagnostic difficile.La cytopénie peut toucher une seule lignée
hématopoiétique puis progresser vers une pancytopénie et une aplasie sévére. Le diagnostic
clinique peut étre difficile a cause de I’hétérogénéité phénotypique, la variabilit¢ de 1’age
d’apparition des symptomes et la présence de différents variants de DC'®”.

La caractéristique commune aux patients souffrants de téloméropathies est la présence
d’undysfonctionnement dans la maintenance des télomeres résultant de mutations germinales
dans des genes clés du métabolisme télomérique. Souvent, la longueur des télomeéres est
inférieure au premier percentile d’age dans les leucocytes et est mesurée pour valider le
diagnostic de DC"**®. Ainsi, en cas de doute sur la maladie gouvernant I’insuffisance
médullaire, la petite taille des téloméres peut trancher le diagnostic en faveur d’une forme de
DC (téloméropathies). La DC est traitée par transplantation de cellules souches

hématopoiétiques (HSCT) ou par des androgenes (avec un taux de réponse entre 50 et
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70%).Ces traitements peuvent étre a 1’origine de complications secondaires, comme la fibrose
pulmonaire en cas de HSCT ou des tumeurs du foie aprés le traitement par des androgénes
209,210

D’autres syndromes trés rares présentent des similitudes avec la DC comme le
syndrome de Hoyeraal-Hreidarsson (HHS), le syndrome de Revesz (RS) et le syndrome de
Coats Plus (CPS) 2. Pour ces syndromes, les complications hématologiquesapparaissent trés
tot chez I’enfant et peuvent se manifester méme chez les nouveau-nés. Dans ces cas, les
enfants développent entre autres une hypoplasie cérébelleuse, des retards développementaux
et une immunodéficience'””. HHS est une forme sévére de DC caractérisée en plus par un
retard de développement intra-utérin, une hypoplasie cérébelleuse et une microcéphalie.Les
enfants HHS présentent des télomeéres trés courts et un fort taux de mortalité 21 Les rares
patients de RS présentent les symptomes de HHS ainsi que des rétinopathies exsudatives alors
que des patients CPS peuvent présenter en plus des calcifications du cerveau™.Plus

., . . , . \ 212,213
intéressent, certains patients CPS ne présentent pas des téloméres courts ~ =

, indiquant que
le dysfonctionnement télomérique est plus complexe dans certaines téloméropathies.

Chez ’Homme, les téloméres sont constitués de répétitions hexa-nucléotidiques en
tandem TTAGGG de 5 a 15 kb double brins sauf pour I’extrémité 3 qui est simple brin (G-
overhang ou G-tail) et qui constitue le substrat de la télomérase. Cet ADN simple brin
s’hybride a ’amorce du composant ARN de la télomérase (TERC ou TR), permettant a
I’enzyme TERT de synthétiser plusieurs répétitions télomériques de par son caractére trés
processif”®.

TERT(Telomerase Reverse Transcriptase) et sa matrice ARN TERC (7Telomerase RNA

L’unité catalytique minimale de la télomérase consiste en 1’enzyme

Component). TERC est un snoRNA (small nucleolar RNA) qui se localise aux corps de Cajal
(Cajal Bodies ou CBs) par son interaction (en complexe avec TERT) avec la protéine TCABI
via la CAB-box. La localisationde la télomérase aux CBs est nécessaire pour son bon trafic et
sa mobilisation.Par ailleurs, TERC contient un motif H/ACA qui lie les snoRNPs dyskerin
(DKC1) et GARI1 (qui sont également impliquées dans la biogénése des ribosomes) ainsi que
NOP10 et NHP2.Ces protéines font partie du complexe de la télomérase et jouent un role dans
sa stabilisation et sa localisation nucléaire. De plus, I’ADN télomérique est 1ié¢ par un groupe
de protéines protectrices appelées « shelterin ». Le complexe shelterin humain compte 6
protéines : TRF1 et TRF2 (Telomere Repeat Factor 1 and 2), RAP1 (Repressor/Activator
protein 1), TIN2 (TRF-Interacting Nuclear protein 2), TPP1 (TIN2-interacting protein 1) et
POTI1 (Protection Of Telomeres 1) ***. Les protéines TRF1 et TRF2 lient spécifiquement les

répétitions télomériques double brins. Elles jouent un réle dans la suppression des dommages
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a ’ADN et recrutent le reste du complexe shelterin. POT1 se lie a I’extrémité 3° simple brin
et la protége de la machinerie de reconnaissance des dommages a I’ADN. Elle est reliée aux
shelterin via TPP1 (qui participe au recrutement de la télomérase aux télomeres) et TIN2 (qui
sert de linker)*®.

Les mutations les plus fréquemment observées dans les syndromes télomériques
portent surles génes codant pour les composés essentiels de la télomérase, notamment TERT,
TERC et DKCI. De plus, des défauts de TCABI1 (codée par le géne WRAP53f) entrainent un
phénotype de DC. En effet, des mutations germinales chez des patients DC ont été retrouvées
dans la séquence du géne WRAPS53p dont le locus code également le transcrit WRAPS53a qui
stabilise p53°°**'*. Ces syndromes sont également causés par des mutations dans certaines
shelterin (TPP1,TIN2et POTI) mais aussi dans le géne CTCI (CST Telomere protection
Component 1) qui fait partic du complexe CST?***'*?!*. Ce complexe qui comprend
également STN1 (Suppressor of cdc Thirteen 1) et TEN1 (Telomeric pathway with STNI)
joue potentiellement un réle dans la synthése du brin retardé. De plus, le géne TERFI codant
pour la shelterin TRF1 semble impliqué dans 1’aplasie médullaire (une forme moins sévére de
DC), mais ce lien reste a vérifier™™. Par ailleurs, les téloméres sont protégés de la machinerie
de réparation en partie grace a des boucles appelées « T-loop ».Ces structures topologiques
doivent étre relachées pendant la réplication de I’ADN afin de prévenir leur excision par la
nucléase SLX4 causant la perte rapide des télomeres. Cette résolution des 7-loop est assurée
par 1’hélicase RTEL1 2% Des mutations ont récemment été trouvées dans le geéne RTELI
(Regulator of Telomere Elongation helicase 1) chez des patients souffrant deHHS*''2'¢-
218 Enfin, le géne PARNa récemment été trouvé muté chez des patients DC. Il code pour une
3’-exoribonuclease spécifique des poly(A) impliquée dans la déadénylation des ARNma
queue poly-A.Cette action de PARN peut entrainer la dégradation des ARNm par le systéme
NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay). PARN est également impliqué dans la maturation
de certains ARN non-codants dont les H/ACA-snoARNs*"’, comme TERC par exemple.
L’implication de PARN dans la biologie des téloméres est peu comprise au niveau
moléculaire, mais les patients déficients pour PARN présentent une réduction dans les

niveaux des transcrits de DKCI, RTELI et TERF, ainsi qu’une augmentation de I’ARNm de

220 221,222
3 -

pS et un role de PARN dans la maturation de I’ARN TERC a récemment été¢ montré
Au total, des mutations causales dans douze génes ont été trouvées a ce jour chez des
patients souffrant de téloméropathies : TERT, TERC, DKCI, NOPI0 et NHP2 (complexe
télomérase) ; TPPI, TIN2 et POTI (complexe shelterin); CTCI (complexe CST);

WRAP53B(TCAB1) ; et plus récemment RTELI et PARN (Figure 13). Des mutations causales
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dans de nouveaux genes continuent d’étre découvertes et des dizaines d’autres protéines sont
impliquées dans le métabolisme des télomeres. Ces protéines pourraient étre mutées chez les
patients pour lesquels aucune mutation n’a encore ét¢ identifiée (30% des patients DC).La
compréhension des mécanismes moléculaires qui régissent le maintien des télomeéres est donc

trés importante pour 1’étiologie de ces maladies.

(telomerase trafficking)

Shelterin complex
(telomere end protection)
A

Telomerase complex
(telomere elongation)
A

<
‘

CST comple
(telomere capping)

Figure 13: Schéma de la télomérase et des principales protéines impliquées dans la
maintenance des télomeres. Les génes dont des mutations ont été retrouvées chez des
patients souffrants de téloméropathies sont surlignés en rouge. Figure adaptée de réf.

En plus des téloméropathies classiques causées par des mutations de génes de
maintenance des télomeéres, un nombre de syndromes non directement associés a la biologie
des téloméres présentent un phénotype de dysfonctionnement télomérique et sontappelés
« téloméropathies secondaires ». Ils incluent des syndromes causés par des défauts dans la
machinerie de réparation de I’ADN (qui pourrait interagir avec des composants télomériques)
comme FANCD?2 (anémie de Fanconi) et RECQL4 (syndrome de Rothmund-Thomson), oupar
des mutations dans des génes non reliés aux t¢loméres comme MPN1 et DNMT3B. 1l n’est pas
encore établi si le défaut télomérique est la cause ou une des conséquences de ces
syndromes>*.

Les mécanismes de maintenance des télomeres chez la souris sont semblables a ceux

de I’'Homme, néanmoins avec quelques différences notamment dans la réponse aux



dommages a ’ADNet la régulation de la télomérase. Chez la souris de laboratoire, les
télomeres sont trés longs et leur raccourcissement, secondaire a une absence de télomérase,
n’apparait qu’aprés plusieurs générations. Ainsi, les premicres générations de souris

déficientes en mTerc(mTR) ou mTertprésentent un phénotype sauvage *2**%°.

De plus, les
souris mutées pour 7inf2 ne présentent qu’'un phénotype léger de DC aprés plusieurs
o hernfi e 226 A e et . .
générations “. De méme, les souris déficientes pour la télomérase développent uniquement
une fibrose pulmonaire en présence de dommages a I’ADN accrus, tout comme les souris

dont les cellules alvéolaires du poumon sont délétées dugéneTerfl **

. Un moyen de
modéliser la DC chez la souris dés la premiére génération a ét€¢ de déléter Potlb dans le
contexte d’haploinsuffisance de la télomérase™**’. Les modéles murinsde DC, qui présentent
un intérét pour les études fondamentales et thérapeutiques de cette maladie, s’averent difficile
a créer et nécessitentl’association de différents défauts de maintenancedes télomeéres

notamment dans un composant du complexe shelterin et de la télomérase.

V.B.2. L’anémie de Fanconi

Une des Iésions de ’ADN les plus cytotoxiques et clastogénes sont les pontages inter-
brins (Interstrand CrossLinks ou ICLs) qui sont des liaisons chimiques covalentes et donc trés
stables entre les brins opposés d’un filament d’ADN. La génotoxicité de ces 1ésions découle
du fait qu’elles empéchent I’ouverture de la double hélice d’ADN, créant un obstacle a la
transcription et, surtout, a la réplication du matériel génétique. Ces 1€sions sont créées par des
agents pontant I’ADN endogenes, notamment les aldéhydes, ou exogénes d’origine naturelle
comme la mitomycine C (MMC) ou chimique comme le cisplatine (utilisés dans les
chimiothérapies). Le génome est constamment exposé a ce type de I¢sions que la cellule
répare afin de prévenir les mutations, les cassures et la mauvaise ségrégation des
chromosomes ainsi que les catastrophes mitotiques qui peuvent en découler. La cellule
déclenche une réponse aux dommages a I’ADN (DDR) complexe, dont la voie Fanconiet la
voie ATR/CHK1*".

Les défauts de réparation des ICLs peuvent causer 1’anémie de Fanconi (FA) qui est
une maladie génétique rare (incidence de 1/200000 a 1/400000) d’instabilité
chromosomique™' .Elle est causée par des mutations germinales des génes codant pour les
protéinesFANC de la voie Fanconi de réparation des dommages a I’ADN.Elle est associée a
une myriade de caractéristiques cliniques dont les anomalies congénitales, 1’insuffisance
médullaire précoce et progressive qui entraine une anémie sévere, et la prédisposition au

cancer™’. Les anomalies congénitales sont trés variées et plus ou moins fréquentes : retard de
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croissance, anomalies du pouce (qui peut étre absent, hypoplasique ou surnuméraire)et du
radius, hyperpigmentation cutanée et/ou taches café au lait, fertilité réduite, anomalies des
reins, microcéphalie, microphtalmie, anomalies de I’appareil digestif et anomalies faciales.
L’aplasie médullaire peut se développer a tout age mais apparait le plus souvent durant la
premiére décennie. Elle peut affecter initialement une ou deux lignées hématopoiétiques et se
présenter comme une cytopénie simple ou une pancytopénie '****% Elle est liée chez ces
patients a une réponse inflammatoire excessive et une apoptose médiée par TNFa, IFNy et les
ROS™’ Les patients peuvent également présenter une macrocytose et un niveau élevé
d’hémoglobine feetale. Cette atteinte médullaire est traitée par transfusion de globules rouges
ou de plaquettes, par transplantation de cellules souches hématopoiétiques®™* ou par des
androgeénes (avec un taux de réponse de 50%). Les patients traités avec des androgénes
présentent un risque élevé de développer des tumeurs du foie®. Outre la prédisposition
auxmémescancersobservés chez les patients DC (le plus souvent des myélodysplasies, des
leucémies myéloides aigues et des carcinomes de la sphére ORL) les patients FA présentent
également un risque élevé de développer des carcinomes de la peau, du tube digestif et
génitaux '’ De plus, les patients du groupe FANCDI exprimant des mutations bi-
alléliques du géne BRCA2, présentent un risque treés élevé de leucémies aigues précoces, de
tumeurs cérébrales et de tumeurs du rein chez les enfants (tumeurs de Wilms)**°.

Le diagnostic le plus précoce possible de I’anémie de Fanconi est nécessaire pour une
prise en charge rapide, la prévention et le conseil génétique des familles. Cependant, 30% des
patients FA ne présentent pas les traits pathognomoniques (malformations physiques) et le
diagnostic de la maladie est retardé voire confondu avec une DC, d’autant plus que certains
patients peuvent présenter des défauts des télomeres. Ainsi, le diagnostic nécessite une série
d’examens cliniques et cytogénétiques combinés a 1’étude de I’histoire familiale. Le test
diagnostique pour I’anémie de Fanconi est la détection d’une augmentation des aberrations
chromosomiques (cassures ou formes radiales des chromosomes, échanges entre chromatides
sceurs) dans des cellules en culture traitées avec un agent induisant des ICLs, comme le
diepoxybutane ou la mitomycine C. Dans certains cas cette analyse peut s’avérer peu
concluante a cause d’un mosaicisme somatique des cellules du sang périphérique, ce qui
complique le diagnostic. Ce mosaicisme phénotypique résulte le plus souvent d’une réversion
génétique dans certaines cellules Fanconi, consistant avec le mode de transmission récessif de
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cette maladie™'. Dans ce cas le test est réalisé sur des fibroblastes de la peau qui ne présentent

B 209,210
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Au jour de I’étude,dix-neuf génes FA ont été identifiés et les mutations dans ces génes
sont responsables de 95 % des cas de FA. Les dix-neuf protéines peuvent étre divisées en trois
groupes selon leur fonction dans la voie: le complexe central ou « core complex », le
complexe ID2 et le complexe effecteur (Figure 14). Le complexe central joue un réle dans la
reconnaissance des ICLs. Il est formé par huit protéines FANC : FANCA, FANCB, FANCC,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCL et FANCM, et trois protéines associées: FAAP24,
FAAP20 et FAAP100 (notées 24, p20 et p100 sur la Figure 14). De plus, BLM, TOPOIIIA et
RPA interagissent avec FANCA, C, E, F et G pour former le complexe BRAFT qui joue un
role potentiel dans cette voie, étant donné que la déficience de BLM entraine une
hypersensibilité a la mitomycine C. Par ailleurs, les protéines MHF1 et 2, liant FANCM, sont
recrutées aux fourches de réplication bloquées par les ICLs. Le complexe central ainsi que
I’enzyme FANCT (UBE2T) sont responsables de la monoubiquitination du complexe
FANCD2/FANCI, I’enzyme catalytique étant FANCL qui est une E3 ligase. Le complexe ID2
monoubiquitiné qui orchestre le recrutement des effecteurs est crucial pour la réparation des
ICLs. Les protéines effectrices sont FANCDI (BRCA2), FANCJ (BRIP1), FANCN
(PALB2), FANCO (RADSIC), FANCP (SLX4), FANCQ (XPF), FANCR (RADSI) et
FANCS (BRCA1).De plus, BRCA1, BRCA2, BRIP1, PALB2, RADS51 et RAD51C jouent
aussi un role essentiel dans la recombinaison homologue, un mécanisme important pour la
réparation des ICLs par la voie Fanconi, Par ailleurs, FANCJ (BRIP1) est une hélicase qui
interagit avec BLM et joue un rdle potentiel dans la réponse au stress réplicatif. FANCP
(SLX4)est une nucléase qui interagit avec XPF/ERCC1, MUS81/EME1 et SLX1 et dont
I’interaction avec XPF semble importante pour défaire les ICLs*".

En plus des dix-neuf protéines FANC et des protéines associées, d’autres protéines ont
été impliquées dans la réparation des ICLs, comme UHRFI1, FANI et SNMI1A. Par ailleurs,
FANCD2 monoubiquitinée peut recruter FANI ainsi que BLM, FANCJ et BRCA2,
indépendamment du complexe central, pour la bonne progression de la fourche de réplication
et la stabilit¢ génomique. De plus, FANCD2, FANCI et BLM peuvent faciliter le relichement
des ponts (Ultra-Fine Bridges ou UFBs) d’anaphase en liant les sites fragiles communs,
sources des UFBs, pour assurer la bonne ségrégation des chromosomes durant la mitose.
Enfin, FANCD2 est dé-ubiquitinée par le complexe enzymatique USP1/UAF1, une étape
importante pour sa remobilisation **°. A noter que plus récemment un vingtiéme géne Fanc a

été retrouvé muté chez des patients d’anémie de Fanconi (voir Discussion 11.C.2.)
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Figure 14: Schéma de la voie Fanconi de réparation de ADN. Les protéines FANC

retrouvées mutées, a ce jour, chez les patients souffrant de I’anémie de Fanconi sont labélisées

par une lettre. Figure adaptée de réf. >

Les souris déficientes pour une protéine FANC développent peu ou pas d’anomalies
hématologiques spontanées. Le phénotype d’insuffisance médullaire peut étre induit par des
agents pontant comme la mitomycine C, mais ces souris KO ne présentent pas toutes les
caractéristiques Fanconi. De plus, leur moelle est incapable de reconstituer le pool de cellules

. . . ., 239
sanguines chez des souris receveuses irradiées

Une relation entre la voie Fanconi et p53 découle du fait que les dommages a I’ADN
activent la voie p53 qui induit une réponse cellulaire antiproliférative (voir paragraphe IV.A.).
En effet, p5S3 est le régulateur majeur de 1’induction de la mort cellulaire induite par les
dommages 2 ’ADN **'"® Des études ont montré que les cellules (de patients ou murines)
déficientes pour un des composants de la voie Fanconi (notamment FANCD2 et FANCG),
accumulant les dommages a ’ADN non réparés, induisent un arrét du cycle en G1 p53-
dépendant, et que [D’activation exacerbée de p53 dans ces cellules « stressées » est
probablement responsable du phénotype d’insuffisance médullaire. De plus, la délétion de
pS53 peut réparer les défauts hématopoiétiques des cellules Fanconi humaines et murines.
Cependant la perte de p53 accélere la formation de tumeurs chez les souris
Fancd2 ™ et Fancc ™, suggérant une coopération entre les deux voies pour la suppression

tumorale *°. Enfin il a ét¢ montré que p53 peut activer I’expression du géne FANCC**.



RESULTATS
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Mes projets de thése se sont articulés autour de deux aspects du suppresseur de tumeur
p53. Jai, d’une part, étudié son role anti-tumorale et des stratégies visant a réactiver sa voie
in vivo. D’autre part, j’ai participé a la découverte de son implication majeure dans de
nouveaux processus cellulaires tels ceux en jeu dans les syndromes d’insuffisance médullaire
que je viens de présenter. Afin d’évaluer ces deux facettes de p53, j’ai participé a 1’étude de
plusieurs modeles murins a différentes étapes de leur analyse. Je présente dans la partie
« Résultats » ces différentes études sous formes d’articles scientifiques.

Y217 . o
3yarie exprimant une p53 inactive pour les

J’ai créé au cours de ma thése le modéle p5
fonctions de suppression tumorale suite & une mutation particuliére du domaine de liaison a
I’ADN de ce facteur de transcription. Dans I’article n°2 « The mouse model p53¥*'"¢ exhibits
acute gender specific embryonic lethality and an oncogenic gain of function » (manuscrit en
préparation), je présente mon travail de création et d’analyse de ce modéele. Ce premier projet
principal de thése est toujours en cours et déja bien abouti. Il a pour but d’évaluer in vivo les
effets de cette mutation qui est fréquemment retrouvée dans les cancers humains, mais qui
semble différente des autres mutations hotspot de p53 selon les études in vitro et de
cristallographie. En effet, les résultats de ’analyse des souris p53"*""“Y*!"C suggérent un effet
néomorphe de cette mutation. Les expériences futures nous permettront de déterminer le(s)
mécanisme(s) de gain de fonction oncogénique conféré par cette mutation. Plus encore,
I’intérét de ce modele murin est qu’il va nous permettre d’évaluer in vivo ’efficacité d’une
stratégie thérapeutique anti-tumorale ciblée. La création et 1’analyse d’un mod¢le murin étant
un processus assez long, j’ai participé également aux étapes finales d’un projet visant a
évaluer le potentiel thérapeutique des stratégies anti-tumorales ciblant MDM4, un régulateur
négatif de p53, dans un contexte tumoral exprimant une p53 hypomorphe. Ce projet a abouti a
une publication dans Oncogene (article n°l « Mdm4 loss in mice expressing a p53
hypomorph alters tumor spectrum without improving survival») a la révision duquel j’ai
participé. Concernant ce projet secondaire, j’ai notamment réalisé les expériences permettant
de valider I’importance de la répression p21-dépendante dans la suppression tumorale via p53
et ’implication de ce mécanisme dans la résistance des tumeurs thyroidiennes exprimant une
p53 hypomorphe aux stratégies ciblant MDM4.

Mon second projet principal de thése a consisté en I’analyse d’un modéle murin déja établi
dans notre laboratoire et exprimant une p53 hyperactive de par la délétion de son domaine C-
terminal ou CTD (derniers 31 acides-aminés : p53“’"). Ce modéle a ainsi permis a notre
équipe de déterminer le réle de régulateur négatif du CTD de p53 sur son activité. L’analyse

A31/A31

plus poussée des souris p53 a constitué une grande partie de mes travaux de thése et m’a
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ainsi permis de co-signer deux publications dans Cel/ Reports(article n°3 « Mutant Mice
Lacking the p53 C-Terminal DomainModel Telomere Syndromes ») et dans Nature
Communications (article n°4 «p53 downregulates the Fanconi anemia DNA repair
pathway »). Ces deux études complémentaires nous ont notamment permis de montrer que les

souris p534314%1

modélisent le syndrome de dysfonctionnement télomérique dyskératose
congénitale et que p53 est un régulateur négatif du métabolisme des télomeres et de la voie

Fanconi de réparation de I’ADN, des roles insoupgonnés de ce « gardien du génome ».
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Article n°1

Mdm4 loss in mice expressing a p53 hypomorph alters tumor spectrum
without improving survival.

Ming Fang, Iva Simeonova, Boris Bardot, Vincent Lejour,Sara Jaber, Rachida Bouarich-
Bourimi, Aurélie Morin and FranckToledo.

Oncogene (2014) 33, 1336-1339
Résumé :

Le domaine riche en proline (PRD) contribue a la régulation de la stabilité de p53 et a sa
capacité de transactivation. Des modéles murins ont été générés pour étudier le réle du PRD
in vivo. La délétion du PRD (p53“") entraine une diminution de la capacité de transactivation

INTN I
3 présentent un

et une augmentation de la régulation négative par MDM2. Les cellules p5
défaut de I’arrét du cycle cellulaire, mais une réponse apoptotique conservée **. La protéine
p53“" agit donc comme une protéine hypomorphe. Nous avons utilisé ce modéle murin pour
évaluer une stratégie thérapeutique basée sur un régulateur négatif de p53 : MDM4. Nous

3% 3 supprimer des tumeurs induites par une mutation

avons d’abord estimé la capacité de p5
de Rb, puis étudié I’impact de la perte de MDM4 dans ce contexte oncogénique. De facon
surprenante, les cohortes de souris Rb”" p53°P*F et Rb™" p53°74" Mdm4™ présentent des
courbes de survie similairesmais des spectres de tumeurs différents. Les souris des deux
génotypes développent fréquemment des carcinomes de la thyroide, mais les adénomes

34747 ne sont détectés que dans 20%

hypophysaires, observés dans 80% des animaux Rb*" pS
des souris Rb™" p53AP/AP Mdm4™", Ainsi, dans ce modeéle, I’absence de MDM4 a un effet anti-
tumoral dans le cas des tumeurs hypophysaires,mais pas thyroidiennes. Nous avons identifié
des génes cibles de p53 permettant d’expliquer cette observation et de démontrer I’importance
de la répression de certains genes par la p53 sauvage dans la suppression tumorale,
notamment du géne Plklimpliqué dans le développement des tumeurs thyroidiennes. Au
cours de ma thése j’ai participé de fagon secondaire a cette étude et j’ai notamment réalisé les
expériences permettant d’identifier ce dernier mécanisme d’action. Cette étude montre

I’intérét d’analyser en détail le statut de 7P53 dans les tumeurs et le typede protéine p53

mutée afin d’élaborer des stratégies anti-tumorales efficaces et adaptées a chaque tumeur.
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SHORT COMMUNICATION
Mdm4 loss in mice expressing a p53 hypomorph alters tumor
spectrum without improving survival

M Fang'??, | Simeonova'??, B Bardot'*?, V Lejour"*?, S Jaber'??, R Bouarich-Bourimi'*?, A Morin"** and F Toledo'*?

The p53 pathway is inactivated in most human cancers, and its reactivation in tumors appears as a promising therapeutic strategy.
Overexpression of Mdm4, a p53 negative regulator, occurs in a significant fraction of human cancers. Mouse models were used to
evaluate the therapeutic potential of strategies against Mdm4, and encouraging results were obtained for tumor cells in which
Mdmé4 overexpression prevents wild-type p53 to exert its tumor suppressive functions. However, missense mutations in the p53
gene occur in about half of human cancers, and 15% of such mutations lead to the expression of a mutant protein that retains
partial activity. In this report, we used mouse models to address the therapeutic potential of strategies against Mdm4 in tumors
expressing an hypomorphic p53 mutant. We found that, in an Rb*/~ background promoting pituitary and thyroid tumaors,
decreased Mdm4 levels improved the survival of mice expressing wild-type p53, but not that of mice expressing p53"", a p53
hypomorph lacking the proline-rich domain. Importantly, however, most Rb "/~ p53%%4F mice developped pituitary adenomas,
but these tumors were rare in Rb ™/~ p53*"*" Mdm4 ' animals, because Mdm4 loss led to increased p21 levels, a suppressor of
pituitary tumor growth. On the contrary, Rb*/~ p53*"A" and Rb ™/~ ps3*"*" Mdm4 '~ mice developped anaplastic thyroid
carcinomas at equal frequencies. Importantly, wild-type p53 represses the Plk1 gene, which encodes a promising therapeutic target
in anaplastic thyroid carcinomas, and this repression is improved when Mdm4 levels are decreased. On the opposite, p53°° is a
mediocre transcriptional repressor that is not improved by Mdmé4 loss. In sum, depending on the tumor type, strategies against
Mdm4 that work in cells expressing wild-type p53 may not work in cells expressing an hypomorphic p53. Furthermore, p53-

mediated transcriptional repression should be considered when evaluating strategies to reactivate p53 in tumors.

Oncogene (2014) 33, 1336-1339; doi:10.1038/0nc.2013.62; published online 11 March 2013

Keywords: p53; Mdm4; p21; Plk1; Rb

INTRODUCTION

The p53 pathway is altered in most, if not all human tumors.
Mutations in TP53, the gene encoding p53, are found in about half
of human cancers, and at least 20% of the other tumors present an
overexpression or an amplification of Mdm2 or Mdm4 (also known
as Mdmx), which encode major negative regulators of ps3.'”
Strategies to reactivate p53 in tumors are thus attractive
therapeutic approaches, because they might apply to a wide
variety of cancers. In recent years, Mdm4 has emerged as a
promising therapeutic target: reduced Mdm4 expression, achieved
by decreasing Mdm4 gene dosage, or by using RNA interference
or molecules that target Mdm4, were shown to suppress tumor
growth in several studies.’”® Most of these studies were
performed in cancer cells expressing a wild-type p53 protein
and overexpressing Mdm4, so that inhibiting Mdmé4 in these cells
allowed an efficient recovery of p53 tumor suppressive functions.
However, about 15% of TP53 missense mutations in human
cancers lead to the expression of a mutant p53 with partial
activity."® In this report, we wanted to determine if reducing
Mdm4 levels in cells expressing an hypomorphic p53 mutant
might improve tumor suppression and survival. We found that a
decrease in Mdm4 levels improves the survival of mice expressing
a wild-type p53, but is inefficient in mice expressing p53*%, an
hypomorphic mutant p53. Thus, although one should be careful
about extrapolating these conclusions to human cancers, our

results indicate that strategies against Mdm4 that work in cells
expressing wild-type p53 may not work in cells expressing a p53
hypomorph. Furthermore, they suggest that the capacity of p53 to
act as a transcriptional repressor should be taken into account
when evaluating the therapeutic potential of strategies aimed at
reactivating p53 in tumeors.

RESULTS AND DISCUSSION

In order to determine if targeting Mdm4 may improve the survival
of animals expressing an hypomorphic p53, we used mice
expressing p53™*, a ps3 lacking its proline-rich domain.® ps3*7/4"
mice appeared as a tool of choice for this study, because unlike
wild-type mice, they are viable in an Mdm4-deficient background.
The p53*F protein is an inefficient transcriptional activator that
has lost cell cycle control but retained a partial capacity to induce
apoptosis. Although p53*" does not model a specific human
cancer mutant, most hypomorphic p53 mutants reported in
human tumors appear, like p53*", to transactivate the pro-
apoptotic Bax gene more efficiently than the cell cycle control
gene p21 (Leroy et al'® and Supplementary Figure 1). Previous
experiments showed that p53°% is a rather good suppressor of
spontaneous tumors, because 90% of p53“7“F mice remained
tumor-free after 1 year. On the contrary, experiments with tumor
xenografts indicated that p53*” is a poor suppressor of oncogene-
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induced tumors. These observatlons led us to analyze the effects
of Mdm4 loss on p53*° in a Rb" background to accelerate
tumor onset, because germline Rb and p53 mutations were
reported to exhibit cooperatwe tumorigenic effects.'’ To estimate
the capacity of p53*”*" mice to suppress tumors in a Rb "/~
background, we first compared survival curves and tumor spectra
inRb*' ", Rb*/" ps3"/ " ,Rb"/ p53 ' andRb '’/ p53~TIAP
mice. As shown pre\.rlnusly, we found that an haplomsuf’ﬁnency
or deficiency in p53 accelerates tumorlgeneﬂs in a Ro*’
background, and that Rb ™'~ and Rb ™'~ p53 '~ mice develop
pituitary adenomas and thyroid carcinomas, whereas Rb™’
p53 /" mice developped the same tumors, but also the thymic
lymphomas and sarcomas typical of p53-deficient animals
(Figures 1a and b). Rb* /7 p53°7AT mice lived longer than
Rb "/~ p53 '~ mice, but died before Rb*/~ orRb™*/~ p53*/-
mice (Figure 1a). Furthermore, they developped pituitary adeno-
mas and anaplastic thyroid carcinomas, but neither lymphomas
nor sarcomas (Figure 1b, Supplementary Flgure 2). In all the
pituitary and thyroid tumors tested, p53* was still expressed
(Figure 1c) and did not exhibit any mutation other than the

Mdm4 loss in tumors expressing a p53 hypomorph
M Fang et al

e

deletion of the proline-rich domaln (data not shown). Together,
the results indicated that p53*" exhibited a weak but significant
capacity to delay tumor onsetina Rb "'~ background, suggesting
that these genetic contexts were appropriate to evaluate the
impact of decreased Mdm4 levels on an hypomorphlc pS3.

Next, we compared the survival of Rb” Rb™'~ Mdma ™/,

1 ps3APIAR gl g3AR/AP Mdm4*’~ and Rb*’
p53474" Mdm4 '~ mice. We observed that the loss of a single
Mdma4 allele improved survival in a Rb ™"/~ background, but that
the loss of one or both Mdm4 alleles had no impact on survival in
aRb™’ ps53°"*" context (Figure 2a). The only notable effect of
decreased Mdm4 levels in a Rb™* '~ p53*"4® hackground was a
change in tumor spectrum in Mdmd-deficient animals; while
thyroid tumors were as frequent with or without Mdm4, Mdm4
loss led to a significant decrease in pituitary adenomas (Figure 2b).
Previous analyses in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) showed
that Mdm4 loss improves the transactivating capacity of p53°%,
leading to increased levels of several p53 tar;;et genes, including
the cyclin-dependent kinase inhibitor p21.” p21 is known to
have a major role in the senescence limiting pituitary tumor
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Figure 1. P:d development of pituitary and thyroid tumors in Rb' '~ p53*"*" mice. (a) Rb "/, ps3" '~ and fﬂw‘w mice, described
previously,>*"?? were intercrossed to generate cohorts of Rb ', Rb*/~ p53*/~,Rb "/~ p53 ' and Rb*/ p53°7/4" mice, whose survival

were followed for 650 days (cohort sizes are in parentheses). (b) The mice plotted in (a) were dissected when moribund or shortly after death
and their tumors were classified. Tumor types could be assessed by gross necropsy, bu'( a subset of each tumor type was confirmed
histologically by using hematoxylin and eosin staining according to standard procedures.*® A[I experlrnents were carried out accordlng to
IACUC regulations. (¢} p53*¥ is still expressed in pituitary and thyroid tumor cells from Rb '/~ p53**4" mice, Total RNA, extracted using
nucleospin RNA Il (Macherey-Nagel, Diiren, Germany), was reverse transcribed using superscript lil {Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Real-time
quantitative PCRs were performed on an ABI PRISM 7500 using Power SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) as recently
described.** p53 mRNAs were quantified using real-time PCR, normalized to control mRNAs, then the amounts in tissues from p53*7/*" mice
were assigned a value of 1,
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Figure 2. Mdrn4 loss suppresses most pltwtary tumors in Rb # p53"""""" mice, but does not affect survival. (a) Survival curves of Rb*/",
Rb™' Mdma '’  Rb"’ p53F pp A* Mdmd "' andRb p53“’ AP Mdma mice over 650 days. Mdma "'~ mice, a kind
gift from JC Manne. were described prewousky 29 The loss of one Mdm4 allele extended the survival of Rb ' * mice, but similar surwval curves
were observed in Rb ' PS3"P’ A mice, regardless of Mdm4 status. (b) Tumor types were assessed upon the necropsy of Rb ' p53AFAn
Rb*/ p53*"A" Mdma ' and Rb'/~ p53°"AF Mdm4 ' mice. Mdm4 loss led to a three-fold decrease in the frequency of pituitary
tumors, but had no effect on thyroid tumors. ***P<0.001, N5: not significant by Student’s t-test.
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Figure 3. p21 is required for the suppression of pituitary tumors in
Rb'/ p53*" Mdm4 / mice. (a) The expression of p21 is

significantly increased in pituitary glands from Rb'/  p53*74F

Mdm4 /animals. Total RNA were extracted as in Figure 1c from
five pituitary glands of each genotype, then p21 mRNAs were
quantified using real-time PCR, normalized to control mRNAs and
the amounts in pituitary glands from Rb "'~ p53*""*" mice were
assigned a value of 1. *P<0.05 by Student's t-test. (b) Tumor types,
assessed upon the necropsy of Rb '’ APIAP Rb ' p53? VAR
Mdm4 /' andRb '/ p53°"A" Mdma4 p21 mice, revealed
an increase in pituitary tumors upon p21 loss. ***P<0.001, NS: not
significant by Student’s t-test.

growth,” We thus hypothesized that pituitary tumors were less
frequent in Rb '/~ p53°%4* Mdm4 /" than in Rb ™/~ p5347/4F
mice, because in the former group Mdm4 loss led to increased
p21 levels in the pituita r!gland. To test this, we dissected
7-month-old Rb™*/~ p53°"*" and Rb "/~ p53™™" Mdm4 ~/
mice, and measured p21 mRNA levels in those pituitary glands
that appeared normal upon dissection. Results, from five pituitary
glands per group, revealed a two-fold increase in p21 mRNA levels
in Mdmd-deficient animals (Figure 3a). Furthermore, when we
usedlpﬂ '~ mice' to generate and compare cohorts of Rb "/~
ps3**A%, Rb /™ ps3tA" Mdmd /- and Rb*’" ps3ttA”
Mdma '~ p2] mice, we found that Rb '~ p53*"* and
Rb "/~ ps3™™A" Mdma '~ p21 /" mice had similar lifespans
and tumor spectra (Figure 3b and Supplementary Figure 3).
Together, the data indicated that in these models Mdm4 loss
limits tumor growth in the pituitary gland by activating p53’“’,
leading to increased p21.

Importantly, the fact that Rb "/~ p53*"4F and Rb "/~ p537/47
Mdma4 '~ mice had different tumor spectra but identical survival
curves (Figure 2) suggested that the primary cause of death, for all
animals, was the development of anaplastic thyroid carcinomas.
Furthermore, because a Mdm4 haploinsufficiency improved
survival in aRb ™/~ context but notin aRb ™'~ p53°7/4" context,
it was reasonable to assume that if decreased Mdm4 levels had no
effect in the latter context it was due to an intrinsic defect of the
mutant p53*° protein. To evaluate the functionality of p53** in
thyroid tumors, we first quantified p21 mRNA levels in thyroids
from Rb "'~ p53*4 and Rb*/~ p53**** Mdm4 '~ animals,
and found that the Mdm4 deficiency correlated with a two-fold
increase in p21 levels (Supplementary Figure 4). This indicated
that p53*" is still functional in thyroid tumors and that, as in
pituitary tumors, its transactivation capacity can be increased by
Mdm4 loss. Importantly however, p21 was found to have a major
role in preventing pituitary, but not thyroid tumors.'? Rather, the
development of anaplastic thyroid carcinomas was correlated with
an upregulation of a set of genes involved in the control of cell
cycle progression and chromosome segregation.' Among these,
the gene encoding polo-like kinase 1 (PIk1), a kinase with a pivotal
role in mitosis, appears particularly important. Indeed, RNA
interference or compounds against Plk1 caused the mitotic arrest
of anaplastic thyroid carcinoma cells, suggesting that this protein
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Figure 4. The transcriptional repression of Plk1 is impaired in cells
expressingpPSEP"P. (a) Primary MEFs were isolated from 13.5 days old
WT, p53™* and p53 ' embryos, then cultured in DMEM
glutamax (Gibco, Gaithersburg, MD, USA), with 15% FBS (Biowest,
Nuaille, France), 100 mm 2-mercaptoethanol (Millipore, Billerica, MA,
USA), 0.01 mm non essential amino-acids and penicillin/streptavidine
(Gibeo) in a 5% CO; and 3% O, incubator, and treated or not with
5um nutlin 3a'” for 24 h, before RNA extraction and quantification
by real-time QPCR. Nutlin activates p53, leading to a very efficient
repression of PIkT in WT cells, but a more modest repression in
P53 cells. **%P < 0.001 by Student’s t-test. (b) Priman/‘y MEFs were
prepared as above from 13.5 days old WT, Mdm4 "', p53aP/aP
p53*"*" Mdm4 / and p53 ' embryos, and Plkl mRNAs were
quantified by real-time PCR. The loss of one Mdm4 allele decreased
Plk1 mRNA levels in cells expressing WT p53, but the loss of both
Mdm4 alleles had no effect on Plk1 mRNA levels in cells expressing
p53*. *P<0.05, NS: not significant by Student’s t-test. (c) The
expression of Plk1 is not decreased in thyroid tumors from Rb '/
p53°""*" Mdma ' animals. PIk1 mRNAs were quantified by real-
time PCR in thyroid tumors from Rb "/~ p53*"""and Rb "/~ p53°"*F
Mdm4 ' mice, and mRNA levels in Rb '/~ p53*""*" tumors were
assigned a value of 1. NS: not significant by Student’s t-test.

might be a therapeutic target in thyroid carcinomas.'*'

Importantly, the binding of p53 at the promoter of Pkl was
shown to induce its repression,'® leading us to evaluate if this gene
was less efficiently repressed in cells expressing p53™ than in cells
expressing wild-type p53. Direct evidence for this was obtained by
comparing WT and p53*"** MEFs, before or after treatment with
Nutlin, a specific Mdm2 inhibitor that enabled p53 activation;'” we
found that ps3*” was partially impaired in the repression of Plki
(Figure 4a). Furthermore, Mdm4 haploinsufficiency led to modest,
but significant decreases in PIk1 mRNA levels in MEFs expressing
WT p53, whereas the loss of both Mdmé4 alleles had no impact on
the repression of PIk1 in cells expressing p53*" (Figure 4b).
Consistent with this, similar PIk1 mRNA levels were observed in
tissues of Rb '~ p53°74% and Rb '/ ps3*A" Mdmd ' mice,
in both thyroid tumors (Figure 4c) and other tissues (for example,
Supplementary Figure 5). Collectively, these results suggest that
Mdmé loss does not improve the survival of mice with Rb ™/~ and
p53*""A" mutations owing to, at least in part, a reduced capacity of
p53"" to mediate the transcriptional repression of Plki, a gene
important in thyroid tumorigenesis. Two non-exclusive mechanisms
might contribute to make p53" a poor transcriptional repressor: (1)
the mutant protein might be impaired in recruiting co-repressors
such as mSin3a, known to interact with human p53 via the p53
proline-rich domain;'®'? (2) as an hypomorphic transactivator
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p53*" would induce p21 less efficiently, and p21 levels are known
to contribute to the p53-mediated repression of many genes,®
including Plk1 (Supplementary Figure 6). The second possibility
would imply thatina Rb "'~ p53*%4” context, p21 levels might be
too low to enable efficient Plk] repression even after Mdm4 loss.

In sum, we provide evidence that, depending on the tumor
type, strategies against Mdm4 that are efficient in cells expressing
a wild-type p53 may fail in cells expressing a mutant p53 with only
partial functionality. In addition, our study suggests that the
capacity of p53 to repress target genes should be considered in
the evaluation of therapeutic anti-cancer strategies.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION
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Supplementary Figure 1.

Transactivation capacity of human p53 mutants. The
capacity to transactivate p21 (a major determinant of cell cycle
arrest) and Bax (a pro-apoptotic gene) were plotted for each of
the 843 p53 mutants found in human tumors and reported as
inactive or partially active in transcriptional assays (according
to the TP53 Mut Assessor database '°). Although most p53
mutants exhibit a significant decrease in the induction of both
genes, mutants with partial activity often appear more affected
in their capacity to transactivate p21 than Bax.
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Pituitary gland

Supplementary Figure 2.

Tumors observed in Rb™ p53*"*" mice. a. Pituitary
adenoma. b. Anaplastic thyroid carcinoma. Organs were fixed
in formol 4% for 24h, then ethanol 70%, and embedded in
paraffin wax. Serial sections were stained with hematoxylin
eosin using standard procedures B
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Supplementary Figure 3.

Survival curves of Rb"" p53*"**, Rb*" p53*"** Mdm4™ and
Rb"" p53°"*" Mdm4™ p21” mice. p21”" mice were described
previously .
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Supplementary Figure 4.

Thyroid tumors from Rb™ p53*"*" Mdmd4™ mice express
more p21 than thyroid tumors from Rb™" p53‘“”“" mice.
Total RNA were extracted as in Figure lc from 5 thyroid
tumors of each genotype, then p21 mRNAs were quantified
using real-time PCR, normalized to control mRNAs, and the
amounts in tumors from Rb"" p33*"*" mice were assigned a
value of 1. **P < 0.01 by Student’s ¢ test.
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Supplementary Figure 5.

Similar PIkl mRNA levels in the pituitary glands of Rb"™"
p53°"*" and Rb"™" p53*"*" Mdm4™ mice. Total RNAs were
extracted as in Figure lc from 5 pituitary glands of each
genotype, then PIkl mRNAs were quantified using real-time
PCR, normalized to control mRNAs, and the amounts in
pituitary glands from Rb"" p53*"*" mice were assigned a value
of 1. n.s. : not significant by Student’s 7 test.
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Supplementary Figure 6.
p21 is required for an efficient pS3-mediated repression of

Pikl. Primary MEFs, isolated from 13.5 days old WT and p21°

" embryos, were treated or not with 5 uM Nutlin 3a for 24h,
before RNA extraction and quantification by real-time QPCR.
Nutlin activates p33, leading to a very efficient repression of
Plkl in WT cells, but a more modest repression in p217 cells.
**P <0.01 and ***P <0.001 by Student’s  test.
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Article n°2

The mouse model 1)53Y217C exhibits acute gender specific embryonic

lethality and an oncogenic gain of function

Sara Jaber, Rachida Bouarich-Bourimi, Monika Licaj, John Spencer, Alan Fersht

and Franck Toledo

(Manuscrit en préparation)

Résumé :

N ey . oy \ . Y217
Au cours de ma thése j’ai créé le modéle murin p537*'¢

exprimant une protéine p53
ayant une mutation « hotspot » particuliere : la mutation Y217C. Cette mutation est
homologue a la mutation humaine Y220C retrouvée dans environ 100 000 nouveaux cas de
cancers chaque année dans le monde et dans 10 familles souffrant du syndrome Li-Fraumeni
de prédisposition aux cancers. A I’inverse des autres mutations « hotspots » de p53, Y220C
touche un acide aminé situé a distance de la surface d’interaction avec I’ADN mais déstabilise
néanmoins le DBD de p53. L’équipe du Pr Alan Fersht (notre collaborateur de 1’Université de
Cambridge, UK) a montré que la mutation Y220C crée une poche a la surface de la
protéine.Nos collaborateurs ont identifi¢ des molécules candidates prometteuses pouvant s’y
loger et stabiliser ainsi le DBD ¥ ce qui constituerait une stratégie thérapeutique novatrice et

spécifique de la p53 mutée. Le modéle murin p53Y2'7¢

permettra d’évaluer précisément les
propriétés de la protéine mutée et de tester I’efficacité thérapeutique de ces molécules in vivo.

L’analyse de ce modéle murin est toujours en cours et je présente dans ce manuscrit en
préparation les résultats préliminaires que j’ai obtenus, une étude a poursuivre et a
approfondir. Nous avons observéque les cellules p53Y2"7“Y*'"Csont incapables d’activer les
principaux génes cibles de p53 et d’induire les réponses cellulaires comme I’arrét du cycle ou
I’apoptose aprés irradiation, un phénotype similaire a celui des cellules p53™. Ces résultats
montrent que la mutation Y217C inactive la fonction de p53 et valident ainsi notre mod¢le.

De plus, les embryons homozygotes pour la mutation souffrent d’une 1étalité spécifique aux

femelles qui développent une exencéphalie avant 13,5 jours de développement. Ce phénotype
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est plus sévére que celui observé chez les souris p53™. De plus, les souris

p53 Y27 2TC majoritairement des méles) meurent un peu plus tot que les souris KO et

surtout présentent un spectre tumoral plus varié, ce qui suggére que la mutation p53Y2'"¢
confére des propriétés oncogéniques particuliéres. En effet, les souris p53”" meurent vers 6
mois généralement d’un lymphome thymique, un phénotype qu’on retrouve chez les souris
p53Y2 72 Cmais auquel s’ajoutent des tumeurs d’autres types(lymphomesde localisation
autre que thymique et sarcomes)et des tumeurs métastatiques. De plus, les souris

FY217C seront des modéles de patients p53+/Y220C, décrits dans des familles du

hétérozygotesp53
syndrome Li-Fraumeni de prédisposition au cancer.

Ce projet devrait également permettre de tester in vivo une stratégie prometteuse de
thérapie anti-cancéreuse ciblée, en collaboration avec 1’équipe d’Alan Fersht. En effet, je teste
des molécules ciblant la cavité de la mutation Y217C, d’abord sur des cellules en culture
issues des souris mutées, afin d’établir leur efficacité et leur spécificité.J’ai déja obtenu des
résultats préliminaires mais encourageants sur ce point. Une fois validées, je testerai les
molécules les plus prometteuses in vivo afin d’analyser leur capacité a réactiver la protéine
mutée et a réduire la progression tumorale spécifiquement dans les souris qui portent la
mutation, mais aussi d’évaluer leur toxicité sur I’organisme. Notre modéle murin devrait donc
nous permettre de valider cette stratégie in vivo avant de pouvoir I’appliquer en recherche

clinique, ce qui constitue un enjeu de taille pour lutter contre les tumeurs exprimant cette

mutation « hotspot».
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The mouse model p53Y*'’C exhibits acute gender specific embryonic

lethality and an oncogenic gain of function
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75248 Paris Cedex 05, France. > Sorbonne Universités, UPMC Paris 06, Paris, France. > CNRS UMR 3244,

Paris, France. University of Cambridge, UK. ° Corresponding author: franck.toledo@curie.fr

ABSTRACT

p53 tumor suppressor activity is frequently lost in human tumors with the predominant event
being point missense mutations in the DNA-binding domain (DBD) sequence of 7P53.
Mutantp53 proteins not only lose their tumor-suppressor function but some acquire oncogenic
gain of function (GOF).Seven residues within the DBD are mutational hotspots harboring the
nine most frequent p53 mutations in cancer.Many of them have been studied and mouse
models show that their effect can be mutation-specific. We created a novelKnock-In
(KI)mouse harboring oneof thesehotspots, the Y220C (Y217C equivalent in mouse) which
creates a localized structuralchange in the DBD. We show in this report that this mutation

Y217C/Y217C
p53

invalidates p53 function in vivo. Intriguingly, mice exhibit acute gender specific

embryonic lethality and female embryo died in utero suffering from excencephaly. Moreover,

3¥2"Cmutation caused a broadening of tumor spectrum and an increase in invasiveness and

pS
metastasis potential of the tumors. Thus, this mutant allele appears to harbor an oncogenic
gain of function in vivo compared to the loss of Trp53 allele. Furthermore, this single amino
acid change creates a cavity within the DBD of the human protein, which seems a good
“druggable” candidate for reactivating p53 anti-tumoral activity.Our mouse model will be
very useful to assess in vivo the efficiency of specific drugs designed to bind the cavity

created by the mutation, thus serving as a preclinical animal model for this promising

strategy.

Key words: p53, Y220C, hotspot, tumor, therapy
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INTRODUCTION

Somatic alterations in the 7P53 gene, encoding the human tumor suppressor p53 are
the most common events in human tumors '. p53 protein is a stress sensor which is stabilized
in the nucleus in response to DNA damage or oncogenic signals among others. In its
homotetrameric active form, p53 can trigger a transcriptional program of cell cycle arrest,
DNA repair, senescence, apoptosis and many other transcriptional or cytoplasmic tumor
suppressive responses. The nine most frequent mutations within the 7P53 gene (R175H,
Y220C, G245S, R248Q, R248W, R249S, R273H, R273C and R282W) are missense
substitutions affecting seven hotspot residues localized in the DNA-binding domain (DBD) of
this transcription factor. These mutational “hotspots” are commonly classified in two
categories: contact mutations affect amino acids in direct contact with DNA (248 and 273),
whereas structural mutations cause a conformational change in the mutant protein 2. In fact,
the p53 protein is intrinsically unstable and oncogenic mutations that lower its melting
temperature have strong effect on its functional conformation causing the protein to rapidly
unfold, aggregate, and lose its transcriptional activity>*. In particular, the Y220C mutation
causes a structural change in the DBD that is localized on the « B-sandwich » scaffold of the
DBD, far from the surface contact with DNA 3, Nonetheless, the mutation of the tyrosine to a
cysteine leads to loss of hydrophobic interactions and markedly lowers the thermodynamic
stability of the DBD. The localized conformational change leads to an unfolded and inactive
protein according to the crystallographic and in vitro studies 6 Indeed, this special mutation
accounts for an estimated 100.000 new cancer cases per year worldwide and 10 families
suffering from the Li-Fraumeni syndrome of cancer predisposition were found to harbor this
germline mutation.

All the “hotspot” point mutations lead to the inactivation of p53 function in vitro but
some display different phenotypes inmouse models. In fact, reports show that mutant p53
protein can acquire new oncogenic functions and promote tumorigenesis to a further extent
than the complete loss of the allele "*. For example, R172H and R270H (equivalent to human
R175H and R273H) are respectively structural and contact mutations that harbor gain of
function (GOF) phenotypes in vivo. In fact, Knock-In (KI) mouse models expressing these
hotspot mutant alleles display a broader tumor spectrum and a more invasive and metastatic

%10 This GOF effect is also seen in

phenotype compared with tumors of p53”or p53” mice
the HUPKI (Humanized p53 Knock In) mouse model carrying the hotspot mutation R248Q),

but not the G245S mutation. Furthermore, the R246S (equivalent to human R249S) mutant
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protein exhibits a dominant negative effect over the wild type (WT) protein in p53+/R246S

mice, without acquiring oncogenic properties independently of the WT protein ',

Thus the outcome of p53 alteration on the whole organism seems mutation-specific
and the study of these various mutant allelesin vivo is crucial for a better understanding of
their contribution in promoting tumorigenesis. To gain a better understanding of the effect of
the Y220C mutation in vivo, we generated the KI mouse models expressing the Y217C allele
(equivalent to human Y220C) from the endogenous promoter. Interestingly, the p53Y*'"¢
mutant protein is inactive for the canonical p53 tumor suppressive responses but also harbors

3Y217CN217C 5 die at the same

a gain of oncogenic functions in vivo. In fact, we find that p5
rate as p53 Knock-Out (p53%° or p53'/ ) mice but suffer from a larger tumor spectrum.
Tumors from p53Y217C/Y2 "Care more aggressive than their KO counterparts and display a high
metastasis potential. Histological analysis confirmed the invasive phenotype with presence of

Y217C/Y217 .
3yare “were not born in

lymphoma cells in various organs. Even more intriguing, p5
mendelian proportions but show a deficit in the number of female homozygous mice
suggesting a gender specific embryonic lethality. We show that this severe phenotype is
associated with the development of a lethal female-specific excencephaly in the embryo,
which appears more severe than in p53*°. Thus, this mutant allele appears to harbor an
oncogenic gain of function in vivo compared to the loss of 7rp53 allele.

Furthermore, the substitution of a tyrosine on the surface of the protein to a smaller
cysteine residue opens up an extended but narrow crevice created by the loss of the
hydrophobic side chain in the mutant protein '2. Small molecules that would restore the
conformation of the mutant protein and induce its proper folding can target this mutation-
specific cavity. These specific drugs should be able to prevent the aggregationof the mutant
protein and potentially reactivate its functions without affecting the overall structure of the
protein nor binding the WT p53in noncancerous cells”. The p53¥*'“ mouse model is
apowerful tool to evaluate the ability of these moleculesto specifically reactivate the function
of the mutant protein in vivo. Hopefully, this strategy will lead to the regression of tumor
onset and a better survival of mutant mice, and ultimately of patients harboring this frequent

mutation.
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RESULTS
Generation of the p53Y217Cmouse model

By homologous recombination,we generated a Knock-In mouse expressing a
conditional p53Y2'7“(or p53¥%) missense mutation based on the Lox-Stop-Lox (LSL) strategy
(Figure 1). We first introduced a point mutation in exon 6 coding for the cysteine amino acid
at codon 217 (instead of tyrosine) into a targeting vectorcontaining transcriptional Stops
flanked by LoxP sites (LSL), a neomycin selection cassette and a 5> homology arm upstream
the coding sequence of the 7rp53 gene in the intron 1, and a negative selection cassette
downstream the 3’ homology arm (Figure 1A). We purified and fully sequenced the obtained
pS3LSL-Y217C vector that was linearized and electroporated into 129/Sv embryonic stem
(ES) cells. After neomycin selection of the recombinant clones, the homologous
recombination was verified by PCR (Figures 1B and C) and Southern blot analysis (Figures
1D) of ES clones. Two positive p53+/LSL'Y217C clones were injected into C57BL/6J(B6)
blastocysts and reintroduced into pseudo-pregnant females to obtain chimeras that were
crossed with Wild-Type (WT) B6 mice to generate litters of mixed genetic background.
p53"SEY2TC s obtained were crossed with mice carrying the PGK-Cre transgene to excise
the LSL cassette. Then the p53+/Y217Cmice (called below p53+/Y Cor +/YC) mice
werebackcrossed with a WT B6mouse to purify the genetic background. F1 intercrosses were
generated to create the cohorts of different genotypes: p53"" (or p53%V" or WT), p53™¥" and

3YYC and in parallel intercrosses allowed to generate p53+/' and p53'/' (p53Koor KO)mice

pS
for the comparative studies. During the breeding time we also generated primary cell lines by
isolating and culturing Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) from 13.5 day embryos from
these intercrosses (Figure 1E) and the cDNA prepared from these cells was also fully verified
by sequencing (Figure 1F).

3YC/YCprimary cells are defective in pS3 tumor suppressive activities

pS

We first studied the functional impact of the p53*" mutation in primary cells using
MEFs and thymocytes from KI and control mice to assess the p53 activityex vivo in normal or
stressed conditions (Figure 2). As expected, the mutant p53"“protein was transcriptionally
inactive as indicated by the nearly undetectable mRNA levels of main p53 target genes at
baseline and upon p53 activation (Figure 2A). In fact, the expression levels of four p53 target
genes,p2 (responsible for the cell cycle arrest in G1 among other responses), Mdm?2 (a major

negative regulator of p53), Puma and Noxa (implicated in the apoptotic response to p53),

were measured by real-time quantitative PCR, showing that relative mRNA levels are
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increased in WT MEFs after 24h of treatment with Nutlin-3a (Nutlin), a specific MDM2
inhibitor.Similar to p53%® MEFs, p53Y“Y“MEFs were unable to induce these target genes
expression even after Nutlin treatment. The heterozygous MEFs (p53+/ " and p53+/ Y%showed
little differences with the WT except for a slight decrease for the Noxa mRNA levels in p53*"
and p53"Y¢ cells compared to the WT MEFs and an increase in Puma mRNA level in p53*"
cells, after treatment with Nutlin. These results show that p53”protein has no transactivation
activity as demonstrated in homozygous MEFs while heterozygous MEFs retain the ability to
transactivate these p53 target genes, probably by the action of the p53™ " protein in these cells.
Doxorubicin, a drug that induces genotoxic stress leading to pS3 activation, leads to similar
responses with the exception of a slight activation of target genes in p53YC/YCMEFs.
However, this activation is p53-independent because it is also seen in p53KOMEFs (Figure
S1).

Next, we quantified the protein levels of MDM2, p53, and p21 in these MEFs treated
or not with Nutlin for 24h (Figure 2B). As for the mRNA levels, MDM2 and p21 protein
levels were increased upon Nutlin treatment in p53™' and heterozygous MEFs, whereas
nearly no protein was detected in p53KO nor p53YC/YCMEFs even after treatment with
Nutlin. This strengthens the idea that p53Y“protein is unable to induce its target genes and is

defective in its function as a transcription factor. In our experiments (as in all other reports),

3WT 3WT

protein levels also increased in p5 MEFs treated with Nutlin, because Nutlin

pS
impairs the MDM2-mediated ubiquitination of p53 and subsequent p53degradation. As

3KO

expected, no p53 protein was detected in p5 MEFs showing that the KO construct

3 +/YC

expresses null alleles. Interestingly however, p53Y“protein accumulated in p5 and even

3T cells treated with

more in p53YC/YCMEFs and these protein levels were higher than in p5
Nutlin (see the quantification on the right panel). One explanation is that Mdm?2 is not induced
by the p53¥C proteinwhich is not functionalandthus accumulates due to the defect in its
degradation. Consistent with this, Nutlin treatment had no effect on p53Y“protein levels,
because the ubiquitination of this mutant p53 is already impaireddue to the absence of
MDM?2. These results indicate that thep53” “mutation leads to the accumulation of an inactive
mutant protein in p53YC/Y “MEFs, consistent with previous findings in cultured primary cells
harboring other hotspot mutations'*.

To verify that p53* protein was fully inactivated and incapable of inducing p53 main
responses to genotoxic stress (cell cycle arrest and apoptosis), we performed two

typicalexperiments for assessing p53 response to DNA damage by y-irradiation (Figure 2C

and D). By flow-cytometry analysis, we measured the G1/S ratios of MEFs and the
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percentage of apoptotic thymocytes before and after irradiation. In response to a 3Gy and
even more to a 12Gy irradiation, WT MEFs activated a cell cycle arrest checkpoint in G1
phase. The ratio of cells in G1 phase over those in S phase was increased by almost 5 fold
after a 12Gy irradiation (Figure 2C). Heterozygous MEFs (p53"" and p53"'") showed
slightly lower, although not statistically significant, G1/S ratios than WT MEFs. As expected,
p53%° MEFs were unable to induce cell cycle arrest in G1. Similar to the null cells,
p33Y“Y“MEFs showed low G1/S ratios at baseline that did not increase even after a 12Gy
irradiation, showing that p53Y“protein is unable to induce a cell cycle arrest response to DNA
damage, which is consistent with its inability to transactivate the CDK inhibitor p21.
Moreover, WT thymocytes undergo a potent apoptotic response, with almost a 3fold increase
in the percentage of apoptotic cells after a 10Gy irradiation. However, p53YC/YCthymocytes
were completely resistant to apoptosisafter 10Gy irradiation as observed in p53*Cirradiated
mice which exhibited a similarpercentage of apoptotic thymocytes (Figure
2D).p53“thymocytes showed a small reduction in the apoptotic response to 10Gy
irradiation when compared to irradiated WT and p53+/'cells (the latter showing an
intermediate phenotype). Even though we did not measure the expression level of apoptotic
p53 target genes in the thymus, we can note a reduction in mRNA levels of the pro-apoptotic
gene Puma in p53"Y“MEFs compared to p53”"MEFs (Figure 2A).

Altogether these data show that p53¥“mutation leads to the expression of an inactive
protein that exhibits null features regarding to the main tumor-suppressor functions of p53
including transcription of canonic target genes, cell cycle arrest response to DNA damage and
irradiation induced apoptosis. We also found that this dysfunctional protein accumulates in

MEFs, suggesting that it could harbor gain-of-function properties by novel interactions.

p53YC/YCanimals exhibit gender-specific embryonic lethality

To analyze the effect of p53Y “mutation in vivo,we generated 5 different mice cohorts

+/+ +Y YC/Y
,p53 C 3 C/YC

mice, as well
YC/YC
3

by crossing heterozygous p53+/Y “mice to generate p53 and p5

as intercrossing p53 " mice to generate p53™", p53*and p53”mice(Figure 3). p5 mice

YC/Y
3CC

were not born in mendelian proportions. In fact, we noticed a deficit in p5 mice at

weaning, particularly for female p53YC/YC

mice (Figure 3A). Indeed,we found a ratio of 1
p53YC/YCfemale for almost13 p53YC/YCmales at weaning, whereas this ratio was around 1
female for 2 males for p53%°mice according to the literature . In sum, over the 43

YC/YC
3

pS mice that we genotyped, only 3 were females (Figure 3A) and when the intercrosses

were well backcrossed over the B6 genetic background (around 96,9% B6), no
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p53YC/YCfemale was found at birth. However, when we genotyped MEFs prepared at
embryonic day (E) 13.5, mendelian proportions of homozygous females were found, showing
that the p53” “mutation causedan embryonic lethality of female embryos after E13. We then
analyzed litters between E12 and E14 and found exencephaly in80% of the p53YC/ YCfemale
embryos (Figure 3B). This phenotype has already been reported in some p53%°females but to
a lesser extent (23% of female embryos) '°. In our mouse facility, we detected no exencephaly
in the few p53%° embryos that we analyzed. Together, these data indicate a more severe

phenotype caused by the p53" “mutation.

p53YC/YCmice develop a wide spectrum of highly invasive tumors

We next compared the survival curves of 24 p53YC/YCmice to those of23
p53%°miceand of 35 p53+/YCmice to 32 p53+/'mice and monitored their spontaneous tumor
onset and spectrum over a period of around 10 months,using p53"" mice of both intercrosses
as control of tumor free survival (Figure 4). Compared to the WT, all four genotypes showed
an accelerated tumor developmentshowing a defect in tumor suppressor functions of p53*¢
proteinin vivoas seen for the null protein. p53%° mice have been reported to develop cancer
with a 100% incidence and to die around the age of 6 months mostly of thymic lymphomas
and sometimes from other tumor types such as sarcomas '®'®. In accordance with these
previous reports, in our cohorts p53*°mice died at a median age of 160 days (Figure 4A),of
thymic lymphomafor most cases (89%) and of sarcomas for the remaining

YC/YC
3

cases.pS mice died at about the same age (Figure 4A) and suffered from thymic

lymphomas, but they also developed other tumors with a larger spectrum and higher

invasiveness rate than null mice of the same genetic background. Thus, of the 22

YC/Y
3CC

pS mice analyzed, in 45% of the cases(10 mice)the lymphoma was localized only to the

thymus, whereassome mice (32%, 7 mice)showed a highly invasive lymphoma with

YC/Y!
3CC

localization to thymus and other various organs.Moreover, 23% of p5 mice (5 mice)

developed lymphomas —mostly in the liver and spleen— and sarcomas without a thymic
lymphoma, as assessed by the macroscopic autopsy and histological analysis of tumor organs

(Figure 4B, 4C and S2).Furthermore, some homozygous mutant mice exhibited a severe

YC/Y
3CC

phenotype with multiple tumor sites and all the 24 monitored p5 mice were dead by the

age of 7 months, whereas at least 10% of the p53*° mice were still alive at 10 months (Figure

4A). Thus, p53YC/ YCmice appear to exhibit a modest decrease in survival at the end of life

compared to the p53%°

YC/YC

mice-but the data are not significant with the current size of the

cohorts—and p53 micedevelop a large spontaneous tumor spectrum with a strong invasive
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potential when compared to the p53*“mice (Figure 4A). Altogether these data suggest that the
homozygous p53¥““mice exhibit a gain of function phenotype and that even though in
primary cells the p53Y“protein acts as a null protein, under physiological conditions in the
whole organism context, the p53 ¥ “mutation confers new oncogenic properties to the encoded
mutant protein. Finally, to evaluate the status of p53YCprotein in vivo, we quantified by

immunoblot the p53 protein levels from various organs of WT, KO and p53”“““mice and

YC/YC
3

observed an accumulation of the mutant protein in tissues from p5 mice compared to

YC/Y!
3CC

WT and KO, and even more in tumors from p5 mice compared to non tumoral tissues

from the same mouse or from other mice (Figure 4D). The result shows that the p53 Y “protein

is also found at high levels in vivo and that this accumulation is probably responsible for the

YC/YC
3

oncogenic properties on tumor development and metastasis in p5 mice.

+Y - . +/- .
“mice was increased compared to the p53 ™ mice

Surprisingly the survival of p53
(Figure S3 left), although animals carrying one mutant allele showed a higher rate of tumor
incidence (70% vs. 50% for p53*,data not shown) and a broader tumor spectrum. Both
genotypes exhibit a strong onset of sarcomas (67% for p53+/'mice) and lymphomas affecting
other organs than the thymus (Figure S3 right). The differences in survival curves were steep
at early age but get narrower if pursued up to 2 years, and this phenotype appears to be due to

+/YC

a higher survival rate of male p53 ™" ~(data not shown).
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DISCUSSION
A mouse model of an oncogenic hotspot mutation

Y27Cor p53YC) harboring the murine

In this work we report a novel mouse model (p53
equivalent of a specific hotspot p53 mutation (p53Y**°°) frequently found in human tumors.
Mutant mice allowed us to evaluate the effect of this structural mutation on p53 activity and
tumorigenesis ex vivo and in vivo. While ex vivo analysis of main p53 responses showed that

p53Y€ protein is defective in its tumor suppression functions and acts as a null protein in

YC/Y YC/Y!
3CC 3CC

primary cells, in vivo studies of p5 mice suggested a gain of function

pS
phenotype when compared to p53*°mice.

p53YC/YCMEFs displayed features of p53*cells such as the inability to activate the
transcription of p53 main target genes and a compromised cell cycle arrest in response to

irradiation-induced DNA damage. Similarly, p53YC/YC

thymocytes were unable to mount a
p53-dependent apoptotic response upon whole body irradiation. These assays confirmed the
hypothesis that the Y217C mutation inactivates p53 function despite the fact that this
mutation affects a residue of the DNA binding domain (DBD) of p53 that is distant from the
contact surface with DNA, confirming the in vitrospeculations. An explanation for this may
come from crystallographic in vitro analyses of the human mutant protein, which suggested
that this mutation disturbs the conformational state of the DBD by disrupting hydrophobic
bonds upon the loss of the side chain of tyrosine®. These localized structural alterations lead to
lowering of the melting temperature of the DBD therefore affecting its thermodynamic
stability toward an unfolded state at body temperature® Preliminary results suggest that the
apoptotic response to irradiation is more affected by the presence of one p53*C allele in
p53+/YC thymocytes than by the complete loss of one p53 allele (in the p53+/' cells, see Figure
2D). At this level we cannot yet confirm a dominant negative effect of the mutant protein, but
our observations may suggest that the mutant inactive protein accumulates in the cells and can
sequester the WT protein (that usually acts in its homotetrameric form), thus preventing its
activity and leading to a more severe phenotype.

3YYCnice died rapidly of various tumor types that were of a larger spectrum and

3KO

pS
higher invasive potential than p5 tumors. These resultssuggest that p53*" mutation not
only causes the loss of p53 tumor suppressive functions but also confers new oncogenic
properties to the mutant protein such as a gain in metastatic activity.These phenotypes seem
more severe than those seen in p53° mice but are consistent with mouse models of other p53
hotspot mutations. Indeed, it has been previously shown in mouse models engineered to

express one of the hotspot p53mutations, that many of these mutations confer a gain of

85



oncogenic properties to the mutant protein, associated with a tumorigenic effect dependent or
not on p53"" protein. These acquired functions include the promotion of tumor cell
proliferation, resistance to cell death, angiogenesis, metastasis and metabolic changes. For
example, Knock-In mice harboring the murine equivalent to the hotspot R175H or R273H
(R172H or R270H mice respectively) develop an altered spectrum of tumors and more

3% mice”'’. Furthermore, mice expressing the human R248W

metastases compared with p5
mutation also resemble the p53Y“Y“mice as they die rapidly of a larger tumor spectrum than
usually found in p53%°. These mice also show a phenotype of increased genetic instability
and altered G2-M checkpoint upon DNA-damage "°. The authors of this study show that this
gain of function is mediated by the inactivation of MRE11/ATM pathway *°. However, not all
the nine hotspots have the same effect in vivoas shown in two recently created mouse models

carrying the human R248Q or G245S mutations. While mutant p53"***? had a robust gain of

3R248Q)- 3KO

function effect with a strong decrease in survival ofp5 mice compared to p5 mice

62455 mice was similar to the

(and to all the other hotspot mutant mice), the phenotype of p53
null ones . Intriguingly, R248Q and R248W mutations affect the same residue and are
contact hotspot mutations but have diverse outcomes in mouse models. These different
phenotypes strengthen the notion that the nine hotspot mutations lead to different effects
explaining why they are all found in human tumors and have a different tumor spectrum in
humans but also may explain the heterogeneity of Li-Fraumeni families depending on the
carried germline mutation.Studying each of these mutations in vivo using animal models is
thus crucial to understanding their effect. Here we show that the Y220C mutation, which is
different from the other hotspots by its position and conformational effect, can also lead to a
gain of oncogenic function of the mutant protein in vivo affecting mostly the tumor spectrum
and invasiveness potential without a strong change in survival in comparison to the loss of the
p53 protein. This observation may explain why p53*" mutation is frequently found in human
cancers with an aggressive tumorigenic phenotype.

Regarding the mechanism of gain-of-function, it has been shown that mutant p53 can
have oncogenic functions by acting via various pathways. In addition to its loss of
transcriptional activity on regular response elements, it may be able to bind other DNA
sequences leading to the activation of oncogenic pathways. Moreover, some p53 mutants are
able to interact with other transcription factors to either promote their oncogenic function
such as NF-Y or to sequester them and inhibit their activity, such as for p63 and p73*'. This
latter interaction is thought to be the major mechanism of action of mutant p53. Indeed, p63 ™"

or p73™" mice were found to develop metastatic tumors spontancously and in a similar
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spectrum to those developed by mutant p53 mice, suggesting that the oncogenic properties of
mutant p53 are driven by the inhibition of TAp63/p73 tumor suppressors and/or the
promotion of ANp63/p73 tumorigenic activities”. Moreover, mutant pS53 can also directly
interact with effector proteins to impairtheir activity, as already discussed for MREI11, or to
enhance their function such as for TOP1 %, Concerning p53YC protein, we have yet to
define if this mutant protein can bind specific or other DNA sequences, which is a plausible
hypothesis knowing that its conformational changes are localized and distant from the contact
surface of the DBD. However, given the accumulation of p53* protein in tumors and non-
tumoral cells, it is most likely that this unfolded mutant protein will allow novel interactions
with partners due to its high cellular concentration.

Additionally, most p53YC/ YCfemales sufferedfrom a highly penetrant phenotype of
exencephaly development and died in utero. The exencephaly is probably caused by a defect
in neural tube closure due to an impaired p53-dependent apoptosis as shown for p53<°mice".
In this study, theauthors also observedan embryonic lethality in pSSKO females (and one male)
but in a less severe manner than in our study of p53YC/ YCfemales. This suggests that
p53 “mutation is more detrimental at this stage of development than the absence of WT
protein. Moreover, the fact that this defect affects mainly the females raises the hypothesis
that p53”C protein may play a hormonal or epigenetic dependent role in this embryonic
process. In support of the hypothesis of a hormonal role for p53*©, a high rate (30%) of the
female hormone-dependent breast and ovarian tumors is observed among human

tumorsharboring the p53¥©

somatic mutations (according to the IARC-TP53 database R18
April 2016), but the causal effect is yet to be determined.A more plausible hypothesis is that
the mutant protein is able to alter the expression of genes implicated in the neural tube closure
during embryogenesis, in a gender specific manner (via the direct or indirect regulation of X-

linked genes for example).

Perspectives: p53Y217C as a preclinical mouse model to evaluate anti-cancer strategies
According to the IARC TP53 database, p53¥**°“ mutation occurs sporadically in about
100.000 new cancer cases per year —_making it the ninth most frequent p5S3 mutation in human
sporadic cancers— and its germinal form has been reported in 10 families with the Li-
Fraumeni syndrome (LFS)'. Here we show that this mutation leads to an oncogenic effect at
the homozygous state, thus demonstrating its impactin vivo in a mammalian animal model. As
+/YC

for heterozygotes, the survival curves are still on going, but they already suggest that p53

die prematurely of cancer displaying a large spectrum of tumors. It will be interesting to
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pursue these survival curves knowing that p53+/ Ye

mice are a good model ofthe Li-Fraumeni
syndrome (LFS) caused by heterozygote Y220C mutation. These patients develop mostly
sarcomas and other highly invasive tumor types at an early age but have a good survival

25,26

prognosis in comparison to LFS families carrying other p53 mutations , a phenotype

+, .
3" YCmice.

resembling the one in p5

A common event in human tumors is the loss of heterozygosity (LOH) at the 7P53
locus, resulting in the absence of a functional p53 protein (among other
consequences)’’. Thus, tumors would express p53Y22°C from one allele, and have lost the
WTTP53 allele. In this regard theY220C mutation appears as an interesting target for cancer
therapy. Structural studies showed that the loss of hydrophobic bonds, by the substitution of
the tyrosine by a cysteine (Tyr to Cys or Y to C), creates a cavity in the mutant protein that is
absent in the WT protein due to the side chain of the tyrosine amino acid. This mutant-
specific pocket is responsible for lowering the thermodynamic stability of the mutant DNA
binding domain resulting in an unfolded and inactive protein in in vitro studies. On the other
hand, this same cavity may be the Achilles’ heel of the mutant protein given that it is
potentially druggable by targeting small molecules that bind its surface specifically '*. The
asset of such molecules would be that they target a surface that is distant from the functional
site of the mutant protein and that the conformational changes caused by the mutation are
localized so the binding of these drugs will restore the protein’s function without affecting the
DNA binding interface per se. Even more, their mutation-binding specificity—dueto the
absence of the cavity in the WT protein—will ensure they do not interfere with the WT p53
protein in normal cells thus targeting only cancerous cells .

The team of Alan Fersht (at the University of Cambridge, UK) took up the challenge
to design such molecules and succeeded —by using in silico screening and crystallographic
studies— to identify specific carbazole derivatives that are able to bind this mutant-specific
crevice and would stabilize its thermodynamic state by raising its melting temperature and
slowing down its aggregation rate. A member of this family of reactivating molecules, the
PK7088, was tested in vitro and showed encouraging results on human cancer cell lines

Y220 .28 . . .
3Y229C mutation®®. However, these studies were conducted in cancer cell lines

harboring the p5
that are by definition subjected to many genetic alterations and genomic instabilities making it
hard to confer the success of these drugs solely to their effect on the mutant protein and to
ensure their specificity. Hence, it is essential to test the pharmacological action of a drug in an
animal model to establish its specificity, as well as its toxicity on the whole organism. In this

Y217C

context, our p53 mouse model constitutes a perfect tool to evaluate candidate molecules.
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We thus initiated a collaboration with the team of Alan Fersht, who is still improving
candidate molecules by adding halogen derivatives and integrating dynamical high-resolution
crystal studies and hydration patterns in the drug-discovery process in order to “design high-
affinity Y220C mutant binders [...] with increased potency, and stabilize these molecules by

lowering their dissociation constant (Kp)™*’

. While awaiting these potent and stably modified
molecules, we started to test the available drugs of the same family. Our preliminary results
(Figure S4) suggest a partial reactivation of the transcriptional activity of p53 in
p53YC/YCMEFs, but at a rather high concentration (250 or 300 pM).This result is a preliminary
test from one experiment that should be reproduced and confirmed using the proper controls
(on WT and KO MEFs). The molecules are used at high concentrations due to their low
affinity that is being currently improved by our collaborators 30 Further experiments with

YC/Y
3CC

next generation molecules should allow us to exploit the p5 mice as a preclinical model

to investigate this promising and specific anti-cancer therapeutic strategy.

. Y217
In conclusion, p53Y*'7¢

mouse is a great model of a unique oncogenic mutation which
harbors strong gain of function properties. Even more, the severe gender specific embryonic
lethality phenotype confers an intriguing specificity to this special mutation. Having
established the tumorigenic effect of this mutation in vivo, future work will allow to rescue
their phenotype using a promising specific anti-cancer targeted therapy. If successful, this
novel strategy should benefit to all the patients harboring this mutation (in sporadic tumors or

in the germline), but also a validation of this in silico structural-based technique for the

screening of p53-reactivating drugs.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Targeting the Y217C missense mutation at the mouse 7rp53 locus.

(A) The Lox-Stop-Lox (LSL) targeting strategy by homologous recombination in ES cells.
EcoRI (RI) restriction sites (fragment 17kb long) flank the 7rp53 gene. The coding exons are
represented by black boxes and the UTRs by white boxes. The targeting vector was obtained
by directed mutagenesis on a previous LSL construct ' to introduce the TAT to TGT (Tyr to
Cys) point mutation at the codon 217 and a silent mutation nearby creating a BanlI restriction
site. This construct (first line) contains: a 1.5kb and 2.8kb long 5’ and 3’ homology regions
respectively; a LSL cassette with a neomycin positive selection gene (Neo), 4 transcription
termination sequences (STOP) and a RI site, all flanked by LoxP sites in the same
orientation(arrowheads); p53 exons 2 to 11 containing the Y217C mutation in exon 6
(indicated by an asterix) and the additional BanlI site; a diphtheria a-toxin (DTA) negative
selection gene. The probe used for Southern Blot and the primers with the expected size are
also indicated. (B-D) The screening of the recombinant ES clones by (B) PCR in the 5° arm
with the primers a and b to amplify a 2.4kb long positive band (asterix); (C) PCR with
primers ¢ and d flanking the regions with the mutation followed by Banll digestion of the
amplified (830bp) sequence: heterozygote clones (asterix) for the mutation (pS3LSL-YC)
show a profile of 3 bands (830bp for the WT allele and 630+200bp for the LLS-YC allele);
(D) Southern Blot with the indicated probe: the positive clones (asterix) contain a WT band of
17kb and an additional band of 10.5kb after EcoRI digestion. (E) An example of genotyping
by PCR with primers ¢ and d and Banll digestion of MEFs prepared from embryos of a

3"YC intercross. (F) p53-YC sequence around the codon 217. Total RNA was extracted

pS
from p53YC/YCMEFs and the retro-transcribed cDNA was amplified with primers flanking the
exon 6 and the high-fidelity PCR product was sequenced and aligned to a p53-WT mouse
cDNA sequence. The integrated mutation A=> G is highlighted and the rest of the sequence is
similar to the WT.

Figure 2: p53Y</¥¢

primary cells show no p53 activity.

(A) pSSYC/ YCMEFs are unable to induce p53 target genes transcription. The expression levels
of four p53 target genes are plotted. mRNAs from indicated MEFs —treated or not with 10uM
Nutlin-3a for 24h— were quantified by real-time qPCR normalized to control mRNAs, then

the amount in WT untreated cells was assigned the value of 1. (B) p53”¢

protein accumulates
in p53Y“Y“MEFs. Protein expression levels of p53 and of two of its target genes are assessed

by Western Blot as shown in a typical example. MEFs were treated or not with 10uM Nutlin-
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3a for 24h and proteins were extracted then immunoblotted with antibodies against MDM?2,
p53, p21 and actin. Bands were quantified and normalized to the actin and the value from WT
untreated cells was assigned the value of 1 (quantification on the right). (C) p53YC/YCMEFs
are unable to induce cell cycle arrest in G1 after irradiation. Cell-cycle control was analyzed
by FACS in asynchronous cell populations 24h after 0, 3 or 12 Gy of y-irradiation and 1h of
BrdU labeling. Results are from three independent experiments. (D) p53YC/ YC‘[hymocytes
show no apoptotic response to irradiation. Age-matched miceof the indicated genotypes
wereleft untreated or submitted to 10 Gy whole-body y-irradiation and sacrificed 4h after.
Thymocytes were extracted, labelled with Annexin V-FITC, analyzed by FACS and

percentages of apoptotic cells were plotted. Results are from two independent experiments.

Figure 3: p53YC/ YCmice exhibit gender specific embryonic lethality.
(A) Proportions of mice from the different genotypes and both sexes —with the ratio females

over males— are calculated at weaning (right column), showing a deficit in female

p53YC/YCmice in comparison to the mendelian expected proportions (left column). (B) Photos

of a female (top) and a male (bottom) p53”“““embryos at 13.5 days of embryonic

YC/YC

development. Female p53 embryo shows an exencephaly (indicated by the letter E).

YC/YC
3

Figure 4: pS mice are prone to a large specter of tumorsin-vivo.

(A) Survival curves of homozygous mice from indicated genotypes and the sizes of the
corresponding cohorts (in brackets). The cohorts were monitored until the age of 280 days.
(B) p53YC/Y “mice are prone to develop many tumor types and their thymic lymphomas are

highly invasive. The graph is a contingency plot of the percentage of mice with each tumor

3YC

type showing the tumor spectrum and invasive potential of p53 "~ protein. (C) Hematoxylin &

Eosin staining of sections from the indicated organs and genotypes, showing the metastatic

YC/Y
3CC

phenotype of p5 suffering from thymic lymphoma. On the upper panel, “A” stands for

pulmonary alveoli showing the normal structure of the lungs from p53“°(on the left) and

3YEYC (on the right) mice. The dotted square shows the lymphoma area in the lungs of

pS
pS

respectively, showing the normal structure of a p53*° spleen (on the left), which is absent on

3¥“““mouse. On the lower panel, “WP” and “RP” stand for white and red pulp

a p53YC/YC spleen (on the right) due to the invasive lymphoma. (D) p53” protein accumulates
in tumors in comparison to non tumoral tissues. On the left an example of a western blot on

YC/YC
3

proteins extracted from different organs of one p5 mouse. Proteins from WT MEFs

treated with Nutlin and from WT thymus are immunoblotted as controls. On the right a
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quantification of p53 band intensity normalized to the actin from 3 to 4 western blots of
protein extracts from different mice. The value for the WT normal thymus was set at 1. On
the western blot and the quantification graph, T stands for tumoral cells and N for non-

tumoral cells.

Figure S1: p53YC/ YCshow no transcriptional activity in response to genotoxic stress

p53Y“Y“MEFs are unable to induce p53 target genes transcription. The expression levels of
two p53 target genes are plotted. mRNAs from indicated MEFs —treated or not with 0.5pg/ml
of Doxorubicin for 24h— were quantified by real-time qPCR normalized to control mRNAs,

then the amount in WT untreated cells was assigned the value of 1

Figure S2: pS?;YC/Y “mice develop many tumor types in multiple organs.

The table is a listing of the types of tumors developed by mice from the corresponding
genotypes according to the histopathological analysis with the number of mice for each type.
The total number of mice analyzed is indicated in brackets next to the corresponding

genotype.

Figure S3: p53+/YCmice are prone to a larger tumor spectrum than p53+/ " mice.

(A) Survival curves of heterozygous mice from indicated genotypes and the sizes of the
corresponding cohorts (in brackets). The curves show the extension of the survival if cohorts
were monitored until the age of 760 days. (B) p53™*“mice are prone to develop many tumor
types including thymic lymphomas The graph is a contingency plot of the percentage of mice
with each tumor type.

Figure S4: Specific molecules may restore p53YC

transcriptional activity.

p53YC/YCMEFs were treated or not for 24h with the indicated concentrations of a third
generation molecule designed by Fersht’s lab. The molecule was combined or not to a 24h of
10uM Nutlin treatment. mRNAs from the different conditions were quantified by real-time
gPCR normalized to control mRNAs, then the amount in WT untreated cells was assigned the

value of 1. This result is a preliminary test from one experiment.
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Figure 2
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Figure 3

A
p53+/YCintercross p53+/- intercross

Ratio /M =0.07 Expected Observed Ratio F/M =0.42 Expected  Observed
p53+/+ 885 | 81(35F+46M) p53+/+ 37.75 |30 (15F + 15M)
p53+/YC 177 230 (112F+ 118M) p53+/- 75,5 92 (45F + 47 M)
p53YC/YC 88.5 43 (3F + 40M) p53-/- 37.75 29 (8F + 21 M)
Total 354 Total 151
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Figure 4
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MATERIALS AND METHODS
pS3LSL-Y217C construct

The targeting vector was obtained as previously described’'. Briefly, mouse genomic Trp353
DNA was obtained from combining a 17 kb EcoRI fragment (from L. Donehower) and a 6 kb
BamHI fragment (from T. Jacks). A portion of intron 1 containing a LoxP-Stop-LoxP (LSL)
cassette (from T. Jacks) was also used. The Puromycin-resistance gene from the original LSL
cassette was replaced by a Neomycin gene (details available upon request). The point
mutation (A to G) encoding for the substitution of Tyr by Cys (TAT to TGT) at the codon 217
—in addition to a silent mutation nearby creating a Banll restriction site— was introduced by
PCR directed mutagenesis using the following primers (5’ =23"):

mut p53 Y217C-F: GC GTA GTG GTA CCT TGT GAG CCC CCC GAG GTCT and
mut_p53 Y217-R: AC CTC GGG GGG CTC ACA AGG TAC CAC TACGCT G

The resulting pS3LSL-Y217C targeting vector was fully sequenced using the following

primers:
Primer Sequence 5’-3’ Primer Sequence 5’-3’
Puro-0OF CAACAAGAGAGCAGGGTGACTCCAT 14F GAGTTGTCTTTCGTGTGACC
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG i6e6R GCACAAACCAAAACAAAATTACAG
p53int1-4R TGGAAAGGTGCAAGGCTT I4ESF CCATCTCTGTGAGTTCGAGG
D31-NeoR CGTGATATTGCTGAAGAGCTTG I7E7R GCTTCTGCCTGTTTCTGTTC
puro LSLR ATGACCGAGTACAAGCCC e7-F CTGAAACTTATTAGAGGCTA
p53int1-2R TATCAGCCAGAGACAAAA I9E9R CGTGACATTAGCTTGAGAGC
CMVtLSLR TGCAGAAATTGATGATCT e8-9F TCTTACTGCCTTGTGCTGGT
av puro 5R GGTGATAGGTGGCAAGTGGT E710Seq4F ACAGTGGTTCTCAGTGTAACT
av puro 3R TCATCAAGGAAACCCTGGAC int10_11ex10R AGTCAGTTCTCGTAGGGTGC
avant-stops_F1 GTAGCCGCCGTTGTTGTTAT e10-F CTTCCATCTCACTTCATCTC
entre-stops_F1 GGAACTGATGAATGGGAGCA 3U11R GGATGAATTTGGGAGGTACCC
stop_F1 CCCCCTGAACCTGAAACATA ell-F GCTCCCATCACTTCATCCCT
after_lox1 LSLF GAATTCCGCAAGCTAGCC 3'’homologie_F1 CTGAGGTCCAGAGGCACTTT
p53intl1-5F TGGCCATCTTTAATAAAG 3'homologie_F2 GGAGGAGGGGCTAAAACAAT
stop_R1 TCCCTCGACCAGACATGATA DTA R1 GTCCCGTGGTACGAAGAAAA
283+L3F AGGCTTGAGCAGCCTGAATA DTA-R2 AGGGAAGGCTGAGCACTACA
I12E2F ACTACATAGCAAGTTGGAGGCCAG DTA_R3 TTCGCCTGTTCCCAGTTATT

Generation of Knock-In mice

129X1/SvJ-PRX-129X1 #1 embryonic stem (ES) WT cells from the Jackson Laboratory were

electroporated with the targeting construct purified and linearized with Notl. Of about a 100

G418-resistant clones, 16 recombinants were identified by long-range PCR, and 6 candidates
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were confirmed by internal PCR and Southern Blot. Two clones were injected intoC57BL/6J
(B6) blastocysts that were introduced into pseudo-pregnant females. Germline transmission

was verified by genotyping embryos from breeding of chimeras —with high percentage of

+/LSLY217C

agouti coat color—with WT B6 mice and positive agouti p53 were obtained. In vivo

FASLY217C hale mice withfemales

excision of the LSL cassette was performed by breeding p53
carrying the PGK-Cre transgene >> and the descendants were verified by genotyping. The
p53Y217C mutation was genotyped by PCR using the following primers followed by a Banll

digestion.

p53-14_F2 gtgtgttggccatctctgtg
p53-16_R2 |aaccggactcagcgtctcta

All experiments were performed according to IACUC regulations as supervised by the Curie

Institute’s “Comité d’éthique en experimentation animale”

Cells and cell culture reagents

+Y .
37YC mice

Primary MEFs were isolated from 13.5 day embryos from p53+/ " or pS
intercrosses. They were cultured in a 5% CO2 and 3% O2 incubator, in DMEM Glutamax
(Gibco), completed with 15% Fetal Bovine Serum (FBS; Biowest), 100uM B-
mercaptoethanol (Millipore), 10uMNon Essential Amino-Acids and Penicillin/Streptavidine
(NEAA/PS, Gibco) for at most 6 passages. For stress response protocols, cells were irradiated
at RT with 2.9 Gy/min in a Cs y-irradiator and collected 24 hours later, or treated with 10uM
Nutlin3a (Sigma-Aldrich)or Doxorubcin (Sigma-Aldrich) at 0.5pg/ml for 24h. For the drug
testing experiments, cells were treated ornot with 10uM Nutlin3a for 24h then treated with the

tested molecule at different concentrations and different time courses (shown treatments at

250 or 300uM for 24h).

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted using Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel) and reverse
Transcribed using SuperScript III (Invitrogen). Real-time quantitative PCRs were performed
on an ABI PRISM 7500 sequence detection system using PowerSYBR Green mastermix
(Applied Biosystems). Primer sequences for quantification are available upon request. The

mRNA expression levels were normalized to both Arp and PPIA.
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Western blots

Cells or organs were harvested in RIPA extraction buffer (Tris 50mM, pHS, 150Mm NaCl,
1% NP40, 0,5% Deoxycholic acid, 0,1% SDS, 2mM EDTA) supplemented with Protease
Inhibitor Coktail (Roche). Protein detection by immunoblotting was performed using
antibodies raised against p53 (CM-5 rabbit polyclonal antibody, Novocastra, 1/1000), p21 (F5
mouse monoclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology, 1/250), MDM2 (4B2 mouse
monoclonal antibody, Abcam, 1/1000) and actin (rabbit polyclonal antibody, Sigma-Aldrich,
1/500). Chemiluminescence revelation of western blots was achieved with the Super Signal
West Dura (Perbio, France). Bands quantification was performed using ImageJ, and

normalized to actin as loading control.

Flow cytometry
For cell cycle studies, log phase cells were irradiated at RT with a Cs y-irradiator at doses

of 0, 3 or 12 Gy and incubated for 24h. Cells were then pulse-labeled for 1 h with BrdU (10
puM), fixed in 70% ethanol, double-stained with FITC anti-BrdU and Propidium lodide, then
sorted by using a LSRII FACS machine. Data were analyzed using Flowjo software.

For apoptosis assays, age-matched mice were irradiated at 6 weeks with a Cs y-irradiator at
doses of 0 or 10 Gy. Thymi were extracted 4h later, filtered through a 70 pm smash and
stained with Annexin V-FITC (Abcam) and Propidium lodide, then analyzed with a LSRII

FACS machine. Data were analyzed using Flowjo software.

Histological analyses

Organs were fixed in formol 4% for 48h, then in ethanol 70%, and embedded in paraffin
wax. Serial sections were stained with hematoxylin and eosin by the pathology platform using

standard procedures *°.

Statistical analyses

The Student’s t test was used in all figures to analyze differences between two groups of
values. For the proportions of mice at weaning, the observed mice count was compared to the
expected count according to Mendel’s distribution and a Chi-square (2) test. For the survival
curves analyses we used log-rank Mantel-Cox test to compare the curves of two genotypes.
Analyses were performed by using GraphPad Prism, and values of p < 0.05 were considered

significant (asterix).
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Article n°3

Mutant Mice Lacking the p53 C-Terminal Domain
Model Telomere Syndromes

Iva Simeonova, Sara Jaber*, Irena Draskovic*, Boris Bardot, Ming Fang, Rachida Bouarich-
Bourimi, Vincent Lejour, Laure Charbonnier, Claire Soudais, Jean-Christophe Bourdon,
Michel Huerre, Arturo Londono-Vallejo and Franck Toledo

Cell Reports (2013) 3: 2046-2058.

Résumé :

Mon second projet est plus avancé et tout aussi prometteur en matiere d’étude du
suppresseur de tumeur p53 mais également d’applications médicales. Le domaine C-terminal
de p53 (CTD) comporte les résidus 364—393 et qui a été amplement étudi€. Il semble étre un
domaine régulateur de la fonction de p53 qui a aussila fonction particuliére de reconnaitre et
lier I’ADN, mais son rdle restait controversé. Plusieurs études ont indiqué que 1’altération ou
la délétion du CTD augmente 1’efficacité de liaison a des séquences nucléotidiques courtes.
Des résultats contradictoires ont remis en cause le modele de régulation négative de p53 par
son CTD et proposent un modéle de « glissement » de p53 sur I’ADN pour favoriser la
reconnaissance des séquences cibles.

Afin de mieux comprendre le réle du domaine C-terminal de p53 in vivo, notre équipe
a créé une souris qui exprime une p53 tronquée de son CTD (derniers 31 acides-aminés :

p53*"). L analyse des souris p53**"*%!

nous a permis de montrer clairement que la délétion du
CTD entraine une augmentation de [’activit¢ de p53. Ceci indique que le CTD exerce
essentiellement un role régulateur négatif. A la suite de notre étude d’autres équipes ont

A24241
3 et

entrepris la méme démarche de délétion du CTD in vivo avec les modeles p5
p53°3%%* dont les résultats sont abordés dans le paragraphe IL.A de la partie « Discussion ».
Nous avons montré que les souris p53*° 5 Slprésentent une aplasie médullaire et une

fibrose pulmonaire, et que leurs cellules ont des téloméres anormalement courts. Ces souris
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présentent ainsi la plupart des signes cliniques d’une dyskératose congénitale (DC),
I’archétype des syndromes télomériques. Nous avons ensuite montré que ’activation de p53
conduit & une diminution de 1’expression de quatre génes impliqués dans le maintien des
télomeres :Dyskerin (Dkcl), Rtell, Tinf2 et Terfl. Ces observations semblent particuliérement
pertinentes puisque chez I’Homme des mutations de Dkcl, Rtell ou Tinf2 peuvent causer une
dyskératose congénitale. En utilisant des souris p53**"**! de fonds génétiques différents, nous
avons également observé qu’un niveau plus élevé de Rfe/l permet d’atténuer la sévérité des
symptomes des souris atteintes. Le phénotype télomérique causé par la délétion du CTD
dépend donc des niveaux d’expression d’au moins I'un des genes télomériques régulés par
pS3.

Cette étude démontre que p53 joue un réle majeur, auparavant insoupgonné, dans la
régulation du métabolisme des télomeéres. Un des enjeux a venir de ce projet est de rechercher
des mutations dans des génes de la voie p53 qui pourraient étre causales chez des patients

atteints de DCsans anomalie moléculaire identifiée(30% des patients DC).
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SUMMARY

Mutations in p53, although frequent in human can-
cers, have not been implicated in telomere-related
syndromes. Here, we show that homozygous mutant
mice expressing p53%', a p53 lacking the C-terminal
domain, exhibit increased p53 activity and suffer
from aplastic anemia and pulmonary fibrosis, hall-
marks of syndromes caused by short telomeres.
Indeed, p53%"/43" mice had short telomeres and
other phenotypic traits associated with the telomere
disease dyskeratosis congenita and its severe
variant the Hoyeraal-Hreidarsson syndrome. Hetero-
zygous p53*/23! mice were only mildly affected, but
decreased levels of Mdm4, a negative regulator of
p53, led to a dramatic aggravation of their symptoms.
Importantly, several genes involved in telomere
metabolism were downregulated in p53231/43! cells,
including Dyskerin, Rtel1, and Tinf2, which are
mutated in dyskeratosis congenita, and Terf1, which
is implicated in aplastic anemia. Together, these data
reveal that a truncating mutation can activate p53
and that p53 plays a major role in the regulation of
telomere metabolism.

INTRODUCTION

Mutations in TP53, the gene encoding transcription factor p53,
are frequently observed in sporadic cancers (Nigro et al.,
1989), and germline TP53 mutations cause the Li-Fraumeni syn-
drome of cancer predisposition (Malkin et al., 1990; Srivastava
et al., 1990). These and other findings established p53 as a major
tumor suppressor (Lane and Levine, 2010). In recent years, how-
ever, p53 emerged as a protein with a wide variety of functions: it
is now thought to regulate longevity, fertility, and the production

of stem cells and is involved in diseases including diabetes and
several neurological disorders (Brady and Attardi, 2010).

Most p53 mutations in cancers affect the core DNA-binding
domain of the protein, altering its capacity to regulate transcrip-
tional target genes (Toledo and Wahl, 20086). Importantly, how-
ever, p53 contains a second DNA-binding domain in its carboxyl
terminus (Foord et al., 1991), whose role remains elusive (Hupp
et al.,, 1992; McKinney et al., 2004). Early studies suggested
that the p53 C-terminal domain (CTD), whose interaction with
DNA is not sequence dependent, acts as a negative regulator
of the core DNA-binding domain (Hupp et al., 1992). However,
later reports concluded that p53 requires its CTD for efficient
recognition of target gene sequences (McKinney et al., 2004;
Tafvizi et al., 2011; Hamard et al., 2012; Kim et al., 2012). The
phosphorylation of C-terminal serines 378 and 392 was pro-
posed to increase p53 DNA binding (Hupp et al., 1992; Takenaka
et al., 1995), but only the latter was mutated and analyzed in vivo
(Bruins et al., 2004). Furthermore, posttranslational modifica-
tions of C-terminal lysines were proposed to be essential for
the regulation of p53 stability and activity, but mice with C-termi-
nal lysines mutated into arginines appeared similar to wild-type
(WT) mice (Feng et al., 2005; Krummel et al., 2005), except for
a hypersensitivity to y-irradiation (Wang et al., 2011a). Impor-
tantly, in vitro data suggested that a deletion of the p53 CTD,
or mutations of C-terminal lysines, might cause distinct pheno-
types because the CTD is required for an optimal interaction of
p53 with Mdm2, a ubiquitin ligase that regulates p53 stability
(Poyurovsky et al., 2010).

Here, we targeted a nonsense mutation at the mouse Trp53 lo-
cus to evaluate the consequences of a deletion of the p53 CTD
in vivo. The results we obtained clearly demonstrate that a dele-
tion of the CTD leads to increased p53 activity. Most mice
expressing a p53 lacking the CTD died rapidly after birth and ex-
hibited features typical of telomere syndromes, including aplas-
tic anemia, lung fibrosis, and short telomeres. Consistent with
these observations, we found that p53 activation leads to
the downregulation of several genes involved in telomere
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metabolism including Dyskerin, a gene frequently mutated in
dyskeratosis congenita (DC), the archetypal telomere syndrome
(Armanios and Blackburn, 2012). These data provide evidence
that p53 plays an important role in the regulation of telomere
metabolism.

RESULTS

Rationale for the Targeting of a Nonsense Mutation
Affecting the p53 CTD
In most in vitro studies, p53 mutants lacking the last 30-33 res-
idues were analyzed. These mutants lacked a region enriched in
basic residues (lysines, arginines, and histidines within residues
363-382 in human p53) and most if not all the C-terminal resi-
dues subject to posttranslational modifications (lysines, serines,
and threcnines within residues 362-392 in human p53). How-
ever, they retained an intact tetramerization domain (within resi-
dues 326-355 in human p53) (Figure S1A). Here, we aimed to
analyze the consequences of a similar deletion of the p53 CTD
in vivo and, thus, to target a nonsense mutation leading to a
mouse p53 mutant that lacks the last 30-33 residues.
However, targeting a nonsense mutation at the murine Trp53
locus presented two possible obstacles. First, a mutation
removing the last 30-33 residues, within the penultimate exon
(exon 10), might cause nonsense-mediated mRNA decay. Sec-
ond, Trp53 encodes, from mutually exclusive final exons,
isoforms with two distinct CTDs: exon 11, used predominantly,
encodes the “classical” p53 protein, whereas exon AS (for alter-
native splicing) encodes mouse-specific isoforms with a shorter
C terminus (Arai et al., 1986). Therefore, although a mutation in
exon 11 encoding a protein with a deletion of at most 26 residues
would prevent mRNA degradation, we were concerned that it
might perturb mRNA splicing and lead to compensatory p53AS
overexpression (Figure S1B). These possibilities prompted us
to perform preliminary experiments in which constructs encod-
ing proteins with deletions of the last 26 (p53*2%) or 31 (p53*%")
residues were targeted in mouse embryonic fibroblasts (MEFs)
by recombinase-mediated cassette exchange (RMCE) (Figures
S1C and S1D). Neither mutation led to measurable decreases
in p53 activity or p53 mRNA levels, but the mutation encoding
p532?% was associated with a 9-fold increase in p53AS mRNAs
(Figures S1E-S1J). From these data, we decided to create a
mouse with a nonsense mutation deleting the last 31 residues.

p53231/231 MEFs Exhibit Increased p53 Activity

To generate a mouse expressing p53*%' conditionally, we used a
targeting vector containing the mutation in exon 10 and tran-
scriptional Stops flanked by LoxP sites (LSL) upstream of coding
sequences (Figures 1A-1D). F1 intercrosses then produced
p5aLSL-ASLSL-A3T MEFS (Figure 1E). To analyze the effect of
the targeted mutation, we first excised the LSL cassette
ex vivo by adding Cre recombinase to p53-S--431L5L-a31 MR
or to p53-S-WILSLWT \MEFS (Ventura et al., 2007) as controls
(Figures 2A and 2B). Similar p53 mRNA levels were found in
the resulting p53"""T and p53*°"/23" MEFs, but mutant cells
contained higher mRNA levels of the p53 targets p21(Cdkn1a)
and Mdm2, indicating an increased p53 activity (Figures 2C
and 2D).

2 Cell Reports 3, 1-13, June 27, 2013 ©2013 The Authors

p53*/8-831 mjce were also mated with PGK-Cre mice to

obtain MEFs expressing p53*%' constitutively, analyzed below.
Immunofluorescence revealed that the p53*°" protein is mostly
nuclear, more abundant than pSSWT, and that it accumulates in
response to stress (Figure 2E). Western blots confirmed the
increased p53 levels in mutant cells (Figure 2F). p53**' protein
levels were regulated by the ubiquitin ligase Mdm2, as indicated
by treatment with Nutlin, a specific Mdm2 inhibitor (Figure 2G).
The p21 and Mdm?2 protein levels were increased in p5323'/431
MEFs (Figure 2F), and both genes were transactivated more effi-
ciently in mutant cells (Figure 2H), although p53*%' did not
appear to bind specific sequences at the p271 and Mdm2
promoters more efficiently than p53™" (Figure 21). Additional ex-
periments confirmed that p53 target genes are more efficiently
regulated in p532°"/4%" cells (Figure S2A). Mutant MEFs pre-
sented increased G1/S ratios before or after irradiation (Figures
2J and S2B) and ceased to proliferate prematurely (Figures 2K
and 2L). Together, these data demonstrated that p53*®'/2¥ cells
exhibit increased p53 activity.

p53*31431 Mice Model Telomere Syndromes

p5323V431 mice were born in Mendelian proportions from
p53*/43! intercrosses, but most died 14-43 days after birth (Fig-
ure 3A). Because a mutation removing the last 31 residues of the
CTD prevents the expression of isoforms with an AS C terminus
(Figure S1B), we also generated mice with a specific deletion of
exon AS. None of these mutants died within 3 months after birth
(Figure S3), indicating that the premature death of p53331/431
mice does not result from a loss of p53AS isoforms. The
p53231/431 mice that died within a month were significantly
smaller than their littermates (Figure 3B), as reported for mice
with an increased p53 activity (Mendrysa et al., 2003; Liu et al.,
2007, 2010). Other evidence of increased p53 activity (Liu
et al., 2007; Terzian et al., 2007; McGowan et al., 2008) in
p5343V431 mice included darker footpads and tails (Figures 3C
and S4A), increased thymocyte apoptosis (Figures 3D and
S4B), cerebellar hypoplasia, and hypogonadism in males (Fig-
ures S4C and S4D). p533°743" mice suffered from severe
pancytopenia and had hypertrophic hearts typical of anemic an-
imals (Figures 3E and 3F). A dramatic decrease in marrow cellu-
larity was observed in p53*3"231 mice (Figure 3G), and mutant
bone marrow cells (BMCs) lacked hematopoietic progenitors
(Figures 3H, 3I, S4E, and S4F). Thus, the premature death of
most p53*%"43" animals likely results from aplastic anemia
and consecutive heart failure, consistent with previous reports
of hematopoietic defects correlating with spontaneous perinatal
death (Liu et al., 2007, 2010), accelerated aging (Dumble et al.,
2007), or increased radiosensitivity (Mendrysa et al., 2003; Her-
rera-Merchan et al., 2010; Wang et al., 2011a) in mouse models
with increased p53 activity.

Strikingly, p53**"/43" mice also developed pulmonary fibrosis
(Figures 4A and 4B). In humans, the association of aplastic ane-
mia and pulmonary fibrosis characterizes syndromes caused by
abnormally short telomeres (Parry et al., 2011b). We compared
the length of telomeres in WT and p532%'4%" cells and found
shorter telomeres in mutant cells (Figures 4C and 4D). Further-
more, telomere dysfunction-induced foci were more frequent in
p5343V43" calls (Figure S5). This led us to conclude that
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Figure 1. Targeting a Deletion of the CTD at the Mouse Trp53 Locus

(A) Targeting strategy. The Trp53 gene is within a 17-kb-long EcoRlI (Rl) fragment (black boxes indicate coding sequences; white boxes show UTRs). The targeting
construct (above) contains (1) a 1.5-kb-long 5’ homology region; (2) a LSL cassette with a neomycin selection gene (Neo), four transcriptional Stops (STOP), and a
EcoRl site, flanked by LoxP sites (arrowheads); (3) p53 exons, including the nonsense mutation in exon 10 (asterisk) and an additional Bel | site; (4) a 2.8-kb-long 3'
homology region; and (5) the diphtheria a-toxin (DTA) gene for targeting enrichment. Recombinants from the depicted crossing-overs were identified by a 2.4-kb-
long band after PCR with primersiandj, and bands of 2.1, 1.1, and 0.5 kb after PCR with primers g and h and Bcl | digestion. Recombinant clones were also analyzed
by Southern blot with the indicated probe as containing a 10.5 kb EcoRl band. The mutation was routinely genotyped by PCR with primers e and f and Bcl | digestion.
(B-D) Screening of recombinant clones as described in (A). ES clones were screened (asterisk [*] indicates a positive clone) by PCR with primers i and j (B), with
primers g and h, then PCR products were digested or not (b or u) with Bell (C) and by Southern blot (D).

(E) MEF genotyping by PCR. MEFs, prepared from embryos from an intercross of p53*-5*" mice, were genotyped by PCR with primers e and f followed by Bcl |

digestion.
See also Figure S1.

p53431431 mice model DC, an archetypal telomere syndrome
caused by mutations in genes encoding components of the telo-
merase or shelterin complexes, or telomerase regulators (Arma-
nios and Blackburn, 2012). In support of this conclusion,
p53431/431 mice presented full-blown clinical features of DC:
cutaneous hyperpigmentation, nail dystrophy, and oral leukopla-
kia (Figures 4E and 4F). Furthermore, the small size, hypogonad-
ism, and cerebellar hypoplasia observed in some mice (Figures
3B, S4C, and S4D) characterize patients with the Hoyeraal-Hrei-
darsson syndrome (HHS), a severe variant of DC (Armanios and
Blackburn, 2012).

DC-related features were also detected in p5 mice: three
p53*23" mice died within a year with a hypertrophic heart (Fig-
ure 5A). Moreover, heterozygous mutants with lower levels of

3+}A3|

p53-negative regulators (i.e., most p53*/2%!" Mdm4*~ and a
few p53*/2%' Mdm2*/ mice) died within 3 months (Figure 5B).
This suggested that the levels of p53 inhibitors—particularly
Mdm4—impacted the severity of DC-related symptoms.
Accordingly, bone marrow cellularity and telomere length were
decreased in p53**3" Mdm4* mice compared to p53*/43
mice (Figures 5C, 5D, and S6).

p53 Activation Alters the Expression of Genes Mutated
in Telomere Syndromes

Animal models recently suggested that dysfunctional telomeres
(Wang et al., 2011b) or altered ribosomal RNA processing (Pere-
boom et al., 2011) could lead to p53 activation and bone marrow
failure. Our data suggested that a p53-truncating mutation might
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Figure 2. p533/431 MEFs Exhibit Increased p53 Activity
(A) Strategy to analyze the effects of an excision of the LSL cassette ex vivo. A His-tagged NLS-Cre recombinase (HTN-Cre) was added to p53-S-
MEFs, allowing excision of the Stop cassette within 24 hr. p53*3743" MEFs were then recovered and analyzed (right). As controls, p53-S-WILSUWT MEFS were
treated likewise (left). p53-S231LSL-431 \EFS were also treated with a buffer solution devoid of Cre as negative controls (center).

(B) Efficiency of the Cre-mediated excision of the LSL cassette. LSL excision was determined using multiplex PCR with primers k, |, and m. Prior excision, a 278-
bp-long product results from amplification with primers k and |, whereas primers m and | are too far apart to generate a PCR product. After excision, primers m and
| generate a 330-bp-long product. The PCR analysis of the experiment described in (A) is shown: PCRs show ~100% efficiency in LSL excision (Exc.)in lanes a, d,
and e; and 0% in lanes b and c.

(C and D) p53-SL-a31LSLA3T \iEEe axhibit increased p53 activity after LSL excision. mRNAs were prepared from p53-S-"WTLSLWT MEFs treated with HTN-Cre (a)
or p53-3L-a3LSLASY \EFS treated with buffer (b and c) or HTN-Cre (d and ). p53 mRNAs (C) or p21 and Mdm2 mRNAs (D) were quantified using real-time PCR,
normalized to control mRMAS, then the amount in (a) was assigned a value of 1.

(E-L) Comparative analysis of WT and p53*"/43! MEFs.

(E) WT and p53*2/43" (A31/A31) MEFs untreated (Unt) or treated with 0.5 pg/ml Adriamycin (Adr) for 24 hr were stained with a p53 antibody, and their DNA was
counterstained with DAPI.

A31/LEL-A31

(legend continued on next page)
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be sufficient to cause bone marrow failure but also typical DC
features including short telomeres and oral leukoplakia (Table
1). Laboratory mice have long telomeres, and mice that lack telo-
merase exhibit short telomeres only after several generations of
intracrosses (Blasco et al., 1997). However, mice with a telome-
rase haploinsufficiency and a deficient shelterin complex exhibit
telomere dysfunction in a single generation (G1) (Hockemeyer
et al, 2008; He et al., 2009). The short telomeres in Gi
p534317431 mice thus suggested a pleiotropic effect of p53 on
telomere metabolism.

Although p53 may regulate TRF2 via the ubiquitin ligase Siah1
(Fujita et al., 2010), a link between p53 and genes mutated in DC
appeared most likely for TCABT/WRAP53 because this gene
partially overlaps TP53 (Zhong et al., 2011). However, we found
no evidence of decreased Tcab1 expression in p534%"/23" cells
(Figure BA). We next quantified the mRNAs for nine other genes
known to cause DC or implicated in aplastic anemia in p53 i
WT, and p53*3""43" cells and obtained evidence of modest but
significant decreases in the expression of Dyskerin (Dkct),
Rtel1, Tinf2, and Terf1 in p53*"/43! cells (Figures 6B and &C).
Consistent with this, p53 activation led to the downregulation
of the four genes, with a stronger effect on Dkc1 (Figure 6D).

Interestingly, mice in this study were of mixed genetic back-
ground (75% C57BI/6J; 25% 129S2/SvPas). The coat color of
inbred C57BI/6J (BB) mice is black, whereas that of 12952/
SvPas (129) is agouti because these strains carry nonagouti (a)
or agouti (A") alleles, respectively. We noticed that most
p53431431 mice alive after 3 months (Figure 3A) had an agouti
coat color and, conversely, that the few p53*/*%! mice that
died in less than a year (Figure 5A) had a black coat color. These
observations suggested that a gene physically linked to the A%/a
locus had an impact on the survival of p53**' mutants and that
the 129 allele for this gene correlated with a better survival.
Rtell appeared as a candidate gene because it is a dominant-
positive regulator of telomere length (Ding et al., 2004) that
maps 26 cM away from the A"/a locus. We used a SNP within
the Rtel1 intron 15 (rs33116597) that differs between the B6
and 129 strains to genotype Rtell alleles in a cohort of 52

53431431 mice and found a significant increase in survival for
p5343VA31 mice carrying 129 Rtell allele(s) (Figures 6E and
6F). Importantly, when we quantified Rtell mRNA levels in
BMCs of the C57BI/6J and 12952/SvPas pure inbred strains,
we found increased levels in 129 cells (Figure 6G). Together,
these results suggest that basal levels of Rtell mRNAs may
affect the severity of phenotypes caused by the p53*3! mutation.

We next aimed to determine how p53 downregulates the
Dke1, Rtel1, Tinf2, and Terf1 genes. Because p21 levels are
known to contribute to the p53-mediated downregulation of
many genes (Lohr et al., 2003), we tested if p53 could downregu-
late these genes in p21 /~ MEFs. We found that p21 is required
for the p53-mediated downregulation of Rtel1, Tinf2, and Terf1,
but not Dkc1 (Figure 6H). This suggested a more direct mecha-
nism for the downregulation of Dkc1. Consistent with this, Dkc1
was efficiently downregulated after treating WT cells with Nutlin
for only 6 hr, whereas for the other genes, we observed a partial
downregulation after 6-9 hr of Nutlin and a more efficient down-
regulation after 24 hr of Nutlin (Figure 6l). Furthermore, chro-
matin immunoprecipitation (ChIP) experiments provided direct
evidence that p53 binds the Dkc1 promoter (Figures 6J-6K).

In summary, we found that a nonsense mutation in the exon 10
of Trp53, encoding the truncated protein p53*%', causes an in-
crease in p53 activity and phenotypes related to human telomere
syndromes. To perform a more comprehensive analysis of
nonsense mutations affecting Trp53 exon 10, we also targeted
in MEFs mutations encoding p53*%¢, p53**°, or p53**? and
found that only the latter two mutations led to measurable
decreases in p53 mRNAs and activity (Figures S7A-S7G).
Strikingly, the nonsense mutations affecting human TP53 exon
10 that were reported in cancers also cause the loss of at least
45 residues, suggesting that our finding in mice might be relevant
to humans (Figure S7H). Given that decreased dyskerin levels
may cause short telomeres (Parry et al., 2011a), that Rtel is
a major determinant of telomere length (Ding et al., 2004), and
that mutations in DKC1 or RTEL1 are found in a significant
fraction of patients with DC or HHS (Armanios and Blackburn,
2012; Ballew et al., 2013; Walne et al., 2013), it was important
to test whether or not p53 downregulates these genes in human
cells. We compared human primary WT cells with p53-deficient
cells and observed that the activation of human p53 also leads to
the downregulation of DKC1 and RTEL1 (Figures 6L and 6M).
Our finding that p53 downregulates these genes in both species
strengthens the notion that p53 plays a significant role in the
regulation of telomere metabolism.

DISCUSSION

A Targeted Deletion of the p53 CTD Leads to Increased
p53 Activity

In this report, we targeted a nonsense mutation at the murine
Trp53 locus to analyze the consequences of a deletion of the

(F) Protein extracts, prepared from indicated MEFs untreated or treated as in (E), were immunoblotted with antibodies against Mdm2, p53, p21, and actin. Band
quantification revealed that unstressed p53%%"/4%" MEFs contained three to three and a half times more p21 or Mdm2 proteins than unstressed WT cells.

(G) p532¥"/4*' MEFs were untreated or treated with 10 uM Nutlin for 24 hr before protein extraction.

(H) mRNAs from indicated MEFs were quantified as in (C), and amounts in unstressed WT cells were assigned a value of 1. Nutl, Nutlin.

(I) ChiP assay was performed for p53-binding sites and nonbinding sites at the p27 and Mdm2 loci in Adriamycin-treated MEFs with an antibody against p53
phosphorylated serine 18 or rabbit IgG as a negative control. Immunoprecipitates were quantified using real-time PCR. Fold enrichments were normalized to data

over an irrelevant region.

(J) Cell-cycle control was analyzed in asynchronous cell populations 24 hr after 0, 3, or 12 Gy y-irradiation.

(K) p53*" leads to a decreased proliferation capacity in a 3T3 protocol. The proliferation of p53~/~ (KO), WT, and p53**"43" (431/431) MEFs was compared.
Each point is a mean value from two independent MEFs, the value for each MEF resulting from triplicate plates.

(L) Senescence-associated f-galactosidase staining of p53 ', WT, and p532*"2*" MEFs at passage 8.

Mean + SEM from three or more experiments are shown in all figures. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05; n.s., not significant by Student's t test.

See also Figure S2.
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Figure 3. Increased p53 Activity and Aplastic Anemia in p53**"/23" Mice

(A) Survival of WT, p53*/23" (+/A31), and p53**"/*3! (A31/431) mice over 90 days. Cohort sizes are in parentheses.

(B) Examples of 28-day-old (P28) WT, p53*/**", and p53**"** |ittermates.

(C) Photographs of legs and tails of the same mice. Compared to the WT, the heterozygote has a slightly darker pigmentation of the palm and tail. The homozygote
mutant has a much darker pigmentation, which includes footpads.

(D) Comparative analysis of hematoxylin and eosin staining (H&E) of the thymus of WT and mutant P23 littermates, showing an increased spontaneous apoptosis
in the mutant.

(E-1) p532374%1 mice suffer from aplastic anemia.

(E) Hemograms from p53**"'23" and WT mice. WBC, white blood cells; RBC, red bload cells; PLT, platelets. All mice were 3-4 weeks old when their hemogram
was determined, except for mouse A31/A31 #5, moribund at 19 days, which was analyzed and euthanized on the same day.

(F) Mutant mice present enlarged hearts upon dissection. Top view shows example of hearts from WT and p53**"/23" P18 littermates. Bottom view illustrates
heart/total body weight ratios determined for nine WT and ten p53**"/*®' age-matched animals.

(G) H&E of stemum sections from WT and p5323"43' p23 jittermates.

(H) BMCs, stained with antibodies against hematopoietic lineage (Lin) markers and cell surface marks Sca1 and c-Kit, were analyzed by flow cytometry. The
population of Lin— Scal+ c-Kit+ (LSK) cells, enriched in hematopoietic stem cells, were calculated as percentage (%) of total mononucleated cells (MNCs).
Results are from three mice per genotype.

(1) BMCs (1 or 2 x 10°) from WT or p53°%"/22" danor mice expressing the leukocyte marker CD45.2 were transplanted into lethally irradiated recipient mice (initially
expressing marker CD45.1). Transplanted WT cells, but not p53**"*3" cells, rescued the irradiated animals by repopulating the bone marrow. Results are from
five mice per genotype. BMT, bone marrow transplant.

Mean + SEM are shown in (F) and (H). *** p < 0.001, Student’s t test.

See also Figures S3 and S4.
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Figure 4. p53*°"43 Mice Exhibit Features Specific to DC

(A and B) Pulmonary fibrosis in p53**'*3* mice. Masson's trichrome staining of lungs from WT and p53**'"**" mice, shown at different magnifications. Interstitial

fibrosis, characterized by deposits of collagen (stained in green), is increased in the mutant.

(C and D) p533"4%" calls have short telomeres. In (C), telomere length was analyzed in BMCs using flow-FISH with a telomere-specific PNA probe. On top, typical

results with P18 littermate mice are shown (>2,100 cells per sample, from a WT and a p53**""*?' mouse). For each animal, histograms on the right show green

fluorescence (Fluo.), with black histograms for cells without the probe (measuring cellular autofluorescence), and green histograms for cells with the probe. The

shift in fluorescence intensity is smaller in mutant cells (b < a), indicating reduced telomere length. Histograms on the left show propidium iodide fluorescence

(superposed for cells with or without the probe). Bottom row presents results from four animals per genotype. Mean + SEM are shown. *"p < 0.001, Student's
(legend continued on next page)
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Figure 5. p53*/**' Mice Are Extremely Sensitive to Mdm4 Levels

(A) Survival of WT (+/+) and p53*/**" (+/A31) mice over 1 year, plotted as in
Figure 3A.

(B) Survival of p53*/*3" Mdm2* (M2+/-), Mdm4*'" (M4+/-), p53*a!
Mdm2*" (+/431 M2+/-), and p53*/2%" Mdm4*'~ (+/A31 Md+/-) mice over
3 months.

(C) H&E of sternum sections from p53*/*%" and p53**%' Mdm4*/ " littermates.
(D) Telomere length was measured by flow-FISH as described in Figure 4C, in
BMCs from WT, p53*%' Mdm4*" | and p53*/**" Mdm4*'~ mice. Results are
from three animals per genotype.

Mean + SEM are shown. ***p < 0.001, Student's t test.

See also Figure S6.

p53 C-terminal domain ex vivo and in vivo. The mutation led to
increased p53*?' levels, consistent with in vitro studies that
concluded that the p53 CTD is required for an optimal interaction
between p53 and its ubiquitin ligase Mdm2 (Poyurovsky et al.,
2010). Cells expressing p53**' also exhibited increased p53 ac-
tivity, despite the fact that the binding of the mutant protein to
target gene promoters was not significantly increased. Thus,
as earlier observations suggested (Kaeser and Iggo, 2002; Espi-
nosa, 2008), the induction of a p53 target gene is not simply
determined by the amount of p53 bound to its promoter. Pre-

sumably, the deletion of the p53 CTD might activate transcription
by affecting p53-Mdm2 interactions (Poyurovsky et al., 2010)
and/or by preventing the formation of p53 CTD-Mediator inactive
complexes (Meyer et al., 2010).

Our observation that a p53 mutant lacking the CTD exhibits
increased activity may seem surprising when compared to
recent studies relying on ectopically expressed human p53
CTD mutants, which concluded that the CTD mainly acts as a
positive regulator of p53 functions (Hamard et al., 2012; Kim
et al., 2012). Importantly, however, these studies analyzed WT
and mutant p53 expressed at equal levels, whereas we showed
here that a targeted CTD deletion leads to mutant protein accu-
mulation. In that respect, it is worth considering that despite its
increased nuclear abundance, p53**' did not exhibit an
increased binding at p53 target gene promoters. This may sug-
gest that, on a per molecule basis, p53*®' is less efficient than
WT p53 for sequence-specific DNA binding, consistent with
other studies (McKinney et al., 2004; Tafvizi et al., 2011). There-
fore, it appears likely that if p53*°" had been expressed at similar
levels than WT p53 in the mutant cells, the overall increase in p53
activity would not have been observed. Our observations thus
suggest that differences in expression levels might underlie
much of the contradictions in the p53 CTD literature.

p53 Mutations Affecting the CTD Model Telomere
Syndromes

Germline missense TP53 mutations affecting the core DNA-
binding domain are well known to cause the cancer-prone Li-
Fraumeni syndrome in humans (Malkin et al., 1990; Srivastava
et al., 1990), and mice with equivalent p53 mutations may, like
patients with Li-Fraumeni, develop osteosarcomas (Lang et al.,
2004, Olive et al., 2004). In striking contrast, we found here
that mice homozygous for a germline nonsense mutation
affecting the p53 CTD, or compound heterozygotes with a
Mdm4 hapleinsufficiency, are remarkable models of human telo-
mere syndromes. In murine cells, p53 activation led to the down-
regulation of four genes including Dyskerin (Dkc1), a gene often
mutated in patients with DC (Armanios and Blackburn, 2012).
Importantly, in addition to its role as a telomerase component,
dyskerin acts as a pseudouridine synthase in snoRNP com-
plexes. This might explain why patients with DC carrying DKC1
mutations exhibit more clinical features than patients carrying
TERC mutations (Vulliamy et al., 2011). Similarly, some of the
DC features observed in p53237431 mice might result from p53
activation or Dkcl downregulation, rather than telomere
dysfunction per se. However, decreased telomere length likely
played a role in the premature death of p532"/23! mice because
we found strain-specific differences in Rtelt mRNA levels to
correlate with differences in the survival of mutant mice.

ttest. In (D), telomere length was analyzed in WT or p532%"/33! MEFs at passage 5 by quantitative FISH with a telomere-specific Cy3 PNA probe (in red). On top,
typical metaphases are shown. In the mutant cells, several chromosomes exhibit faint or no visible telomeric signals. Below, guantification results from an

analysis of 28 metaphases per genotype are shown.

(E and F) p53*3"/33! mice exhibit the triad of physical traits classically used to diagnose DC.
Cutaneous h igmentation and nail dystrophy on a p53**'*" hindleg. Arrow points to the dystrophic nail.
yperpig ystrophy on a p eg po y:
(F) HAE comparison of the dorsal surface of a WT and a p53°*'2%" tongue. The mutant tongue exhibits acanthosis and hyperparakeratosis, typical of oral

leukoplakia.
See also Figure S5.

8 Cell Reports 3, 1-13, June 27, 2013 ©2013 The Authors

113



Please cite this article in press as: Simeonova et al., Mutant Mice Lacking the p53 C-Terminal Domain Model Telomere Syndromes, Cell Reports
(2013), http://dx.doi.org/10.1016/.celrep.2013.05.028

Open

ACCESS

Table 1. Features of DC in p53*2'/*3! Mice and in Other Reported Mice with Altered p53 Regulation or Dysfunctional Telomeres

Observed in p53*°"*3" Mice % Observed in Other Mice
Animals with Feature (No. Analyzed) with Altered p53 Regulation®

Clinical Features in Patients
Diagnosed with DC

Physical Traits (Diagnostic Triad)®

Observed in Mouse Models of DC”

Skin hyperpigmentation + 100% (25) < <

Nail dystrophy + 8% (25) Not reported v

Oral leukoplakia + 100% (8) Not reported Not reported
Pathological Traits®

Bone marrow failure + 100% (8) < <
Pulmonary fibrosis J 87% (8) Not reported Not reported
Molecular Feature®

Poor telomere maintenance + 100% (4) Not reported s
Associated Features'

Hypertrophic heart J 100% (25) s Mot reported
Short stature J 63% (25) s s

Testicular atrophy v 91% (11) < v

Cerebellar hypoplasia < 30% (10) < Mot reported

The features used to diagnose DC are indicated in bold. p53***' Mdm4*'~ mice, not included in this table, exhibited the same features as p53*3'4%'
mice. Likewise, p53°3"/23! MEFs exhibited short/dysfunctional telomeres but were not included in this table.

*Mice with altered p53 regulation include mutants with severe decreases in Mdm2 levels (Mendrysa et al., 2003; Liu et al., 2007), combined Mdm2 and
Mdm4 haploinsufficiencies (Terzian et al., 2007), complex p53 mutations (McGowan et al., 2008; Liu et al., 2010; Wang et al., 2011a), or constitutive
cellular stress (McGowan et al., 2008).

"Previously reported mouse models of DC combined a Pot1b deficiency with a telomerase RNA haploinsufficiency (Hockemeyer et al., 2008; He et al.,

2008).

“DC is classically diagnosed when at least two of these physical features are observed.
“Inherited bone marrow failure is found in other syndromes (e.g., Blackfan-Diamond anemia, Fanconi anemia), but the combination of bone marrow

failure and pulmonary fibrosis characterizes DC (Parry et al., 2011b).
“Telomeres are often analyzed to diagnose DC.

These features can be found in patients with DC but are not specific enough for diagnosis.

Importantly, p53*/2%' mice were mildly affected: they pre-
sented only slight alterations (if any) in HSC pools and telomere
length, and most were alive for more than 12 months. Because
p5343743T and p53*/43" Mdm4*'~ mice developed full-blown
DC features, we conclude that a <2-fold difference in p53 activ-
ity was sufficient to prevent the observation of DC features in het-
erozygous mice. This observation might explain why mouse
models with modest increases in p53 activity were only found
to present slight alterations in HSC pools (e.g., Herrera-Merchan
et al., 2010).

An important remaining question is whether germline p53 mu-
tations affecting the CTD may lead to telomere syndromes in hu-
mans. The high degree of conservation between the human and
murine p53 CTDs, the comparison of phenotypes caused by
nonsense mutations in the exon 10 of the human and mouse
p53 genes, and the fact that p53 activation also leads to the
downregulation of DKC1 and RTEL7 in human cells together
support this possibility. Importantly, genes presently known to
cause DC account for about only half of the clinical cases, and
patients with DC are now thought to represent a small fraction
of persons suffering from a telomere syndrome (Armanios and
Blackburn, 2012). Although one should be careful about extrap-
olating mouse data to human diseases, our results lead us to
propose that TP53 (and possibly MDM4) should be sequenced
in patients with telomere syndromes of currently unknown mo-
lecular origin.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cells and Cell Culture Reagents

MEFs isolated from 13.5-day embryos were cultured in a 5% CO; and 3% O
incubator, in DMEM GlutaMAX (Gibca), with 15% FBS (Biowest), 100 uM 2-
mercaptoethanol (Millipore), 0.01 mM Non-Essential Amino-Acids, and peni-
cillin/streptavidin (Gibco) for six or less passages, except for 3T3 experiments,
performed in a 5% CO. incubator for eight passages. Human lung fibroblast
MRCS5 and its SV40-transformed derivatives were cultured in a 5% CQ. and
3% Op-regulated incubator in MEM (Gibco), completed with 10% FBS,
2 mM L-glutamine (Gibco), 1 mM pyruvate, 10 uM Non-Essential Amino-Acids,
and penicillin/streptomycin. Cells were irradiated with a Cs y-irradiator or
treated with Adriamycin (Sigma-Aldrich) at 0.5 pg/ml or 10 uM Nutlin 3a
(Sigma-Aldrich).

Quantitative RT-PCR

Total RNA, extracted using NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel), was reverse
transcribed using SuperScript Il (Invitrogen). Real-time quantitative PCRs
(primers available upon request) were performed on an ABI PRISM 7500 using
Power SYBR Green (Applied Biosystemns). For strain-specific Rtel1 expression
analysis, total mRANAs were extracted from the BMCs of inbred C57BI/6J and
12952/5vPas mice (Charles River Laboratories), and Rtel1 mRNAs were quan-
tified as above.

LSL-A31 Construct

We used mouse genomic p53 DNA from previous constructs (Toledo et al.,
2006a, 2006b) and a portion of intron 1 containing a LoxP-Stop-LoxP (LSL)
cassette (Ventura et al., 2007) in which the puromycin-resistance gene was re-
placed by a neomycin gene (details available upon request). A BsrG | site (in
intron 9) and a Fse | site (inserted downstream Trp53) were used to swap
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the nonsense mutation from the p53**' RMCE-ASAP construct (Extended
Experimental Procedures) in the LSL-targeting construct. The resulting LSL-
p53**'-targeting vector was fully sequenced before use.

Targeting in ES Cells and Genotyping

CK-35 ES cells were electroporated with the targeting construct linearized with
Not |. Two independent recombinant clones, identified by long-range PCR and
confirmed by Southern blot and PCR, were injected into blastocysts to
generate chimeras, and germline transmission was verified by genotyping
MEFs from their offspring. RT-PCR of RNAs from p53-S--a3ViSbadl peps
treated with HTN-Cre showed that the mutant cDNA differed from a p53"'"
sequence only by the engineered nonsense mutation. Primers for Trp53 and
Rtel genotyping are available upon request. All experiments were performed
according to IACUC regulations.

LSL Cassette Excision

Triplicates of 1.8 x 10° p53“S-WISLYWT (fentura et al, 2007) and
p5ALELAIISLAST pers were seeded in wells of a 6-well plate and treated
with 10 yM HTN-Cre for ex vive excision of the LSL cassette or 10° cells
with buffer only. After 24 hr, wells were washed, and cells were frozen when
reaching 90% confluence. Cells were then thawed for DNA and RNA extrac-
tions to determine excision efficiency and for mRNA guantifications. In vivo
LSL excision was performed by breeding with PGK-Cre mice.

Immunofiuorescence

MEFs were cultured on collagen-coated coverslips, exposed to Adriamycin,
and analyzed 24 hr later. Coverslips were stained with the p53 antibody CM-
5 (Novocastra) and secondary Alexa Fluor 488 anti-mouse antibody (Molecular
Probes). Images were captured on an epifluorescence microscope using equal
exposure times for all images for each fluor.

Western Blots

Protein detection by immunoblotting was performed using antibodies against
P53 (CM-5, Novocastra; or FL-393, Santa Cruz Biotechnology), actin (A2066;
Sigma-Aldrich), p21 (F5; Santa Cruz Biotechnology), and Mdm2 (4B2), Rtel1
(MP1), and Dyskerin (H-300; Santa Cruz Biotechnology). Chemiluminescence
revelation was achieved with SuperSignal West Dura (Perbio). Bands of inter-
est were quantified by using ImageJ and normalized with actin.

ChiP Assay

ChIP analysis was performed as described (Simeonova et al., 2012). p53-DNA
complexes were immunoprecipitated from total extracts by using 5 pg of an
antibody against mouse Phospho-p53 Ser18 (Cell Signaling Technology)
and 15-30 ug of sonicated chromatin, or 50 ug of a polyclonal antibody against
P53 (FL-393) and 300 ug of sonicated chromatin. Rabbit IgG (Abcam) was
used for control precipitation. Quantitative PCR was performed on ABI PRISM
7500.

Cell-Cycle Assays

Log phase cells were irradiated at RT with a Cs y-irradiator at doses of 3 or
12 Gy, incubated for 24 hr, then pulse labeled for 1 hr with BrdU (10 uM),
fixed in 70% ethanol, double stained with FITC anti-BrdU and propidium
iodide, and sorted by using a BD Biosciences FACSort. Data were analyzed
using FlowJo.

Anatomopathology

Organs were fixed in formol 4% for 24 hr, then ethanol 70%, and embedded in
paraffin wax. Serial sections were stained with hematoxylin and eosin or Mas-
son's trichrome using standard procedures (Prophet et al., 1992).

Figure 6. p53 Activation Leads to the Downregulation of Genes Involved in Telomere Metabolism

(A) Tcab1 mRANA levels are not altered in p532*"** cells. RNAs, prepared from p53 ' (KO), WT, and p53°*'43! (A31) MEFs, untreated or treated with 10 uM
Nutlin for 24 hr, were used to quantify Tcab1/Wrap53 mRNAs. Results are from four independent experiments.

(B) Evidence of decreased mRNA levels for Dkc1, Rtell, Tinf2, and Terf1 in unstressed p532°"2' cells, RNAs, prepared from unstressed p53 ', WT, and
p53*31431 MEFs, were used to compare the expression of eight genes known to cause DC (Ctc1, Dkc1, Nhp2, Nop10, Rtell, Terc, Tert, and Tinf2) and one gene
(Terf1) that has been implicated in aplastic anemia, a milder form of telomere syndrome (Armanios and Blackburn, 2012). Resuits from four independent ex-
periments were analyzed by one-way ANOVA.

(C) p5322"/427 calls contain decreased levels of the dyskerin and Rtel proteins. Protein extracts, prepared from WT and p53*%"/2%' MEFs, were immunoblotted
with antibodies against Rtel, dyskerin (dysk), and actin.

(D) Dkc1, Rtel1, Tinf2, and Terf1 are downregulated by murine p53. mRNAs for Dkc1, Rtel1, Tinf2, and Terf1 were quantified in p53 ~/~, WT, and p53°%"/23" MEFs,
untreated or treated with 10 uM Nutlin for 24 hr. Results are from four independent experiments. “p = 0.0545.

(E-G) Improved survival of p53**'*" mice carrying 12952/SvPas Rtel7 allele(s).

(E) DNA was extracted from 52 p53°2"23! mice of mixed genetic background, then PCR was performed with primers flanking the SNP rs33116597, and products
were digested with EcoN| to genotype 12952/SvPas (129) and C57BI/6J (BE) Rtel1 alleles because only the B6 PCR products contained an EcoNI site. A typical
analysis of four mice is shown, with Rtel? genotypes above the gel.

(F) Survival of p53**""**" mice taking Rtel1 genotyping into account. Cohort sizes are in parentheses. The p value is from a log rank test.

(G) Comparison of Rtell mRNA levels in the BMCs of 12952/SvPas (129) and C57BI/6J (B6) mice. Results are from four mice per strain.

(H) p21 is required for the downregulation of Rtel1, Tinf2, and Terf1. RNAs, prepared from WT and p21 '~ (p21-) MEFs, untreated or treated with 10 M Nutlin for
24 hr, were used to quantify Dkc1, Rtel1, Tinf2, and Terf1 mRNAs. Results are from three independent experiments.

(I) p53 activation rapidly leads to the efficient downregulation of Dkc 7. mRNAs for Dke1, Rtell, Tinf2, and Terf1 were quantified in WT MEFs, untreated or treated
with 10 pM Nutlin for 6, 9, 12, or 24 hr. Results are from two independent experiments.

(J and K} p53 regulates the Dkc7 promoter.

(J) ChiP assay was performed at ten different sites surrounding the Dkc1 mRNA transcription start site (TSS) in Adriamycin-treated WT and p53 ' (KO} MEFs by
using a polyclonal antibody against p53 (FL-393) or rabbit 1gG as a negative control. Immunoprecipitates were quantified using real-time PCR. Fold enrichments
were normalized to data over an irrelevant region. Indicated values are means from two independent ChIP experiments, each quantified in triplicates. Results
suggest p53 binding near the end of exon 1 (E1) of DkeT.

(K) Data from three independent ChIP experiments focusing on the end of Dkc1 exon 1 confirm significant p53 binding.

(L and M) Dyskerin and Rtel are also downregulated by p53 in human cells.

(L) Protein extracts, prepared from WT MRC5 human cells (MRC) and p53-deficient SV40-MRCS cells (SVM), were immunoblotted with antibodies against Rtel,
dyskerin, and actin.

(M) mRNAs were prepared from SV40-MRCS and MRCS human cells, untreated or treated with Nutlin, then DKC1 and RTEL1 mRNAs were quantified using real-
time PCR, normalized to control mRNAs, and mRNA ratios from Nutlin-treated versus untreated cells were determined. Results from three independent ex-
periments.

Mean + SEM are shown. ***p < 0.001; "*p < 0.01; *p < 0.05; n.s., not significant by Student’s t test.

See also Figure 57.
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Hemograms

For each animal, 100 pl of blood was recovered retro-orbitally in a 10 pl citrate-
concentrated solution (S5770; Sigma-Aldrich) and analyzed using a MS9 ma-
chine (Melet Schloesing Laboratory).

H topoietic Marker Anal
BMCs were flushed from femurs and tibias of age-matched WT and p53421/43!
mice, then incubated with FITC-labeled antibodies against markers Gr1, B220,
Ter119, TCR, CD19, Dx5, CD11b, CD4, and CD8, PE-conjugated anti-Scat
and APC-conjugated anti-CD117, then analyzed using FlowJo.

Long-Term Reconstitution Assay

Donor BMCs were isolated from WT or p53*7'23! |ittermate mice (Ly5.2) and
retro-orbitally injected into lethally irradiated Ly5.1 recipients, 4 hr post 12 Gy
irradiation. Six weeks posttransplant, reconstitution of donor leukocytes was
analyzed by staining blood cells with antibodies against leukocyte cell surface
markers CD45.1 (BD PharMingen) and CD45.2 (BioLegend) and flow
cytometry.

Telomeric Flow-FISH

Flow-FISH was performed as described by Baerlocher et al. (2008). For each
animal, the bone marrow from two tibias and two femurs was collected, red
blood cells were lysed, then 2 x 10° cells were fixed in 500 ul PNA hybridization
buffer (70% deionized formamide, 20 mM Tris [pH 7.4], 0.1% Blocking re-
agent; Roche) and stored at —20°C. Either nothing (control) or 5 ul probe stock
solution was added to cells (probe stock solution: 10 pM TelC-FAM PNA probe
[PANAGENE], 70% formamide, 20 mM Tris [pH 7.4]), and samples were dena-
tured for 10 min at 80°C before hybridization for 2 hr at RT. After three washes,
cells were resuspended in PBS 1x, 0.1% BSA, RNase A 1,000 U/ml, propi-
dium iodide 12.5 pg/ml, and analyzed with a FACSCalibur.

Telomeric Quantitative FISH

Cells were treated with 0.5 pg/ml colcemide for 1.5 hr, submitted to hypotonic
shock, fixed in a (3:1) ethanol/acetic acid solution, and dropped onto glass
slides. Q-FISH was then carried out as described (Ourliac-Garnier and Lon-
dono-Vallejo, 2011) with a TelC-Cy3 PNA probe (PANAGENE). Images were
acquired using a Zeiss Axioplan 2, and telomeric signals were guantified
with iVision (Chromaphar).

Statistical Analyses

The Student's t test was used in all figures to analyze differences between two
groups of values. In Figure 6B, differences among three groups were analyzed
by ane-way ANOVA. In Figure 6F, a log rank test was used to analyze survival
curves. Analyses were performed by using GraphPad Prism, and values of p <
0.05 were considered significant.
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EXTENDED EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cells and Cell Culture Reagents

MEFs were isolated from 13.5 day embryos and cultured in a 5% CO; and 3% O; incubator, in DMEM Glutamax (GIBCQ), with 15%
FBS (Biowest), 100 uM 2-mercaptoethanol (Millipore), 0.01mM Non Essential Amino-Acids and Penicillin/Streptavidine (GIBCO) for
< 6 passages, except for 3T3 experiments, performed in a 5% CO; incubator for 8 passages. Human lung fibroblasts MRCS, and
their SV40-transformed derivatives, were cultured in a 5% CO, and 3% O, regulated incubator in MEM (GIBCO), completed with
10% FBS, 2 mM L-Glutamine (GIBCO), 1mM Pyruvate, 10 uM Non Essential Amino-Acids and Penicillin/Streptomycin. Cells were
irradiated with a Cs y-irradiator, or treated with adriamycin (Sigma) at 0.5 ug/ml, or 10 uM Nutlin 3a (Vassilev et al., 2004) (Sigma)
for 6-24 hr.

RMCE Cells and Constructs

p53"MCE- MEFs (Toledo et al., 2006b) were cultured in a 5% CO, and 3% O incubator, in DMEM Glutamax (GIBCO), with 15% FBS
(Biowest), 100mM 2-mercaptoethanol (Millipore), 0.01mM Mon Essential Amino-Acids and Penicillin/Streptavidine (GIBCO). PCR
mutageneses were performed (primers upon request) on a Scall-Fsel fragment of the Trp53 gene (encompassing sequences from
exon 10 to sequences downstream Trp53) subcloned in pBluescript. A Scall-Fsel digestion was used to swap each mutated frag-
ment in a RMCE-ASAP vector with WT Trp53 sequences (Toledo et al., 2006b). We also used PCR mutagenesis to generate the
R270H mutation that prevents DNA binding (Cho et al., 1994), and swapped a BstZI71/BsRGI fragment containing R270H in
RMCE-ASAP constructs to combine this mutation with C-terminal mutations. Sequences of exons and LoxP sites were verified
for all constructs, then RMCE-ASAP was performed as described (Toledo et al., 2006b).

Quantitative RT-PCR

Total RNA, extracted using Nucleospin RNA Il (Macherey-Nagel), was reverse transcribed using Superscript lll (Invitrogen). Real-time
quantitative PCRs (primers available upon request) were performed on an ABI PRISM 7500 using Power SYBR Green (Applied Bio-
systems). For strain-specific Rtel1 expression analysis, age-matched males of C57BI/6 and 12952/SvPas pure inbred strains were
purchased from Charles River Laboratories, total mRNAs were extracted from their bone marrow cells, and Rtel1 mRNAs were quan-
tified as above.

LSL-A31 Construct

We used mouse genomic p53 DNA from previous constructs (Toledo et al., 2006a; 2006b), together with a portion of intron 1 con-
taining a LoxP-Stop-LoxP (LSL) cassette (Ventura et al., 2007), in which the Puromycin-resistance gene was replaced by a Neomycin
gene (details available upon request). We used a BsrG | site (in intron 9) and an inserted Fse | site (downstream Trp53) to swap the
nonsense mutation from the p53*' RMCE-ASAP construct (see Supplementary Procedures) in the LSL targeting construct. The re-
sulting LSL-p53** targeting vector was fully sequenced before use.

Targeting in ES Cells and Genotyping

CK-35 ES cells (Kress et al., 1998) were electroporated with the targeting construct linearized with Mot |. Recombinant clones were
identified by long-range PCR, and confirmed by Southern and PCR. Two independent clones were injected into C57BI/6 blastocysts
to generate chimeras, and germline transmission was verified by genotyping MEFs from their offspring. RT-PCR of RNAs from
p53-SL-a3ISL-A31 MEFS treated with HTN-Cre showed that the mutant cDNA differed from a p53"" sequence only by the engineered
nonsense mutation. Primers for Trp53 and Rtel1 genotying are available upon request. All experiments were performed according to
IACUC regulations.

LSL Cassette Excision

Triplicates of 1.8.10° p53"S-WISLWT (ventura et al., 2007) and p53-St-231L5L-331 \MEFS were seeded in wells of a 6-well plate and
treated with HTN-Cre (Peitz et al., 2002) (10 uM) for ex vivo excision of the LSL cassette, or 10° cells with buffer only. After 24 hr, wells
were washed. To minimize the potential stress induced by Cre, cells were frozen when reaching 90% confluence. Cells were then
thawed for DNA and RNA extractions, to determine excision efficiency, and p53, Mdm2 and p21 mRNA levels. In vivo LSL excision
was performed by breeding p53**-*%! male mice with PGK-Cre (Lallemand et al., 1998) females.

Immunofluorescence

MEFs were cultured on collagen-coated coverslips, exposed to adriamycin and analyzed 24 hr later. Coverslips were stained with the
p53 antibody CM-5 (Novocastra) and a secondary Alexa Fluor 488 anti-mouse antibody (Molecular Probes). Images were captured
on an epifluorescence microscope using equal exposure times for all images for each fluor.
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Western Blots

Protein detection by immunoblotting was performed using antibodies raised against p53 (CM-5, Novocastra or FL-393, Santa Cruz),
actin (A2066, Sigma), p21 (F5, Santa Cruz), Mdm2 (4B2), Rtel1 (MP1) and Dyskerin (H-300, Santa Cruz). Chemiluminescence reve-
lation was achieved with SuperSignal west dura (Perbio, France). Bands of interest were quantified by using ImageJ, and normalized
with actin.

ChiP Assay

Chromatin Immuno-Precipitation (ChIP) analysis was performed as described (Simeonova et al., 2012). Briefly, MEFs were treated
with adriamycin for 24 hr, then proteins from 107 cells were crosslinked to chromatin with 1% formaldehyde for 10 min at 26°C. p53-
DNA complexes were immunoprecipitated from total extracts by using 5 ug of an antibody against human Phospho-p53 Ser15 /
mouse Phospho-p53 Ser 18 (Cell Signaling Technology) and 15-30 pg of sonicated chromatin, or 50 pg of a polyclonal antibody
against p53 (FL-393) and 300 ug of sonicated chromatin. Rabbit 1gG (Abcam) was used for control precipitation. Quantitative
PCR was performed on ABI PRISM 7500.

Cell-Cycle Assays

Log phase cells were irradiated at RT with a Cs y-irradiator at doses of 3 or 12 Gy, incubated for 24 hr, then pulse-labeled for 1 hr with
BrdU (10 uM), fixed in 70% ethanol, double-stained with FITC anti-BrdU and propidium iodide, and sorted by using a BD FACSort.
Data were analyzed using FlowJo.

LSL-AAS Targeting

The LSL-AAS construct, with a structure similar to LSL-A31, contained a LSL cassette confering resistance to puromycin (Ventura
et al., 2007). Deletion of the AS exon (AAS) was performed by insertion of two Spe | restriction sites, digestion and ligation (details on
request). A BsrG | site (in intron 9) and an inserted Fse | site (downstream Trp53) were used to swap AAS into the targeting vector. The
resulting construct was fully sequenced, linearized with Not | and electroporated into W4/129S6 ES cells (Taconic). LSL excision was
performed by breeding p53*5-"24% mice with PGK-Cre mice. DNA sequencing confirmed AAS as the only mutation affecting the
Trp53 locus in p533 /A4S cells,

Anatomopathology
Organs were fixed in formol 4% for 24h, then ethanol 70%, and embedded in paraffin wax. Serial sections were stained with Hema-
toxylin Eosin or Masson's Trichrome using standard procedures (Prophet et al., 1992).

Hemograms
For each tested animal, 100 pl of blood was recovered retro-orbitally in a 10 pl Citrate concentrated solution (S5770 Sigma), and
analyzed using a MS9 machine (Melet Schloesing Laboratory).

Hematopoietic Marker Analysis

Bone marrow cells (BMCs) were flushed from femurs and tibias of age-matched WT and p53**"*3! mice, then incubated with FITC-
labeled antibodies against markers Gr1, B220, Ter119, TCR, CD19, Dx5, CD11b, CD4, and CD8, PE-conjugated anti-Scal and APC-
conjugated anti-CD117, then analyzed using FlowJo.

Long-Term Reconstitution Assay

Donor bone marrow mononucleated cells were isolated from WT or p533%'/431 jittermate mice (Ly5.2) and retro-orbitally injected into
lethally iradiated Ly5.1 recipients, 4 hr post 12 Gy irradiation. Six weeks post transplant, reconstitution of donor leukocytes was
analyzed by staining blood cells with antibodies against leukocyte cell surface markers CD45.1 (BD PharMingen) and CD45.2 (Bio-
legend) and flow cytometry.

Apoptosis Assays
3-4 weeks old mice were irradiated with a Cs vy-irradiator with 2.9 Gy/min at a dose of 2.5 or 5 Gy. Mice were sacrificed 4h later and
thymocytes were recovered, stained with AnnexinV-FITC Apoptosis detection kit (Abcam) and analyzed using FlowJo.

Colony-Forming Unit Assay

2x10" to 4x10° BMCs were plated (in duplicates) for colony-forming assay using MethoCult and MegaCult (StemCell Technologies,
Inc.) following the manufacturer's instructions. Cells were incubated at 37°C with 5% CO. and 20% O, for 9 (Megacult) or 12 (Me-
thocult) days, before colonies were identified as CFU-GM (Colony Forming Unit - Granulocyte, Macrophage), CFU-GEMM (Granu-
locyte, Erythroid, Macrophage, Megakaryocyte), BFU-E (Burst FU- Erythroid) and CFU-Mk (Megakaryocyte).
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Telomeric Flow-FISH

Flow-FISH was performed as described (Baerlocher et al., 2006). For each animal, the bone marrow from 2 tibias and 2 femurs was
collected and passed through a 40 pM nylon cell strainer (BD) in PBS. Red blood cells were lysed in 10 ml 0.15 M NH,CI, 17 mM Tris
pH7.65, then 25 ml PBS-0.1% BSA were added. 2x10° cells were fixed in 500 ul PNA hybridization buffer (70% deionized formamide,
20 mM Tris pH7.4, 0.1% Blocking reagent, Roche) and stored at —20°C. Either nothing (control) or 5 pl probe stock solution (0.1 pM
final concentration) were added to cells (probe stock solution: 10 uM TelC-FAM PNA probe (Panagene), 70% formamide, 20 mM Tris
pH7.4), and samples were denatured for 10 min at 80°C before hybridization for 2 hr at RT. After 2 washes in 70% formamide, 20 mM
Tris pH7.4, 0.1% BSA, 0.1% Tween-20 and one in PBS, 0.1% BSA, 0.1% Tween-20, cells were resuspended in PBS 1X, 0.1% BSA,
RMNase A 1000 U/ml, propidium icdide 12.5 pg/ml, and analyzed with a FACSCalibur.

Telomeric Quantitative FISH

Cells were treated with 0.5 pg/ml colcemide for 1.5 hr, submitted to hypotonic shock, fixed in a (3:1) ethanol/acetic acid solution, and
dropped onto glass slides. Q-FISH was then carried out as described (Qurliac-Garnier and Londofio-Vallejo, 2011), with a TelC-Cy3
PNA probe (Panagene). Images were acquired using a Zeiss Axioplan 2, and telomeric signals were quantified with iVision (Chroma-
phor), using the segmentation tool with a manual correction to include individual telomeres at all metaphasic chromosome ends, and
pixel intensity correction for local background intensities.

Detection of Tel Induced Foci

Cells were incubated 5 min in Solution T (0.5% Triton X-100, 50 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, and 300 mM sucrose),
fixed 15 min in 3% formaldehyde/PBS, permeabilized 10 min with Solution T, then slides were dehydrated and air-dried. Nuclei were
hybridized 2 hr at RT in PNA hybridization buffer and 10 nM TelC-Cy3, after a 3 min co-denaturation at 80°C. Slides were washed
twice in Solution W1, 3 times in 50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20, dehydrated and mounted in Vectashield
with DAPI (Vector). Images of labeled nuclei were acquired using Nikon eclipse 3D imaging system, subjected to deconvolution,
then average projections of 31 Z stacks, 0.2 ym each, were analyzed using iVision.

Statistical Analyses

The Student's t test was used in all Figures to analyze differences between two groups of values. In Figure 6B differences between 3
groups were analyzed by one-way ANOVA. In Figure 6F a Log-rank (Mantel-Cox) test was used to analyze Kaplan-Meier survival
curves. In Figure S5 a Fischer's exact test for a 2x2 table was used. Analyses were performed by using Graphpad Prism, and values
of p < 0.05 were considered significant.
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Figure S1. Rationale for the Targeting of a p53 CTD Deletion, Related to Figure 1

(A4) Summary of transfection and in vitro studies of human and mouse p53 C-terminal mutants. On top human p53 is shown, with its transactivation (TAD), proline-
rich (PRD), specific DNA binding (DED), ion (40) and C inal basic regulatory (CTD) domains, Residues 337-393 are detailed below, with lollipops
for post-transiational modifications. Truncated mutants analyzed are grouped according to the extent of C-terminal deletion (wlth number of reported studies in
parentheses). Below, C-terminal residues of mouse p53, and studies of murine p53 truncated mutants, are rep
(B} Genomic structure of the 3' part of Trp53 and C-terminal protein sequences encoded by the targeted constructs. E: exon, i nntron AS: alternatively spliced
exon,

(C) Detailed sequences of the targeted constructs. On top, a portion of the WT Trp53 gene is shown, encompassing exon 10 and part of exon 11. Exmlc nu-
clectides are in black capital letters, splice sites in gray lower cases. The protein sequence is shown above the n i ience. The two ]

ted

flegend continued on next page)
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are below, with highlights on the stop codons and restriction sites introduced. Mutated or inserted nucleotides (compared to the WT sequence) are in red, and
deletions are red minus signs.

(D) RMCE-ASAP targeting strategy. pS3™CE") MEFs (Toledo et al., 2006b) contain a Trp53 KO allele in which a Neo gene has replaced most of exon 5, and a
Trp53 RMCE allele with a PuroATK (puTK) gene downstream of Trp53 and inverted h LoxP sites ds L' and L) flanking p53 coding sequences
and puTK. Each RMCE construct, sequenced before use, contained p53 coding sequences (with a stop codon (asterisk) in exon 10 or 11) flanked by inverted
heterclogous LoxP sites. It was electroporated with a Cre expression plasmid. Importantly, because p53™M°¥! MEFs are primary cells, proper recombinant
clones are recovered only if thetargeted mutatmn encodes a hypornorph-c P53 mutant, If a mutation encodes a mutant with as much or more activity than p53™7,

it will induce cellular 1+ clones d in that case arise from cells that have rearranged and lost the p53""‘c£ locus. Ganci-
clovir-resistant clones were first screened by PCR with primers a and b. We planned to verify potential proper recombinants by PCR with primers ¢ and d and Mae
| digestion for A26, or primers e and f and digestion with Bel | for 431,

(E) Results of a first AMCE experiment, in which 4 alleles were targeted, encoding the mutants of interest p53°%° and p53°*", or the controls p53™T and ps3™ ™™,
p53™TM (equivalent to human p53™ 7™, unable to bind DNA (Cho et al., 1994), was used in all RMCE experiments as a positive control for targeting. Left: results
summary. Center: typical PCRs with primers a and b. Recombinants (*) are revealed by a 429 bp long band. Right: Sequence of the R270H mutation within Trp53
exon 8. As for the p53"" construct, no p53°*° or p53**' proper recombinant clone was recovered, indicating that these mutations do not encode significantly
hypomorphic proteins.

(F-J) Resuilts of a second RMCE experiment. To be able to measure mRNA levels associated with the nonsense mutations, we generated RMCE constucts that
combined each nonsense mutation with the R270H mutation. A screening of poched clones with pnmera a and b (F) indicated that all were proper recombinants.

Top: results summary; bottom: typical PCRs with primers a and b. (G) R clone by specific PCR and iction digest. An is
shown for each mutant (as described in D, DNA was amplified with primers ¢ and d and digested with Mae |, or primers e and f and digested with Bcl l). Band sizes
(in bp) are: 242 or 243 (1), 200 (2), 155 (3), 42 and 45 (4), 134 (5), 109 (6); note the incomplete digestion with Mae I. (H) Recombinant clones were further verified by
sequencing. A representative DNA sequence of a p53™7%4%" glone is shown. Differences with the WT sequence are highlighted. {I) The targeted nonsense
mutations do not lead to p53 mRNA degradation. p53 mRNAs were quantified using real-time PCR and normalized to control mRNA levels, then the mean amount
in R270H cells was assigned a value of 1. For each mutant, results are from 3 independent clones. Means + SD are shown. n.s.: not significant by Student's t test.
{J) The targeted mutation encoding p53°7° carrelates with increased p53AS mRANA levels. p53AS mRANAs were quantified using AS specific primers in p53™ 7™
and p53™ T4 mutant clones, and plotted as in 1. *"p < 0.001 by Student's t test.
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Figure S2. Evidence of Increased p53 Activity in p53**"/43! MEFs, Related to Figure 2
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(8) p53*?" is a very efficient transcriptional regulator. RNAs from p53 '~ (KO), wild-type (WT), and p53°7"/49" (431/431) MEFs untreated, or treated with 10 uM
Mutlin for 24 hr, were quantified using real-time PCR. For each gene results were first normalized to control mRNAs levels, then the mean amount of mRNAS in
unstressed wild-type cells was assigned a value of 1. Ten p53 target genes were tested: 7 transactivated and 3 repressed by p53. For the 7 transactivated genes,
the mean mRMA amounts were higher in mutant cells compared to WT cells, with significant differences in both untreated and Nutlin conditions for 4 genes (Noxa,
Fas, p130, KIhI26), or in one condition for the other genes (Puma, Ptprv, DrS). For the 3 repressed genes (Cenb1, Cdk1, Cde25), mRNA amounts were significantly
lower in mutant cells compared to WT cells, in both untreated and Nutlin conditions. Results from 3 independent experiments; Mean + SEM are shown; "“'P <

0.001, **P=0.01, *P =0.05, n.s. : not significant by Student's t test.

(B) An increased cell cycle arrest response in p53**"5*! cells. Cell cycle control was analyzed in p53 " (KO), wild-type (WT), and p53%2"/23" (A31/A31) MEFs, in
asynchronous cell populations left untreated (Unt) or 24 hr after 3 or 12 Gy y-iradiation. A typical experiment is shown here, and results from 3 independent

experiments are represented in Figure 2J.
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Figure S3. Unlike p53* VAN Animals, Mice Carrying a Specific Deletion of the Trp53 AS Exon Are Alive 90 Days after Birth, Related to Figure 3
{A) Comparative maps of the WT and AAS Trp53 alleles. Left, the 3’ end of WT Trp53 gene is shown - black line: intron 10; boxes are for exons, with greytones for
translated regions from exon 10 (light gray), exon 11 (dark gray), and exon AS (black). Right, schematic representation of the targeted mutation. The AS exon was
deleted and replaced by a Spe | restriction site. The mutant locus only enables the synthesis of proteins with the ‘classical’ C-terminal domain.

(B) Targeting strategy: The Trp53 gene is contained in a 17 kb-long EcoRl (RI) fragment (black boxes: coding sequences, white boxes: UTR). The targeting
construct (above), the sequence which was verified before use, contains (i) a 1.5 kb-long 5" homology region; (i) 2.4 kb upstream of coding sequences, a LSL
cassette; (i) all p53 coding exons, except the AS exon replaced by a Spe | restriction site; (iv) a 2 kb-long homelogy region from intron 10 to sequences
downstream of the gene; and (v) the diphteria «-toxin (DTA) gene. Targeted recombinants resulting from the depicted crossing-overs were identified by a 2.4 kb-
long band after PCR with primers n and o, and bands of 2.1 and 0.5 kb after PCR with primers p and q and Spe | digestion. Targeted clones were also analyzed by
Southern blot with the indicated probe as containing a 10.5 kb EcoRl band. The targeted mutation was routinely genotyped by PCR with primers r and s.
{C~E) Screening of recombinant ES cell clones. ES clones were screened by 5 long-range PCR with primers n and o (C), by 3’ long-range PCR with primers p and
q (D, PCR products are shown undigested (u) or digested with Spe | (s)) and by Southern blot (E). * indicates a positive clone.

{F) Mice genotyping by PCR with primers r and s. (G) Survival of p53**%'%4% mice aver 90 days. Number in parentheses indicates the size of the cohort. p53A%/aAs
mice did not exhibit the phenotypic traits observed in p53***" mice, including premature death,
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Figure 54. Increased p53 Activity and Aplastic Anemia in p53°¥*3' Mice, Related to Figure 3

{A) Hematoxylin and eosin (H&E) staining of the skin of hindlimbs from WT and mutant littermates. An increased number of melanocytes is visible within the basal
layer in the mutant mouse (arrow).

(B) Increased apoptosis in mutant thymocytes. Age-matched mice of the indicated genotypes were left untreated or submitted to 2.5 or 5 Gy whole-body v-
irradiation. After 4 hr, thymocytes were recovered and stained with annexin V-FITC, then analyzed by FACS. Typical results are shown, with % apoptotic cells
indicated above each histogram. Increased is was d d inall p53**'*3" mutants, and significant apoptosis was observed in unirradiated thymocytes
from the smaller p53>*"%%! mice (e.g., on the far right, with 72.6% apoptosis).

(C) Whole brains from WT and mutant mice. In the mutant, the mesencephalum (2} is more prominent, due to an hypoplasia of the cortex (1) and cerebellum (3).
(D) Hypoge ism and o genesis in most mutant males. On top, testes from two P23 littermates; below, the H&E staining of the testes reveals
amested gametogenesis in the mutant.

(E and F) Bone marrows from p53**'**! mice lack hematopoietic stem/progenitor cells. (E) Bone marrow (BM) cells from p53*' and p53**'/42! p27.28 mice were
plated and grown in Methocult or Megacult media, then colonies of hematopoletic progenitors CFU-GM, CFU-GEMM, BFU-E or CFU-Mk were counted (see
Extended Experimental Procedures). On top, a typical result after 12 days of growth in Methocult medium is shown: the CFU-GM, CFU-GEMM, and BFU-E
colonies were observed in plates starting from 2x10% or 2x10° WT BM cells, whereas no colony was visible from 2x10% p53*"/2% BM cells. Below, data from 3
experiments are plotted. Mean + SEM are shown. (F) Bone marrow cells, stained with antibodies against ietic lineage (Lin) markers and cell surface
marks Scat and c-Kit, were analyzed by flow cytometry, The population of Lin- Scal+ c-Kit+ (LSK] cells, enriched in hematopoietic stem cells, were calculated in
% of total mononucleated cells (MNCs). A FACS example for each genotype is shown here, with results from 3 mice per genotype summarized in Figure 3H,
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Figure S5. p53*"**' MEFs Have Dysfunctional Telomeres, Related to Figure 4

MEFs, prepared from one WT and two (A and B} p53°7"43 litarmate embryos, were stained at passage 5 with anti-yH2AX antibody (green) and a telomere C-rich
PNA probe (red). On top, representative average projections of deconvolved 3D stacks are shown, with enlarged images of defined regions (yellow squares)
shown on the right. Below, the quantification of at least 100 nuclei for the presence of telomere dysfunction-induced foci (TIFs) defined by the colocalization of
yH2AX with telomeres is represented. Fisher's exact test for a 2x2 table (""p < 0.001).
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Figure S6. Bone Marrow Cells from p53*/**' Mdm4*' Mice Lack Hematopoietic Progenitors, Related to Figure 5

Bone marrow cells from WT, p53*/% (+/431) and p53°/2%" Mdmd*'~ (+/431 Md+/—) P29 mice were grown in the Methocult and Megacult media, as in Figure S4E,
Data from 3 experiments. Mean + SEM are shown. Asterisks indicate significant differences between |:|53""‘3' and WT bone marrow cells. ***P<0.001, "P=0.05
by Student's t test.
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Figure 57. Impact of Nonsense Mutations in the Exon 10 of the Mouse and Human p53 Genes, Related to Figure 6
(A-G) Targeting mutations encoding p53°%, p53**® or pS3** in pS3™MEE" MEFs, (A) On top, a portion of the WT Trp53 gene is shown, represented as in

Figure 51C, The 3 ions are rep i similarly below, with highlights on stop codons and introduced restriction sites. Nucleotides which are
mutated or inserted are in red, and deletions are red minus signs. (B} The strategy for targeting in MEFs and ing the mutations is th as the one usedto
target the i ing p53**" (for details, see Figure 510). The KO and exchanged alleles are shown. Ganciclovir-resistant clones were first screened

flegend continued on next page)
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by PCR with primers a and b, then verified by PCR with primers e and f and digestion with Bgill for A36, BamHI for 245, or Xba | for A52. (C) Results of a first RMCE
experiment, in which the alleles encading p53°%%, p53**® and p53°*® were targeted - together with control alleles encoding p53™" and p537™7™ (not shown).
Proper recombinants were identified with primers a and b for mutations encoding p53**® and p53*%, suggesting that these proteins are hypomerphic. On top,
results are summarized in a table; below, typical PCRs with primers a and b are shown. Recombinants () are revealed by a 429 bp long band. (D) Deficient cell
cycle control in MEFs expressing p53°%° or p532%. Cell cycle control was analyzed in parental p53™°%" MEFs, and RMCE-derived p53***" and p532*" MEFs,
in asynchronous cell populations left untreated or 24 hr after 12 Gy y-irradiation. A typical experiment is shown. Compared to parental cells, p53°%®" and p53*°*"
MEFs exhibit respectively very little, or no capacity to arrest cells in G1 after irradiation. (E) Results of a second RMCE experiment. To recover targeted re-
combinants with all constructs, the mutation R270H was included. Examples of PCR screening with primers a and b are shown, (F) Clone confirmation by PCR
with primers e and f and restriction digest. An example is shown for each mutation. DNA was analyzed as described in B. Band sizes (in bp) are: 243 (1), 126 and
117 (2), 144 (3), 96 (4), 175 (5) and 66 (6). The clones were also confirmed by sequencing (not shown). () Mutations enceding p53**® or p53** lead to decreased
P53 mRMA levels. p53 mRNAs were quantified using real-time PCR and normalized to control mRMNAs, then the amount in R270H cells was assigned a value of 1.
For each mutant results are from 3 independent clones, each quantified in triplicate. Mean + SD are shown; **P <0.01, *P <0.05, n.s. : not significant by Student's
1 test.

{H) Properties of murine p53 C-ter mutants and distribution of TP53 C-ter nonsense mutations in human cancers. On top, a summary of the information gained
from targeted nonsense mutations affecting the murine Trp53 exon 10 (all these mutations remove the entire p53 C-terminal domain). Arrows designate the
jpositions of targeted mutations. Mutations associated with observable decreases in p53 activity are in red, the others in blue. Dotted line indicates the theoretical
limit of premature termination codon (PTC) d ion by the N Mediated mRMNA Decay system, 50 nt upstream of the last exon-exon junction (Bhu-
vanagiri et al., 2010). Results suggest that mutations in the murine Trp53 gene follow the PTG detection rule. 4D: tetramerization domain, Below, nonsense
mutations in the human TP53 exon 10 and their observation (or lack thereof) in cancers, according to the 16th release (November 2012) of the IARC TP53 mutation
database (Petitjean et al., 2007). Arrows indicate residues whose codons can be mutated into Stops by a single point mutation. Nonsense mutations observed in
human cancers are in red, the others in blue. It is unlikely that the observed distribution of human p53 mutations is due to random chance (P(8/8, 0/3) = 0.006).
Rather, the observed distribution suggests that p53 nonsense mutations might have similar consequences in humans and mice,
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Article n°4

p53 downregulates the Fanconi anemia DNA
repair pathway

Sara Jaber*, Eléonore Toufektchan*, Vincent Lejour, Boris Bardot and Franck Toledo.
Nature Communications (2016) 7 : 11091.
Résumé :

Suite a notre découverte que p53 régule le métabolisme des télomeres, nous avons
voulu élargir cette étude a d’autres génes impliqués dans le métabolisme télomérique. Nous
avons donc testé 42 geénes candidats en comparant des cellules p53'/', p53+/+ et p53°° a3l g
démontré que pS53 régule négativement 7 génes supplémentaires impliqués dans le
métabolisme télomérique, confirmant ainsi le réle majeur de p53 dans la régulation des
télomeres. Un de ces génes est muté dans 1’anémie de Fanconi, qui fait aussi partie de la
famille des syndromes d’insuffisance médullaire. En se focalisant plus spécifiquementsur la
voie Fanconi de réparation de I’ADN, nous avons pu montrer que p53 régule négativement un
grand nombre des génes de cette voie, et que I’hyperactivation de p53 entraine des
phénotypes similaires a ceux des cellules de patients souffrant de I’anémie de Fanconi (défaut
de réparation de I’ADN, accumulation des aberrations chromosomiques, hypersensibilité¢ a
des agents alkylants).

Ce second projet nous a permis de découvrir de nouvelles facettes de ce « gardien du
génome ». En effet il est bien établi que p53 joue un rdéle primordial dans le maintien de
I’intégrité génomique de la cellule, en réponse a divers stress dont I’érosion des télomeres et
les dommages a I’ADN. De facon surprenante, nos résultats montrent qu’une activation
constante de p53 pourrait finalement entrainer des défauts de réparation de I’ADN et un
raccourcissement télomérique, formant ainsi une boucle positivede rétro-controle.Une autre
portée de nos découvertes est que p53 pourrait expliquer certaines des similitudes cliniques
(aplasie médullaire, petite taille, pigmentation anormale et hypoplasie testiculaire) qui existent
entre ces deux syndromes d’insuffisance médullaire et comment ces deux maladies
(dyskératose Congénitale et anémie de Fanconi) peuvent étre confondues au diagnostic. Nous

avons également confirmé ces observations dans les cellules humaines et les avons corrélées
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au statut de p53 dans les cellules tumorales humaines. Ce projet s’inscrit donc également dans
le cadre de la recherche fondamentale sur le cancer, d’autant plus que ces deux maladies
d’insuffisance médullaire (dyskératose congénitale et anémie de Fanconi) sont des syndromes
prédisposant au cancer. De plus, nous avons pu montrer que la combinaison d’agents qui
créent des ponts inter-brinsavec des molécules activatrices de p53, pourrait constituer une
stratégie anti-tumorale pour tuer plus efficacement les cellules cancéreuses exprimant une p53

sauvage, suggérant ainsi une application thérapeutique potentielle de nos recherches.
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p53 downregulates the Fanconi anaemia DNA

repair pathway

Sara Jaber'234= Eléonore Toufektchan 234+, Vincent Lejour'234, Boris Bardot"234 & Franck Toledo"234

Germline mutations affecting telomere maintenance or DNA repair may, respectively, cause
dyskeratosis congenita or Fanconi anaemia, two clinically related bone marrow failure
syndromes. Mice expressing p5323, a mutant p53 lacking the C terminus, model
dyskeratosis congenita. Accordingly, the increased p53 activity in p5343¥43 fibroblasts
correlated with a decreased expression of 4 genes implicated in telomere syndromes. Here
we show that these cells exhibit decreased mRNA levels for additional genes contributing to
telomere metabolism, but also, surprisingly, for 12 genes mutated in Fanconi anaemia.
Furthermore, p5373¥43! fibroblasts exhibit a reduced capacity to repair DNA interstrand
crosslinks, a typical feature of Fanconi anaemia cells. Importantly, the p53-dependent
downregulation of Fanc genes is largely conserved in human cells. Defective DNA repair
is known to activate p53, but our results indicate that, conversely, an increased p53 activity
may attenuate the Fanconi anaemia DNA repair pathway, defining a positive regulatory
feedback loop.

1 Genetics of Tumaur Suppression, Equipe Labellisée Ligue, Institut Curie, Centre de recherche, 26 rue d'Ulm, 75248 Paris Cedex 05, France. 2 Sorborne
Universités, UPMC Univ Paris 06, Paris, France. 3 CNRS UMR 3244, Paris, France. ¥ PSL Research University, Paris, France, * These authors contributed equally

to this work. Correspondence and requests for materials should be addressed to FT. (email: franck toledo@curie.fr).
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nherited bone marrow failure syndromes are a set of clinically

related yet heterogeneous disorders in which at least one

haematopoietic cell lineage is significantly reduced. Among
them, Fanconi anaemia (FA) and dyskeratosis congenita (DC) are
caused by germline mutations in key cellular processes, that is,
DNA repair and telomere maintenance, respectively’.

We recently found that 1053"]3’"r 31 mice, expressing a mutant
p53 lacking its C-terminal domain, die rapidly after birth with a
complete set of features of the telomere syndrome DC, including
aplastic anaemia, pulmonary fibrosis, oral leukoplakia, skin
hyperpigmentation, nail dystrophy and short telomeres®. Loss
of the p53 C terminus increases p53 activity in mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) and in most tested tissues>>, and 1053”j 17431
MEFs exhibited decreased messenger RNA (mRNA) levels for
4 out of 10 genes implicated in telomere syndromes (Dkcl,
Rtell, Tinf2 and Terfl). Nutlin, a drug that prevents the Mdm2
ubiquitin ligase from interacting with p53, allowed to confirm
that p53 activation leads to the downregulation of these four
genes. These data revealed that p53 plays a major role in telomere
metabolism.

We previously focused on the potential p53-mediated
regulation of genes mutated in DC (Dkcl, Rtell and Tinf2) or
implicated in aplastic anaemia, a milder form of telomere
syndrome (Terfl)*. As a striking evidence for the clinical
relevance of our mouse model, patients with severe DC who
carry mutations affecting PARN, a negative regulator of p53, were
recently shovgn to exhibit decreased DKC1, RTEL1 and TERF1
mRNA levels”. Importantly, however, tens of proteins are thought
to be involved in the regulation of telomeres (reviewed in ref. 6).
Thus, it remained possible that the impact of p53 on
telomere-related genes was underestimated in our previous
study. Here we tested whether p53 affects the expression of 42
additional genes implicated in telomere metabolism, and found 7
genes that are downregulated in p53931/431 cells, Importantly,
some of these p53-regulated genes are involved in the FA
DNA repair pathway. This was particularly intriguing because
Rtell, one of the four telomere-related genes we previously
found regulated by p53, encodes a Fancj-like helicase’. These
observations led us to evaluate whether p53 regulates more genes
belonging to the FA pathway, and whether ,053’13”r 431 cells
exhibit characteristic features of FA cells. We found that murine
p53 downregulates 12 Fanc genes, that human p53 downregulates
9 FANC genes and that the capacity to repair DNA interstrand
crosslinks is attenuated upon p53 activation. These data reveal an
unexpected role for p53 in downregulating the FA DNA repair
pathway, which may help to understand the pathological
processes implicated in FA, and suggest therapeutic strategies
against tumour cells that retain a functional p53 pathway.

Results

Expression of telomere-related genes in p53431/43! cells. Our
initial aim was to test whether, besides the four genes
previously identified?, p53 could regulate other §enes that might
contribute to the telomere phenotype of p53437/431 mice. We
therefore compared, in unstressed p53 ~/~, wild-type (WT) and
p53431/431 fibroblasts, mRNA levels for 42 candidate genes
reported to be relevant to telomere metabolism. Candidates
included genes implicated in telomere syndromes (Acd/Tppl,
Apollo/Snm1b, Cl60rf57/Mpn1/Usbl, Nafl, Obfc1/Stnl, Parn and
Sbds)>68-10; genes mutated in diseases not primarily associated
with telomere biology but for which telomere dysfunction or
DC-like features were reported (Dnmt3b, Fancd2 and Recql4)®;
genes encoding proteins of complexes involved in telomere
biology, that is, the telomerase (Gar1/Nolal, Ruvbll and Ruvbl2),
shelterin (Potla and Potlb, Rap1/Terf2ip, and Terf2), CST (Tenl)

2

and CIA (Ciaol, Iopl/Narfl, Mip18 and Mms19) complexes, as
well as Cajal bodies (Coilin and Hot1)%!!, or proteins otherwise
proposed to participate in telomere replication or maintenance
(Artemis/Snmlc, Blm, Csb/Ercc6, Dek, Dna2, Ercc3/Xpb,
Ercc4/Fancq/Xpf, Fancc, Fenl, Lmna/Progerin, Nbsl, Piml,
Slx4/Fancp, Timeless, Tnksl, Tnkslbpl, Upfl and Wrn)®12-26,

For a gene to be a good candidate, we considered that the mean
(from three to four independent experiments) of its mRNA levels
in unstressed WT cells should fall between the means measured
in p53~/~ and p53131/43! cells; and that the means for the three
genotypes should be statistically different according to an analysis
of variance. Out of the 42 genes, 7 fulfilled these criteria:
Blm, Dek, Fancd2, Fenl, Garl, Recqld and Timeless (Fig. la;
Supplementary Fig. 1). Because RECQL4 was shown to be
downregulated by p53 in human cells?’, the lower Recql4 mRNAs
in p53° VAL cells were not surprising. The decreased mRNA
levels for the six other genes were not anticipated however.
To specifically assay for a p53-dependent regulation, we next
compared the effects of Nutlin, a drug that activates p53 by
preventing its interaction with the ubiquitin ligase Mdm2. Results
clearly indicated that p53 activation leads to the downregulation
of these genes (Fig. 1b).

Importantly, the finding that p53 downregulates Garl, which
encodes a component of the telomerase complex, strengthened
our previous conclusion that p53 plays a significant role in
telomere biology. However, Fancd2 appeared as the gene
whose expression was most markedly affected by p53 activation
(Fig. 1b). This was surprising because, even if primary cells
from patients with a FANCD2 mutation may exhibit telomere
dysfunction®, these patients are diagnosed with FA, a syndrome
primarily characterized by defects in DNA repair. This led us to
further analyse the p53-dependent regulation of Fancd2. We first
verified that the relative decrease in Fancd2 mRNA levels were
observed in vivo, in bone marrow cells (BMCs) from p53431/431
mice (Fig. 1c). We next tested whether the p53-dependent
regulation of Fancd?2 detected by quantitative PCR had an impact
on Fancd2 protein levels. Lower Fancd2 protein levels were
observed in unstressed p5373/431 cells compared with
unstressed p53 ~/~ or WT cells, and Nutlin treatment led to a
decrease in Fancd2 proteins only in WT and p53-43 A3 MEFs, in
complete agreement with quantitative PCR data (Fig. 1d;
Supplementary Fig. 2).

P53 activation leads to increased E2F4 binding at Fancd2. The
p53-mediated downregulation of many genes requires the cdk
inhibitor p21, and occurs through the recruitment, upon 353
activation, of E2F4 repressive complexes at their promoters®”3,
Notably, this mechanism would account for the p53-dependent
regulation of cell cycle genes whose promoters contain CDE/CHR
regulatory motifs” =33 Consistent with this mechanism, p53
activation had no effect on Fancd2 mRNA levels in p21 =/~ cells
(Fig. 2a), and chromatin immunoprecipitation (ChIP)
experiments with an antibody against E2F4 indicated increased
E2F4 binding at the Fancd2 promoter in Nutlin-treated WT cells,
compared with unstressed WT or Nutlin-treated p53 '~ cells
(Fig. 2b; Supplementary Fig. 3). Of note, ChIP assays for E2F4
binding at the Fancd2 promoter could not be performed in
p534317431 MEFs because their accelerated senescence” prevented
the recovery of sufficient amounts of chromatin, but it is likel

that the p53/p21/E2F4 pathway operates similarly in p53431/431
cells. We next identified a candidate CDE/CHR motif in the
Fancd2 promoter, and mutation of the CDE element (typically
bound by E2F4) abolished the Nutlin-dependent repression of
this promoter in NIH-3T3 cells (Fig. 2¢), independently of cell
cycle dynamics (Supplementary Fig. 4). Thus, although the
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Figure 1| p53 activation leads to the downregulation of seven telomere-related genes. (a) A comparison of p53 =/~ wild-type and p5313V431 cells
suggests the pS3-dependent regulation of Blm, Dek, Fancd2, Fenl, Garl, Recql4 and Timeless. RMAs, prepared from unstressed p53 =/~ (KO, wild-type (WT)
and p5343V/431 (A31) MEFs, were used to compare the expression of 42 genes with a proposed impact on telomere metabolism. mRNAs were quantified using
real-time PCR, normalized to control mRNAs, then the amount in WT cells was assigned a value of 1. Shown here are the seven genes for which the mean
mRNA levels were intermediate in WT cells compared with p53~/ = and p5393¥437 cells, with significant differences between the means according to
one-way analysis of variance (ANOWVA). For the 35 genes that did not match these criteria, see Supplementary Fig. 1. Results from =3 independent
experiments, (b) The seven genes are downregulated upon p53 activation. mRNAs were quantified in p53~/ ~, WTand p5343/43' MEFs, untreated or treated
with 10 pM Nutlin for 24 h. Results from =3 independent experiments. °P = 0.059. (c) Fancd2 mRNAs are decreased in the bone marrow cells (BMCs) of
p5343V/431 mice. Fancd2 mRNAs were quantified from the BMCs of nine WT and six p5343%43" mice. (d) p53 activation leads to decreased Fancd2 protein
levels. Protein extracts, prepared from untreated or Nutlin-treated MEFs, were immunoblotted with antibodies against Fancd2 and actin. On the left, a typical
western blot is shown; on the right, bands from two western blots were quantified and the amount of Fancd2 in unstressed WT cells was assigned a value of 1.

In all figures, means + s.e.m. are shown; ***P<0.001, **P=<0.01, *P<0.05, N5, not significant by analysis of variance or Student's t-tests.

expression of Fancd2 is known to vary during the cell cycle™, the
differences in Fancd2 mRNA levels observed between WT and
p5343V/431 MEFEs would not simply result from differences in
G1/S ratios®. Rather, our results indicate that p53 activation
promotes the recruitment of E2F4 at the Fancd2 gene, and that
E2F4 plays a major role in the repression of Fancd2.

In the experiments above, p53 activation resulted from a
treatment with Nutlin, a molecule that acts as a specific Mdm2
inhibitor. We next tested whether similar results could be
obtained in response to DNA damage, by evaluating the effects
of doxorubicin, a clastogenic anticancer agent. Doxorubicin
treatment led to decreased Fancd2 mRNA and protein levels in
WT and p53437/431 cells, but not p53 ~/~ MEFs (Supplementary
Fig. 5a,b). Furthermore, we observed increased E2F4 binding at
the Fancd2 promoter in doxorubicin-treated WT cells, compared
with unstressed WT or doxorubicin-treated p53~/~ cells
(Supplementary Fig. 5c¢). Thus, both Nutlin and doxorubicin
lead to p53 activation and consecutive Fancd2 downregulation.

Interestingly, the Blm and Fenl genes, also downregulated by
p53 (Fig. 1b), respectively, encode an helicase that associates with
Fanc proteins in a multienzyme complex®®, and an endonuclease
stimulated by a Fanc prctein"’f‘. Furthermore, Rtell, one of
the four telomere-related genes we previously found regulated
by p53 (ref. 2), encodes a Fancj-like helicase’. This led us to
further evaluate the impact of p53 activation on the FA DNA
repair pathway.

p53 downregulates many Fanc genes. Because the expression
levels of four FA genes had been tested in our previous
experiments—Fance, Fancd2, Fancp/Six4 and Fancq/Ercc4
(Fig. 1; Supplementary Fi%. 1), we next compared, in unstressed
P53/, WT and p53131/431 cells, mRNA levels for the
15 remaining FA genes. Strikingly, 11 were less expressed in
p53431/431 cells (Fig. 3a). Again, Nutlin was used to confirm the
p53-mediated downregulation of these genes (Fig. 3b). As for
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repressor E2F4 at the Fancd2 gene. (a) p21 is required for the
downregulation of Fancd2. mRNAs from untreated or Nutlin-treated
p21~4~ MEFs were quantified. Results from three independent
experiments. (b) Increased E2F4 binding at the Fancd2 promoter upon p53
activation. A map surrounding the Fancd2 transcription start site (TSS) is
shown on the left (white box: UTR (Ex1: exon 1); lollipops: putative E2F4-
binding sites according to ref. 70 (Supplementary Fig. 3); arrows: ChIP PCR
primers), and ChIP data on the right. ChIP assay for E2F4 binding was
performed in Nutlin-treated p53 =/~ MEFs, and untreated or Nutlin-treated
WT MEFs, with an antibody against E2F4 or rabbit IgG as a negative
control. Immunoprecipitates were guantified using real-time PCR, fold
enrichment was normalized to data over an irrelevant region, then E2F4
binding at Fancd2 in untreated WT cells was given a value of 1. Data from
two independent ChIP experiments, each quantified in triplicates. (¢) The
p53-dependent regulation of Fancd? occurs via a CDE/CHR motif.
CDE/CHR motifs are required for gene repression by an E2F4-containing
DREAM complex®2. These motifs consist of a 6-bp long GC-rich CDE site
(bound by E2F4) located 4-bp upstream of a 6-bp long AT-rich CHR site.
On top, CDE/CHR motifs regulating the expression of five mouse genes are
presented, as well as a putative CDE/CHR. motif 23-38-bp downstream of
the mouse Fancd?2 TSS, and its mutated counterpart {(with mutations in the
CDE). Below, a 2-kb fragment centred around the Fancd2 TSS, containing a
WT or mutant CDE/CHR, was cloned upstream a Luciferase gene and
transfected into NIH-3T3 cells, treated or not with Nutlin, then Luciferase
activity was measured after 24 h. Although the cell cycle kinetics of cells
transfected with either plasmid were identical (Supplementary Fig. 4),
Mutlin led to decreased luciferase activity only with the construct containing
a WT CDE/CHR motif. Mutation of the putative CDE site increased
Luciferase basal expression, and abrogated the effect of Nutlin. Results from
three independent experiments. In all figures, means + s.e.m. are shown;
***P<0.001, *P<0.05, NS, not significant by Student's t-test.
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Faned2, this p53-mediated downregulation required p21
(Supplementary Fig. 6), and p53 activation correlated with an
increased binding of E2F4 near the transcription start site of each
of these Fanc genes (Fig. 3c). We next used the sequence of six
functional CDE/CHRs to define a positional frequency matrix,
which was then used to search in silico for candidate CDE/CHRs
near the E2F4-binding sites identified in ChIP assays. Using
this approach, candidate CDE/CHR motifs were identified for 9
out of the 11 tested Fanc genes, with the best candidate motifs
for Fanci and Fancr (Fig. 4a; Supplementary Fig. 7). These
data led us to further analyse the p53-mediated regulation of
Fanci and Fancr. We first verified that the relative decreases in
Fanci and Fancr mRNA levels were observed in vivo, in BMCs
from p53431/431 mice (Supplementary Fig. 8). We then found that
p53 activation leads to decreased Fanci and Fancr protein levels
ex vivo (Fig. 4b; Supplementary Fig. 9). Luciferase assays next
showed that mutating the CDE site in each candidate CDE/CHR
abolished the Nutlin-dependent repression of the Fanci and Fancr
promoters (Fig. 4a,c).

We also observed that a 24-h long treatment with doxorubicin
led to decreased Fanci and Fancr mRNA, and protein levels in
WT and p5343/431 cells, but not p53 ~/~ MEFs (Supplementary
Fig. 10a). Furthermore, the nine other Fanc genes downregulated
by p53 on Nutlin treatment were also downregulated in a
p53-dependent manner on treatment with doxorubicin
(Supplementary Fig. 10b). We then searched for confirmation
of our results by analysing the data recently reported by Younger
et al, who performed a genomic analysis that integrated
transcriptome-wide expression levels, genome-wide p53-binding
profiles and chromatin state maps to characterize the regulatory
role of p53 in response to DNA damage®”. Although this
approach was designed to identify direct p53 targets, we reasoned
that genes regulated by p53 indirectly, via p21/E2F4, might
also be detected in their transcriptome-wide expression data.
These experiments were performed on p53~/~ and WT MEFs,
treated or not with doxorubicin for 6 h (ref. 37), and our previous
time-course experiments with Nutlin suggested that 6 h might be
sufficient to observe a partial p53-mediated trancriptional
downregulation?. Thus, we extracted the data of Younger ef al.
(Gene Expression Omnibus # GSE55727) to analyse the
expression of the 12 Fanc genes that we had found
downregulated by p53. In agreement with our results, this
analysis showed that doxorubicin led to an overall decrease in the
expression of Fanc genes in WT, but not p53~/~ MEFs
(Supplementary Fig. 11).

Transcriptome data mining was also used to find whether the
downregulation of Fanc genes could correlate with p53 activation
in haematopoietic cells. The Homeobox (Hox) transcription
factors are important regulators of normal and malignant
haematopoiesis, because they control proliferation, differentiation
and self-renewal of haematopoietic cells. We analysed the data of
Muntean et al. (Gene Expression Omnibus # GSE21299), who
immortalized murine BMCs by transduction with Hoxa9-ER
cells in the presence of tamoxifen (4-OHT), and observed that
they undergo myeloid differentiation 5 days after 4-OHT
withdrawal®®. We found this differentiation to correlate with
an induction of genes known to be transactivated by p53
(CdknlA/p21, Mdm2 and Fas), and with the downregulation of
Fanc genes (Supplementary Fig. 12).

In sum, we found that 12 genes of the FA DNA repair pathway
are downregulated by p53 via a p21/E2F4 pathway, and identified
CDE/CHR motifs that are crucial for this regulation for three of
these genes. Importantly, the genes are downregulated by p53 in
response to Mdm2 inhibition or DNA damage, or on
haematopoietic cell differentiation, and encode proteins involved
in all parts of the FA DNA repair pathway, that is, proteins that
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belong to the FA core complex (Fanca, Fanch and Fancm) and its
accessory protein (Fanct/Ube2t), the pivotal ID2 complex
(Fancd2 and Fanci), or downstream effector proteins
(Fancdl/Brca2, Fancj/Bachl/Bripl, Fancn/Palb2, Fanco/Rad5lc,
Fancr/Rad51 and  Fancs/Brcal)®*~42, Together, these data
suggested an important role for p53 in regulating the FA pathway.

p53 activation attenuates the repair of specific DNA lesions. A
typical feature of FA cells is their inability to repair DNA
interstrand crosslinks, as evidenced by an increased frequency
of chromosomal aberrations, and more specifically tri- and
quadri-radial chromosomes, after exposure to mitomycin C
(MC)*, We compared the effects, on WT and p53"”” A31 cells, of
a 48-h treatment with 50nM MC. Such a treatment procedure
was previously reported to differentially affect WT MEFs and
MEFs with an impaired FA pathway®®. Interestingly, we found
that this procedure led to a rather subtle induction of p53
(suggested by a limited increase in p21 transactivation), which
correlated with a twofold decrease in Fancd2 mRNA expression
in p53"'3” 431 MEFs, but no significant alteration of Fancd2
mRNA levels in WT cells (Supplementary Fig. 13). We next
determined the frequencies of all types of chromosomal
aberrations, or of radial chromosomes, in WT and p5353” 431
cells before or after treatment with MC. In untreated cells, no
significant difference was found between the two genotypes.
Strikingly, however, chromosomal aberrations, and Farticularly
radial chromosomes, were more frequent in p53437/43! cells after

6

treatment with MC, consistent with a decreased capacity to repair
interstrand crosslinks in the mutant cells (Fig. 5a). Accordingly,
chromosomes with sister chromatid exchanges were also more
frequent in MC-treated p5343/43] cells than in WT cells
(Fig. 5b). These results suggested that the FA DNA repair
pathway is attenuated in p53437/43! cells, presumably because
these cells exhibit an increased p53 activity. Consistent with this,
p53431/431 el exhibited a decreased capacity to form Rad51 foci
and an increased sensitivity to MC, and the pretreatment of cells
with Nutlin appeared to further impact on these cellular
phenotypes (Fig. 5c,d). Further evidence that the decreased
DNA repair in p5343/431 cells resulted from increased p53
activity (rather than a loss of the p53 CTD per se) came from
analysing Mdm2*/~ Mdm4 /456 MEFs. These MEFs express a
WT p53 protein, but exhibit an increased p53 activity due to
lower levels of p53 inhibitors**3, Like p5343/431 MEFs,
Mdm2+/~ Mdm4+/4E6 cells were more sensitive than WT
cells to MC (Supplementary Fig. 14). In sum, a defective FA DNA
repair pathway is known to activate p53 (ref. 46), but these results
indicate that an increased p53 activity might reduce the
expression of several FA genes and attenuate the FA DNA
repair pathway. Taken together, these data indicate the existence
of a positive regulatory feedback loop (Fig. 6).

Human p53 also regulates FA genes. We next tested whether the
FA genes that were found regulated by murine p53 were similarly
regulated in human cells. We compared human primary WT cells

15| 711091 | DOI: 10.1038/ncomms11091 | www.nature.com/naturecommunications

139



ARTICLE

g " 3
i lm‘am_\._\

Unitreated Il Mitomycin C
WT
B0 = . 40 =
A31 o a .
2 3
3 @
7 60 S 30+
& 3
- :
E =
= 40+ = 20
8 3
= &
i3
2 2
E E 10+
o
£ £
5 5
Untreated W Mitormycin C I 2
0 -
1009 2 100 WT A31 WT a3t
o
<
S 804 2 80
28 EB WT MC
‘E_ % s % - T M
25 %04 £ 5 601
i £4
85 40 2 E 40
E 8 50
ST -
& @~
O 20 - ® 20
=
0+ 0
WT A3 WT A3
d T 1

[MC] (ug mi~")

w
= 5
) .S
2 2.c
5 33
5 —-—WT ES .
= 25 s
3 == WT Nutlin E |
2 - A3
|
] i { ~w A31 Nutlin 04
= i
§ - WT MC m A31 MC
WT MC + Nut m A31 MC + Nut

Figure 5 | A decreased capacity to repair mitomycin C-induced DNA lesions in cells with increased p53 activity. (a) p537%¥ 43! MEFs exhibit increased
frequencies of mitomycin C-induced chromosomal aberrations. Freguencies of total chromosomal aberrations, or tri- and quadri-radial chromosomes, were
determined in wild-type (WT) and p533%431 (A31) MEFs at passage 3, untreated or after treatment with mitomycin C (MC). On top, typical examples of
MC-treated WT and A31 metaphases presenting chromosomal aberrations (arrowheads: chromosome breaks; arrow: radial chromosome; scale bars, 2 pm).
Below, results were plotted from 107 (WT untreated), 99 (WT MC-treated), 112 (A31 untreated) and 98 (A31 MC-treated) metaphases. To prevent any
potential bias, cell preparations were dropped onto code-labelled slides (to mask the genotypes of cells to be analysed) and the same metaphases were
independently observed by two experimenters. (b) p5313431 MEFs exhibit increased frequencies of MC-induced sister chromatid exchanges. As in a, an
unbiased procedure was used to determine the percentage of chromosomes presenting one or several sister chromatid exchanges (SCEs). On top,
representative examples of chromosomes from MC-treated WT (left) or p533%437 (right) metaphases displaying SCEs (scale bars, 2 um). Below, results
plotted from an analysis of 3,013 (WT untreated), 1,287 (WT MC treated), 1,905 (A31 untreated) and 340 (A31 MC treated) chromosomes. °P = 0.059.
{€) p53 activation correlates with a decreased capacity to form Rad51 foci in response to mitomycin C. Rad51 foci were counted in cells treated with MC or
MC + Mutlin. On top, typical nuclei are shown (scale bars, 2 um); below, results from = 300 nuclei per genotype. The reduced capacity to form Rad51 foci
might result from p53-dependent decreases in the expression of Fancr/Rad5T as well as other Fanc genes. (d) Effects of p53 activation on the cellular
sensitivity to MC. Cells were treated or not with Nutlin 2.5 uM for 24 h, then with MC at 0, 0.01, 0.1 and Tugml ~ for 48 h, then counted. For each
genotype, the final number of untreated cells was given a value of 1 and used as reference. Results from three experiments. Means + s.e.m. are shown;
**P=0.001, **P=<0.01, *P<0.05 by Student’s t-test.
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with p53-deficient cells, and observed that out of the 12
p53-regulated FA genes identified in mouse cells, 9 are also
downregulated upon p53 activation in human MRC5 cells:
FANCA, FANCB, FANCDI, FANCD2, FANCI, FANC], FANCM,
FANCR and FANCT (Fig. 7a). Interestingly, one of these genes,
FANCB, was recently identified as one of 210 genes most likely to
be downregulated by p53 in a E2F4-dependent manner.
Furthermore, candidate CDE/CHR motifs could be found for
each of these genes (Supplementary Fig. 15a), and the CDE/CHRs
in Fancd2, Fanci and Fancr were highly conserved in the human
FANC homologous genes (Supplementary Fig. 15b). Consistent
with this, we next found that human p53 activation leads
to increased E2F4 binding at the FANCD2, FANCI and
FANCR promoters (Supplementary Fig. 16a), and that
mutation of the CDE/CHRs in these promoters abolished their
p53-dependent regulation (Supplementary Fig. 16b). The
p53-dependent downregulation of FANC genes could also be
observed in response to DNA damage in MRC5 cells
(Supplementary Fig. 17), and we verified that the CDE/CHR
motif in FANCD2 is important for its DNA damage-induced
downregulation (Supplementary Fig. 18). In addition, the data
mining of a transcriptome-wide analysis were again consistent
with our results (Supplementary Fig. 19). BLM, DEK, FENI,
TIMELESS and RECQL4 were also downregulated in human
cells upon p53 activation, further indicating an overall conser-
vation of the regulatory pathways identified in murine cells
(Supplementary Fig. 20).

Further evidence of this conservation was obtained using the
Oncomine software (www.oncomine.org). Tumour samples from
the Australian Ovarian Cancer Study revealed that the p53
pathway is functional in low-grade ovarian serous tumours, but
frequently lost in high-grade ovarian carcinomas. Evidence for
this first came from using a transcriptomic signature of p53 target
genes’’. Formal demonstration was later obtained by TP53

Defects in

1 7
! — activation
DNA repair i

S\

5
Fanca
Fanch o

Fancd1 / Broa2
Fancd2
Fanci
Fancj/ Bach1 / Brip1
Fancm
Fancn / Palb2
Fanco / Rad51c
Fancr/ Rad51
Fancs / Breal
Fanct / Ube2t

wr

Figure 6 | A simplified model of p53 regulation by a bipolar feedback
system may account for the attenuated DNA repair capacity of
p53431/431 MEFs, Defects in DNA repair activate pS3 (1), and activated p53
downregulates several FA genes (2), which would attenuate the FA
pathway and cause partial defects in DNA repair (3), hence defining a
positive-feedback loop (in green). In unstressed WT MEFs, this positive-
feedback loop would be efficiently counterbalanced by the negative-
feedback loop (in red) between p53 and its major inhibitor, the ubiguitin
ligase Mdm2 (4 and 5). In p5343¥/43! MEFs however, the p5343' protein is
more abundant, indicating that its interaction with Mdm2 is decreased?.
Hence, the p53/Mdm2 negative-feedback loop is enfeebled in p5343¥/431
MEFs (or in Mdm2™/ = Mdmd4*/4E6 MEFs), which would lead to a
stronger p53/FA positive-feedback loop and thus to a reduced capacity to
repair mitomycin C-induced DNA lesions. In both WT and p5343/431 cel|s,
Mutlin specifically affects the p53/Mdm2 negative-feedback loop, which
would further increase the cellular sensitivity to mitomycin C.

sequencing, which identified p53 mutations in 0% of low-grade
serous tumours*® and 96.7% of high-grade carcinomas*’., We
analysed the transcriptome data of Anglesio et al¥’, who
characterized 90 ovarian samples from the Australian Ovarian
Cancer Study, including 60 high-grade adenocarcinomas. As
expected, the expression of genes activated by p53 (CDKNIA/
p21, MDM2, DDB2 and SESNI) was decreased in high-grade
tumours. On the opposite FANCD2, and other genes known to be
repressed by E2F4 in a p53-dependent manner (BIRC5, CDC6 and
CDC25C), were more expressed in high-grade tumours (Fig. 7b).
Increased FANCD?2 expression also correlated with increases in the
expression of other FA genes (FANCA, FANCI, FANC], FANCR
and FANCT), as well as additional genes regulated by p53 in our
experiments (BLM, FENI and TIMELESS; Fig. 7b). Similar results
were obtained when we analysed data from liver cancers (Supple-
mentary Fig. 21) and adrenocortical tumours (Supplementary
Fig. 22), providing evidence that human p53 downregulates several
genes of the FA pathway in many tissues, and that loss of p53
function leads to an increased expression of FANC genes in
advanced human cancers.

We next found that Nutlin sensitized human primary WT cells,
but not their p53-deficient counterparts, to MC (Fig. 7c).
Likewise, the sensitivity to MC of human cancer cells expressing
a WT p53 was markedly increased by Nutlin (Fig. 7d), suggesting
a potential therapeutic relevance of our findings.

Discussion

In this report, we further analysed the consequences of a deletion
of the p53 carboxy-terminal domain. Our previous analysis
indicated that most p53431/43! mice exhibit a full set of features
characteristic of DC. At the molecular level, the increased p53
activity in p5343/43! MEFs correlated with the downregulation
of four genes implicated in telomere syndromes: Dkcl, Rtell,
Terfl and Tinf2 (ref. 2). Here we show that several other genes
involved in telomere metabolism are downregulated in p53431/431
cells: Blm, Dek, Fancd2, Fenl, Garl, Recql4 and Timeless,
strengthening the notion that p53 plays a major role in the
regulation of telomere metabolism.

Importantly, some of these !genes are involved in DNA repair,
and we next found p53437/43! cells to exhibit decreased mRNA
levels for 11 additional genes mutated in FA, and a reduced
capacity to repair DNA interstrand crosslinks. Because DC and
FA are both inherited bone marrow failure syndromes in humans,
these new findings raised the possibility that an attenuated FA
pathwa)' might contribute to the bone marrow failure that affects

53431431 mice, Importantly, however, mice carrying knocked
out alleles of Fanc genes exhibit little or no haematological
abnormalities in the absence of a.dditional stress™? (for example,
aldehyde-mediated DNA damage®*?), whereas aplastic anaemia
occurs spontaneously in mouse models of telomere dysfunction
(for example, Potlb ="'~ mTRT/~ mice®®) and in p53"'3”"'3!
mice?. Furthermore, p53‘13” 431 mouse cohorts of mixed genetic
backgrounds previously indicated that a gene linked to the Agouti
locus, on chromosome 2, had an impact on their survival®. None
of the Fanc genes maps on chromosome 2, whereas mRNA levels
for Rtell, located 26 cM away from Agouti, affected the survival of
mutant mice?. Rtell encodes a Fancj-like helicase that might
participate in DNA repair®, but that mainly acts as a dominant
regulator of telomere length®. Accordingly, Rtell is mutated in
telomere syndromes, including severe DC***® and pulmonary
fibrosis®®. Together, these data indicate that telomere dysfunction
most likely dplays a predominant role in the aplastic anaemia that
affects p53931/431 mice.

Interestingly, aplastic anaemia is not the only clinical trait
shared by patients with FA and DC: abnormal skin pigmentation,
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Figure 7 | Human p53 also regulates multiple genes of the Fanconi anaemia DNA repair pathway. (a) Human p53 activation leads to the downregulation
of several FANC genes. mRNAs were prepared from human diploid lung fibroblasts (MRC5) and their 5V40-transformed derivative cells (SVM), untreated
or treated with Mutlin, and mRNAs were quantified using real-time PCR, normalized to control mRNAs, then the amount in untreated MRC5 cells was
assigned a value of 1. For each gene, results are from three independent experiments; means + s.e.m. are shown; ***P<0.001, **P=0.01, *P=<0.05, NS, not
significant by Student’s t-test. (b) In human ovarian cancers, loss of p53 function correlates with an increase in the expression of FANC genes. Analysis of
transcriptome data from ref. 47 with the Oncomine software indicates that ovarian serous cancer progression correlates with a decreased expression of
p53-transactivated genes (for example, COKNTA and MDM2), and an increased expression of several FANC genes (FANCA, FANCDZ2, FANCI, FANCJ, FANCR
and FANCT). (c) p53 activation sensitizes cells to mitomycin C. MRCS and SVM cells were treated and analysed as in Fig. 5d. Results from three
independent experiments. (d) Human cancer cells expressing a WT p53 can be sensitized to mitomycin C by a treatment with Nutlin. Colon carcinoma cells
HCTN6 (HCT) and their p53 ~/ ~ -derivative cells (HCT p53 KO) were treated and analysed as in Fig. 5d. Results from three independent experiments.
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short stature and testicular hypoplasia may affect patients with
either syndrome. Furthermore, telomere dysfunction was
reported for at least some patients with FA2850, and cells from
patients_ with DC appeared hypersensitive to MC in a few
studies %%, In fact, although DC and FA are distinct clinical
disorders caused by mutations in different genes, their clinical
similarities initially led to some confusion®®-%>, and recent
evidence of misdiagnosis can still be found occasionally®. As
mentioned above, because a defective FA pathway may activate
p53 (ref. 46), our results suggest the operation of a positive-
feedback loop between p53 and an attenuated FA pathway.
Likewise, short telomeres activate p53 (ref. 67), and our data may
also suggest a positive-feedback loop between p53 and telomere
metabolism. Together, our analyses of 1053‘13 /431 mutant cells
raise the intriguing possibility that a sustained p53 activation
might contribute to the clinical overlap between DC and FA,
notably by leading to a concomitant downregulation of genes
important for telomere metabolism and genes of the FA DNA
repair pathway (Supplementary Fig. 23). Because the p53 pathway
is affected by single-nucleotide polymorphisms in many genes
including TP53, MDM2, MDM4 and CDKNIA®S, we further
presume that the strength of the regulatory loops that affect
p53, telomere-related and FA genes should vary among humans,
and that this might contribute, in patients with identical
disease-causing mutations, to the variability in clinical overlap
between these syndromes. Independently, our data also provide a
rationale for the combination of Nutlin with therapeutic agents
inducing DNA interstrand crosslinks, to efficiently kill cancer
cells that retain a functional p53 pathway.

Methods

Cells and cell culture reagents. MEFs, isolated from 13.5-day embryos, were
cultured for <6 passages in a 5% CO, and 3% O, incubator, in DMEM Glutamax
(Gibco), with 15% fetal bovine serum (FBS; Biowest), 100 uM 2-mercaptoethanol
(Millipore), 10 uM non-essential amino acids and penicillin/streptomycin
(NEAA/PS, Gibco). BMCs were flushed from femurs and tibias of 3-week-old WT
and p533/431 mice. The isolation of MEFs and recovery of BMCs were
performed according to Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)
regulations, as supervised by the Curie Institute’s Comité d'éthique en expéri-
mentation animale. NIH-3T3 cells were grown in the same conditions as primary
MEFs, Human lung fibroblasts MRC5 and their $V40-transformed derivatives
(MRC5 5V2, Sigma) were cultured in a 5% CO; and 3% O, incubator in minimum
essential medium (Gibco), completed with 10% FBS, 2 mM v-glutamine (Gibco),
1 mM pyruvate and 10 uM NEAA/PS. Human colon carcinoma cells HCT116 and
their derivatives (HCT116 p53 KO, which do not express p53a), kind gifts from
Bert Vogelstein (Johns Hopkins University, Baltimore, MD, USA), were grown in a
5% CO; incubator in McCoy's 5A medium with 10% FBS, HEPES and penicilin-
streptomycin. Cells were treated for 24 h with 10 uM Nutlin 3a or with 0.5 pgm] ~!
doxorubicin before PCR with reverse transcription (RT-PCR) or ChIP assays, or
50nM MC for 48 h before RT-PCR or metaphase spread preparations,

Quantitative RT-PCR. Total RNA, extracted using Nucleospin RNA 11

(Macherey-Nagel), was reverse transcribed using Superscript 11 (Invitrogen). Real-
time quantitative PCRs (primer es in Suppl itary Tables 1 and 2) were
performed on ABI PRISM 7500 using Power SYBR Green (Applied Biosystems).

Western blots. Protein detection by immunoblotting was performed using anti-
bodies raised against Fancd2 (Abcam, ab108928, 1/500 dilution), Fanci (Abcam,
ab74332, 1/500), Faner (Calbiochem, PC130, 1/2,500), E2F4 (Santa Cruz, C-20,
1/200), p53 (Novocastra, CM5, 1/1,000), p21 (Santa Cruz, F-5, 1/250) or actin
(Santa Cruz, C-4, 1/5,000) and chemiluminescence revelation was achieved with
SuperSignal west dura (Perbio, France). Band quantification was performed using
Image], with actin as loading control. Control bands for Fancd2, Fanci and Fancr
proteins were obtained using 20 pl lipofectamine 2000 according to the supplier’s
procedure to transfect NIH-3T3 cells (a 10-cm dish at 60% confluency) with 3 ug of
a pCAGGS expression vector (empty pCAGGS vector, pCAGGS-Fancd2, pCAGGS-
Fanci or pCAGGS-Fancr—cloning details upon request), then extracting proteins
after 24 h. Uncropped scans of the western blots in Figs 1d and 4b, as well as relevant
controls, are presented in the Supplementary Figs 2 and 9, respectively.

ChIP assay. ChIP analysis was performed as described®, Briefly, cells were left
untreated or treated with Nutlin or doxorubicin for 24 h. Cellular proteins of 107

10

cells were crosslinked to chromatin with 1% formaldehyde for 10 min at 25°C.
E2F4-DNA complexes were immunoprecipitated from total extracts using an
antibody against E2F4 (Santa Cruz, C-20, 30 ug) and 400-500 pg of sonicated
chromatin. Rabbit 1gG (Abcam) was used for control precipitation. Quantitative
PCRs (primer sequences in Supplementary Table 3) were then performed on ABI
PRISM 7500.

Cell cycle assays. Log phase cells, treated or not with Nutlin, were incubated for
24 h, then pulse-labeled for 1h with bromo-deoxy uridine (BrdU) (10 pM), fixed in
70% ethanol, double stained with fluorescein isothiocyanate anti-BrdU and propi-

dium iodide, and sorted using a LSRII cytometer. Data were analysed using FlowJo.

Luciferase expression assays. To construct the Luciferase reporter plasmids, we
cloned a 2-kb fragment (for Fancd2) or 1-kb fragment (for Fanci, Fancr, FANCD2,
FANCI or FANCR) centred around the transcription start site upstream of the
firefly luciferase gene in a pGL3-basic vector (Promega), or a variant fragment
generated by PCR.mutagenesis of the putative CDE/CHR motif (details on
request). Next, 10% NIH-3T3 cells were transfected using lipofectamine 2000 by
3 pg of a Fanc-luciferase reporter plasmid and 30 ng of renilla luciferase expression
plasmid (pGL4.73, Promega) for normalization, and treated or not with 10 pM
Nutlin 3a or 0.5pgml ~ ! doxorubicin. Transfected cells were incubated for 24 h,
then trypsinized, resuspended in 75 pl culture medium with 7.5% FBS and
transferred into a well of an optical 96-well plate (Nunc). The dual-glo luciferase
assay system (Promega) was used according to the manufacturer’s protocol to lyse
the cells and read firefly and renilla luciferase signals. Results were normalized,
then the average luciferase activity in cells transfected with a WT Promoter and not
treated with Nutlin were assigned a value of 1.

Metaphase spread preparation and Cells were plated in duplicate,
then untreated or treated with 50 nM MC for 48 h, and treated with 0.1 mM
nocodazole for 3 h to arrest cells in metaphase. Cells were submitted to hypotonic
shock (75 mM KCl), fixed in a (3:1) ethanol/acetic acid solution, dropped onto
glass slides and air-dried slides were stained with Giemsa to score for chromosome
aberrations. To analyse sister chromatid exchanges, cells plated in duplicate and
treated or not with MC were, 1h after plating, treated with 10 uM (BrdU 1/3 BrdC)
for 48 h, then metaphase spreads were prepared as above. Air-dried slides were
stained with 10 pgml — ! Hoescht 33258 for 20 min, submitted to ultraviolet at
365 nm while heated at 55 °C during 30 min, then stained with Giemsa. Images
were acquired using a Zeiss Axiophot (X63) microscope.

Immunofluorescence. Cells were spread onto coverslips, treated or not with
Nutlin 10 uM, then MC 0.1 pgml ~ " for 1h, and left to recover for 12h.
Twenty-four hours after Nutlin treatment, cells were fixed and permeabilized.
Coverslips were incubated with a Rad51 antibody (Ab-1 Calbiochem) for 1h at
37°C in a humid chamber, then with secondary Alexa Fluo anti-rabbit antibody
{Invitrogen). Slides were mounted in Vectashield with 0.2 pgml ~ ! 4 6-diamidino-
2-phenylindole. Images were captured on a Zeiss Axioplan2 microscope using
equal exposure times for all images.

Cellular sensitivity to mitomycin C. Cells were seeded into wells of a 96-well plate
(500 cells per well, in triplicates). After adhesion, cells were treated or not with
Nutlin 2.5 uM for 24 h, then with MC for 48h at 0, 0.01, 0.1 and 1 pgml !, Cells
were then counted using the CyQUANT kit (Life technologies) and a microplate
reader according to the supplier’s recommendations.

Statistical analyses. Differences between two groups were analysed by Student’s
t-test, difference between three groups were analysed by one-way analysis of
variance, and values of P<0.05 were considered significant.
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Supplementary Figure 1. Comparison of mRNAs levels for 35 telomere-related genes in p53™, wild-
type and p53~" cells.

RNAs, prepared from unstressed p53™ (KO), wild-type (WT) and p353*"*¥ (A31) MEFs, were used to compare
the expression of 42 genes proposed to impact on telomere metabolism (see Main text for details). Out of 42
genes, 7 exhibited intermediate mean mRNA levels in WT cells compared to p53” and p53*"'™ cells, with
significant differences between the means according to one-way ANOVA ; these are shown in Fig. 1a. Here, the
35 genes that did not match these criteria are shown. Results are from > 3 independent experiments. (a) For 21
of the tested genes, the mean mRNA levels in WT cells did not fall between those measured in p53™ and
p53*31 cells, making them poor candidates for a p53-dependent regulation. Means + s.e.m. are shown. (b) For
14 of the tested genes, the mean mRNA levels in WT cells ranged between those measured in p53™ and
p53*30 cells, but differences between the means were not significant (ns) according to one-way ANOVA,
suggesting little or no participation of p53 in the regulation of these genes. Means + s.e.m. are shown, and ns :

not significant by ANOVA.
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Supplementary Figure 2. p53 activation leads to decreased Fancd2 protein levels.

MEFs

Empty vector
Fancd2 vector

<+ Fancd2

— e ws actin

MEFs

Nutlin

300 KDa -
250 -
170 -
140 -

el b bk

4 Fancd2

actin

(a) Identification of a Fancd2-specific band in western blots. Protein extracts were prepared from wild-
type (WT) MEFs, or NIH3T3 (3T3) cells transfected with either an empty vector or a Fancd2 expression
vector, then immunoblotted with antibodies against Fancd2 and actin. The blot demonstrates that the
strongest band (at ~200 kDa) detected with the antibody against Fancd2 in WT MEFs corresponds to the
Fancd2 protein. (Interestingly, NIH3T3 cells transfected with the empty vector exhibit, compared to WT
cells, increased Fancd2 levels, consistant with NIH3T3 cells having a functional but attenuated p53
pathway). (b) Protein extracts, prepared from MEFs left untreated or treated with Nutlin (a specific
Mdm2 inhibitor ') were immunoblotted with antibodies against Fancd2. This western blot is an
uncropped version of the blot shown in Fig. 1d. The actin shown in Fig 1d is again shown here for

reference.
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Supplementary Figure 3. A p53/E2F4 — mediated regulation of the Rrell promoter.

(a) ChIP assay at the Rtell locus. Chromatin Immmunoprecipitation assays with an E2F4 antibody were first
carried out at the Rrell locus, previously demonstrated to be regulated by p53 in a p21-dependent manner °. On
top, a partial map of the Rre// gene is shown (Ex: exons, black boxes: coding sequences, white boxes: UTRs).
Putative E2F4 binding sites were searched for according to Lee ef al. * : they correspond to the presence, within
200 bp, of at least 2 of the 6 following motifs : TTTSSCGC, YSATTGGC, GCGCSGS, CSSYCGCG,
CGNAGC or RTTYGAA. ChIP assay for E2F4 binding was performed in Nutlin-treated p53™ (KO), and
untreated (Untr.) or Nutlin-treated wild-type (WT) MEFs, at a putative E2F4 binding site (lollipop) in the Rtel!
promoter and in a non-binding region from Rtel/ intron 11, with an antibody against E2F4, or rabbit IgG as a
negative control. Immunoprecipitates were quantified using real-time PCR with primer sets a and b, or ¢ and d,
respectively. Fold enrichment were normalized to data over an irrelevant region, then E2F4 binding at the Rtell
promoter in untreated WT cells was given a value of 1. Maximal E2F4 binding at the Rtell promoter was
observed in Nutlin-treated WT cells, consistent with a p53-dependent recruitment of E2F4 at this promoter.
Data are from 2 independent ChIP experiments, each quantified in triplicates. Means + s.e.m. are shown, and
*##%p < (.001, n.s. : not significant by Student’s ¢ test.(b) p53 activation does not lead to E2F4 accumulation.
Protein extracts, prepared from Nutlin-treated p53™, and untreated or Nutlin-treated wild-type MEFs, were
immunoblotted with antibodies against E2F4 and actin.
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Supplementary Figure 4. NIH 3T3 cells transfected with a WT or a mutant Fancd2 Promoter-
Luciferase reporter plasmid exhibit similar cell cycle kinetics.

NIH 3T3 cells were transfected with a WT or mutant Fancd2 Luciferase reporter plasmid (see Fig. 2c¢), treated
or not with Nutlin, incubated for 24 h, then pulse-labeled with BrdU, double-stained with FITC anti-BrdU and
propidium iodide, sorted by FACS, and G1/S ratios were determined. Results from 2 independent experiments,
performed simultaneously with the experiments reported in Fig. 2c. Means + s.e.m. are shown, and **P < 0.01,
*P < 0.05, n.s. : not significant by Student’s 7 test.
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Supplementary Figure 5. The p53-dependent downregulation of Fancd2 also occurs in response to

DNA damage.

(a) Upon DNA damage, p53 activation leads to decreased Fancd2 mRNA levels. mRNAs were quantified in
p537(KO), WT and p53*"*' (A31) MEFs, untreated or treated with 0.5 uM Doxorubicin for 24 hr. Results
from 3 independent experiments. (b) The DNA damage-dependent activation of p53 leads to decreased Fancd2
protein levels. Protein extracts, prepared from untreated or Doxorubicin-treated (Doxo) MEFs, were
immunoblotted with antibodies against Fancd2, p53 and actin. Doxorubicin led to wild-type p53 protein
accumulation, and even more so p53**' accumulation. On the opposite, Fancd2 protein levels were decreased in
WT and p53*"¥ doxorubicin-treated MEFs (¢) ChIP assay for E2F4 binding was performed in Doxorubicin-
treated p537, and untreated (unt.) or Doxorubicin-treated wild-type MEFs, with an antibody against E2F4, or
rabbit IgG as a negative control. Immunoprecipitates were quantified in triplicates as described in Fig. 2b. In all
figures, means + s.e.m. are shown, and ***P <0.001, **P < 0.01, n.s. : not significant by Student’s 7 test.

150



2 Untreated p21-/- I Nutlin p21-/-

ns

Fanc a b di i i m n o r s t

Supplementary Figure 6. The p53-dependent downregulation of Fanc genes requires p21.

RNAs prepared from untreated or Nutlin-treated p2/~ MEFs were used to quantify mRNAs for the indicated
Fane genes. For each gene, the amount in untreated p2/™" cells was assigned a value of 1. Results from 3
independent experiments. Means + s.e.m. are shown, and *P < 0.05, n.s. : not significant by Student’s ¢ test.
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Supplementary Figure 7. For most Fanc genes regulated by p53, a candidate CDE/CHR motif maps
less than 500 bp away from the E2F4 binding site identified in chromatin immunoprecipitation
assays.

On top, the sequence of 6 functional CDE/CHR motifs (from the mouse genes Cyclin B2, Cksl, Plk4, B-
myb, Tome-1 and Fancd?) were used to define a positional frequency matrix (PFM), and the 6 motifs
were then evaluated with the PFM. Scores from 10.16 (Plk4, Fancd2) to 17.09 (Cksl) were obtained. The
mean +/- 2 SD for these scores is 13.7 +/- 5.8. Scores of 10.8 (M — SD) and above are likely to be good
CDE/CHR candidates, whereas scores between 7.9 (M - 2SD) and 10.8 would be weaker candidate
motifs. Below, the same PFM was used to analyze sequences less than 500 bp away from the center of the
amplicon used in ChIP experiments for each gene. Candidate CDE/CHR were found for 9 out of 11
genes, with PFM scores from 9.6 (Fanco) to 13.82 (Fancr) ; values within a similar range to that
observed for the first 6 genes. Number in parentheses are position relative to TSS.
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Supplementary Figure 8. The mRNAs for Fanci and Fancr are decreased in bone marrow cells of

AFIAZT .
p53 mice.
3 mice. mRNASs

Fanci and Fancr mRNAs were quantified from the bone marrow cells of 9 WT and 6 p5
were quantified using real-time PCR, normalized to control mRNAs, then the mean amount in WT cells was

assigned a value of 1. Means + s.e.m. are shown, and *P < 0.05 by Student’s 1 test.
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Supplementary Figure 9. p53 activation leads decreased Fanci and Fancr protein levels.

(a) ldentification of Fanci- and Fancr-specific bands in western blots. Protein extracts were prepared from
wild-type (WT) MEFs, or NIH3T3 (3T3) cells transfected with either an empty vector, a Fanci expression
vector or a Fancr expression vector, then immunoblotted. The membrane was cut at 70 kDa ; the upper
part of the membrane was immunoblotted with an antibody against Fanci, and the lower part with an
antibody against Fancr or actin. The upper blot indicates that Fanci is detected as a faint band at ~170
kDa, and the lower blot that Fancr is detected as a strong band at ~40 kDa. In subsequent Fanci western
blots, the membranes were cut at around 150 kDa before incubating with the Antibody, to optimize the
detection of Fanci specific bands. (b) Protein extracts, prepared from untreated or Nutlin-treated MEFs,
were immunoblotted with antibodies against Fanci (upper blot), Fancr (middle blot) and actin. The Fanci
and Fancr western blots are uncropped versions of the blots shown in Fig. 4b, and the actin already shown
in Fig. 4b is shown again for reference.
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Supplementary Figure 10. The p53-dependent downregulation of several Fanc genes also occurs in
response to DNA damage.

(a) Upon DNA damage, p53 activation leads to decreased Fanci and Fancr mRNA and protein levels. On the
left, nRNAs were quantified in p53”, WT and p53*"*" MEFs, untreated or treated with 0.5 pM Doxorubicin
for 24 hr. Results from > 3 independent experiments. On the right, protein extracts, prepared from untreated or
Doxorubicin-treated MEFs, were immunoblotted with antibodies against Fanci, Faner and actin. Doxorubicin
led to wild-type p53 protein accumulation, and even more so p53**' accumulation (see Supplementary Fig. 5).
On the opposite, Fanci and Fancr protein levels were decreased in WT and p53**"**' doxorubicin-treated MEFs.
(Note that for actin, this blot is the same as shown in Supplementary Fig. 5). (b) Additional Fanc genes with a
p53-dependent decrease in mRNA levels upon Doxorubicin treatment. mRNAs were quantified in p53™ and
WT MEFs, untreated or treated with 0.5 uM Doxorubicin for 24 hr. Results from 2 independent experiments. In
all figures, means + s.e.m. are shown, and ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05, n.s. : not significant by
Student’s ¢ test.
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Supplementary Figure 11. Transcriptome data mining supports the conclusion that DNA damage

leads to a p53-dependent downregulation of several Fanc genes.

From the transcriptome data of Younger ef al. 4 (Gene Expression Omnibus accession number GSES55727), we
extracted the values for the expression of 12 Fanc genes (Fanca, Fanch, Fanedl, Fancd?2, Fanci, Fancj, Fancm,
Fancn, Fanco, Fancr, Fancs, Fanct) in untreated or doxorubicin-treated (Doxo) WT and p53™ (KO) MEFs. For
each gene, the ratio of Doxo/untreated mRNA levels was calculated from duplicate (KO) or triplicate (WT)
values. The calculated ratios were then plotted, with each point corresponding to a single Fanc gene. Although
the short treatment with Doxorubicin (6h) most probably accounts for a partial downregulation of Fanc genes in
WT MEFs, the effects of Doxorubicin were significantly different in p53” and WT MEFs, with an overall
increase in expression for the tested Fanc genes in p53"" MEFs, and an overall decrease in WT MEFs. Scatter
dot plots and means + s.e.m. are shown, and ***P < (0.001 by Student’s ¢ test.
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Supplementary Figure 12. Transcriptome data indicate that the myeloid differentiation of
hematopoietic cells correlates with p53 activation and the downregulation of 12 Fanc genes.

From the transcriptome data of Muntean ef al. ° (Gene Expression Omnibus accession number GSE21299), we
extracted the robust-multi average (RMA) values for the expression of CdknlA/p21, Mdm2, Fas, and 12 Fanc
genes (Fanca, Fanch, Fancdl, Fancd?2, Fanci, Fancj, Fancm, Fancn, Fanco, Fancr, Fancs, Fanct) in Hoxa9-
ER expressing cells grown in the presence of tamoxifen (4-OHT), or 5 days after 4-OHT withdrawal (a
treatment leading to myeloid differentiation *). For each gene, the inverse of Log, were calculated from RMA
values, and the average in cells with 4-OHT was given a value of 1. Cell differentiation correlated with the
transactivation of p2/, Mdm2 and Fas, and the downregulation of Fanc genes. Data from triplicates. Means +
s.e.m. are shown, and ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05 by Student’s 7 test.
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Supplementary Figure 13. Effects of Mitomycin C on WT and p53~"*' MEFs,

mRNAs for p21 and Fancd2 were quantified using real-time PCR, in p53™ (KO), wild-type (WT) and p5
(A31) MEFs left untreated or treated with 50 nM Mitomycin C for 48 hr, normalized to control mRNAs, then
the amount in unstressed WT cells was assigned a value of 1. Results from = 2 independent experiments. Means
+ s.e.m. are shown, and *P < 0.05, n.s. : not significant by Student’s s test.
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Supplementary Figure 14. Mdm2"" Mdm4”™** cells exhibit a decreased capacity to repair mitomycin
C-induced DNA lesions.

Because Mdm2'" and Mdm4' ™" mice express lower levels of p53 inhibitors, they exhibit an increased
p53 activity while expressing a WT p53 protein 7 Mdm2"" and Mdm4 ™ mice were intercrossed to
generate Mdm2"~ Mdm4""** MEFs. (a) mRNAs for Fancd2 were quantified using real-time PCR, in
unstressed p33™ (KO), wild-type (WT) and Mdm2™ Mdm4 ™™ (M2 M4) MEFs, normalized to control
mRNAs, then the amount in WT cells was assigned a value of 1. Results from 3 independent experiments.
(b) The frequencies of total chromosomal aberrations, or tri- and quadri-radial chromosomes, were
determined in wild-type and Mdm2'" Mdm4 """ MEFs at passage 3, untreated or after treatment with
mitomycin C (MC). Results were plotted from 115 (WT untreated), 103 (WT MC-treated), 97 (M2 M4
untreated) and 47 (M2 M4 MC-treated) metaphases. To prevent any potential bias, cell preparations were
dropped onto code-labelled slides (to mask the genotypes of cells to be analyzed) and the same
metaphases were independently observed by two experimenters. (¢) A similar procedure was used to
determine the percentage of chromosomes presenting sister chromatid exchange(s) (SCEs) after treatment
with MC. Results were plotted from an analysis of 2059 (WT untreated), 627 (WT MC-treated), 1788
(M2 M4 untreated) and 647 (M2 M4 MC-treated) chromosomes. In all figures, means + s.e.m. are shown,
and ***P <(0.001, *P <0.05 by ANOVA or Student’s 1 tests.
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CDE CHR PFM Score
FANCA (-384) ( c TCGGCA 9.33
FANCB (+15) TGGCGGGAGGTTTGGA 11.73
FANCD1 (-438) [ i TTGAAA 10.20
FANCD2 (+21) C 3 A s TCGAAA 11.02
FANCI (+57) AGCGGG! TTGGAA 12.96
FANCJ (-377) AGC T( TTTAAA 8.73
FANCM (+6) CCGAT \TCGGAA 4.91
FANCR (+8) TGGCGG TCTGAA 15.25
FANCT (-550) TGGCAGTTTGGAA 12.13
b

CDE p) CHR
Fancd2 (+23) AGCGC( GTCGAAA
FANCD2 (+21) GCGGG!/ TCGAAA
Fanci (+39) AGCG ATTTTGGAA
FANCI (+57) AGC TTTTTGGAA
Fancr (+16) TGGC TCCGAA
FANCR (+8) TGGC TCTGAA

Supplementary Figure 15. Candidate CDE/CHRs in human FANC genes downregulated by p53.

(a) Candidate CDE/CHRs are found close to the TSS of the 9 FANC genes downregulated by p53.
Sequences surrounding the TSS of each indicated FANC gene were analyzed as described in
Supplementary Fig. 5. Numbers in parentheses indicate positions relative to the TSS. (b) The CDE/CHR
motifs identified in the murine Fanc genes are well conserved in their human homologs. A strong
conservation is observed between the 3 murine CDE/CHRs that we tested in luciferase assays (Fancd?2,
Fanci, Fancr) and their human counterparts (FANCD2, FANCI, FANCR).
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Supplementary Figure 16. The p53-mediated downregulation of FANCD2, FANCI and FANCR
relies on CDE/CHR motifs.

(a) Increased E2F4 binding at the FANCD2, FANCI and FANCR promoters upon p53 activation. ChIP
assay for E2F4 binding was performed in Nutlin-treated SV40-MRCS5, and untreated or Nutlin-treated
MRCS5 human fibroblasts, with an antibody against E2F4, or rabbit IgG as a negative control. For each
gene, immunoprecipitates were quantified using real-time PCR with primers flanking the candidate
CDE/CHR, fold enrichment were normalized to data over an irrelevant region, then E2F4 binding at the
promoter in untreated MRCS cells was given a value of 1. Data are from 2 independent ChIP
experiments, each quantified in triplicates. (b) The p53-dependent regulation of FANCD2, FANCI and
FANCR occurs via a CDE/CHR motif. On top, the sequences for the candidate CDE/CHR motifs and
their mutated couterparts are shown. Below, for each gene a | kb fragment centered around the TSS site,
containing a WT or mutant CDE/CHR, was cloned upstream of a Luciferase gene and transfected into
NIH-3T3 cells, treated or not with Nutlin, then Luciferase activity was measured after 24 hours. Nutlin
led to decreased luciferase activity with the construct containing a WT CDE/CHR motif. Mutation of the
putative CDE site increased Luciferase basal expression, and fully (FANCDZ2, FANCR) or partially
(FANCI) abrogated the effect of Nutlin. Results from 2 independent experiments, each in duplicate. In all
figures, means + s.e.m. are shown, and ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05, n.s. : not significant by
Student’s 7 test.
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Supplementary Figure 17. p53 downregulates several FANC genes in response to DNA damage.
mRNAs were prepared from human diploid lung fibroblasts (MRC5) and their SV40-transformed
derivative cells (SVM), untreated or treated with Doxorubicin for 24 h, and the mRNAs for the 3
indicated FANC genes were quantified using real-time PCR, normalized to control mRNAs, then the
amount in untreated MRC5 cells was assigned a value of 1. For each gene, results are from 3 independent
experiments. Means + s.e.m. are shown, and ***P < 0.001, n.s. : not significant by Student’s 1 test.
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Supplementary Figure 18. The CDE/CHR motif in FANCD?2 is important for the downregulation of
its expression in response to DNA damage.

The Luciferase reporter plasmids containing a FANCDZ2 promoter region with a WT or mutant CDE/CHR
motif (for details, see Supplementary Fig. 16) were transfected into NIH-3T3 cells, treated or not with
Doxorubicin, then Luciferase activity was measured after 24 hours. Results from 2 independent
experiments, each in duplicate. Means + s.e.m. are shown, and ***P < 0.001, n.s. : not significant by
Student’s  test.
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Supplementary Figure 19. Transcriptome data mining supports the conclusion that DNA damage

leads to a pS3-dependent downregulation of several FANC genes.

From the transcriptome data of Younger ef al. % (Gene Expression Omnibus accession number GSE55727), we
extracted the values for the expression of 9 FANC genes (FANCA, FANCB, FANCDI, FANCD2, FANCI,
FANCJ, FANCM, FANCR, FANCT) in untreated or doxorubicin-treated (Doxo) WT human fibroblasts. For each
gene, the ratio of Doxo/untreated mRNA levels was calculated from 2 cell lines, each analyzed in duplicates.
The calculated ratios were then plotted, with each point corresponding to a single FANC gene. Scatter dot plot
and mean + s.e.m. are shown. Treatment with Doxorubicin, for 12 h in these experiments, led to a = 2-5 fold
decrease in FANC mRNA expression.
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Supplementary Figure 20. p53 activation leads to the downregulation of BLM, DEK, FENI and
TIMELESS in human cells.

(b) mRNAs were prepared from human diploid lung fibroblasts (MRCS5) and their SV40-transformed
derivative cells (SVM), untreated or treated with Nutlin, and mRNAs were quantified using real-time
PCR, normalized to control mRNAs, then the amount in untreated MRCS5 cells was assigned a value of 1.
For each gene, results are from 3 independent experiments. In addition to those 4 genes, RECQL4 was
already reported to be downregulated in human cells upon p53 activation ¥ Means + s.e.m. are shown,
and ***P < 0.001, *P < 0.05, n.s. : not significant by Student’s f test.
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Supplementary Figure 21. Liver cancer progression correlates with a decreased expression of p53-
transactivated genes and an increased expression of several FANC genes.

TP33 mutations are known to arise at later steps of hepatocarcinogenesis % Analysis of transcriptome data
from Wurmbach ef al. ' with the Oncomine software indicates that liver cancer progression correlates
with a decreased expression of p53-transactivated genes (e.g. CDKN/A, BCL3), and an increased
expression of several FANC genes (FANCDI, FANCD2, FANCI, FANCJ, FANCT), telomere related
genes (e.g. DKCJ), and genes already known to be repressed by E2F4 in a p53-dependent manner (e.g.
BIRCS).
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Supplementary Figure 22. The progression of adrenocortical carcinomas correlates with a
decreased expression of pS3-transactivated genes and an increased e I]mession of FANC genes.
TP353 mutations are known to occur in aggressive adrenocortical tumors ~ . Analysis of transcriptome data
from Giordano et al. '* with the Oncomine software similarly indicates that the progression of
adrenocortical tumors correlates with a decreased expression of p53-transactivated genes (e.g. CDKNIA,
FAS), and an increased expression of several FANC genes (FANCA, FANCDI, FANCD2, FANCI,
FANCR, FANCT).
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Supplementary Figure 23. p53*"*' MEFs reveal the impact of increased p53 activity on telomere
metabolism and / or DNA repair.
This cartoon summarizes data from the present study and Supplementary ref. 2.
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Supplementary Tables

Gene Forward Primer (5’-3") Reverse Primer (5°-3°)

Aed/Tppl GAGCTGGTGCAGGCTGTGT CATCCTCCAGGGTTAGGTACTTTC
Apollo/Snm1b AATTGGGCAAGAAACCATGACT TGACAGAACCAGGGCAGTGA

Arp ATCTGCTGCATCTGCTTG CGACCTGGAAGTCCAACTAC
Artemis/Snm ¢ AAACAAAACTGCACTCCACACAA TCCTCTCTCCAAACCACATGGT
Blm TGTGATTCATGCATCTCTTCCTAAA CAGCTCGGCCGGATTCT
Cl6orf57/Mpn1/Usbl GGACAGTGCCTGCAGGAACT CGTAACAGCATCTCAGAGTCTTCAA
Ciaol GCTTCCACACCAGGACCATT AGCCAAGGCCCCTGTCA

Coilin AACCTGAGAAGCCATCAGATCTG CAACCCTGTGTCTGCTTGTGA
Csb/Ercc6 AGCCGCTGATTACAAAATACAATG CCCGTGTGGTCAGAAGAAAGA
Dek CAGCAGTGACAGCGCAGAGT GGCAAAGCAGAACTGGACAGT
Dna2 GACAGCAGCTGCGGATCAT CCTCAACCATCCCAACAGAAG
Dnmit3b CACTCTGCTCACCCACATGCT AGACGATCTAGGTGGAGCTTCCT
Erce3/Xph CGGCGGGTTCTGACTATTGT CAAGGGTTGCAGTCAAACCA
Erecd/Faneq/Xpf GGGACGGCCCGAAGAG TTGTTTGGAGCGGCTTTTG

Fanca CTGCCCTGCGCAACTGT TGGAATGTGAAACACGTACCTTTT
Faneb CCCTGAGGAAAACTTACCAGACAAT TGGCACCATGTCTGCTCTACA
Fanee CGGCCGCGGGAAAA GCACAGCCTCACGGAACTTT
Fancdl/Brea? TCCCCCCTACCATCAGTTTG CAGTGGTAGAGTTTGACTTCGTTCTT
Faned?2 TGGGTACTCTCAAAAACCGAGACT GGAAGAGGGATCCTGGGAAA
Fance GCTGCTGCGAAGGGATGT GACAGCTTCTGGTCAATGGAGAA
Fanef AGGACATGCCCTGGGAAGA CTGGGCATGGCACAAGCT

Fancg TGCTCAACCGTACCTCGTCTCT TCCTGGCATTTTCCCACAAG

Fanci TCGTGGTGGCCAAAGTGTT CCAAAGGTGGAATTTCTTGAAGA
Fancj/Bachl/Bripl TCTGCTAAACAAGGAAACAACCAA TGTCCCCCGTGATCTTTCTT

Fanel AATCTGTTATGCCCGTCACC TCTGTCTGCTGGTGCTCAAC
Fanem GGCAGAACGTGTCCAAGATTG GCGGAGCCTTTTCTGATGTT
Fanen/Palb2 CTGGTGATGACAGTGAAAAGCAA CAGGCCAAGCATAGCTTTTATATCT
Fanco/Rad5le CGGTACATCTGTGGCAAACG GGGTATGCTCTTGCTCGAGAA
Fancr/Rad51 AGTGGAGGCTGTTGCTTATGC CTTTGGCTTCACTAATTCCCTTAATATT
Fanes/Breal CCAGCCGGGCACCTTAG ATCCGCTGCAGGTTCAGTGT
Fanct/Ube2t TGAAGAAGGAACTGCACATGCTA TCCTGCCAGCACGTGATG

Fenl CGCAAAGTGGCCATCGAT CCACCCTGACGAACAGCAAT
Garl/Nolal CGGTCGTGGAGGCTTTAATAAA TCCTAACAAGACGACACGTTCTG
Hotl AGGACCCTGAATGGAGACAAAC CGTCGAAGCCGGAAGGTT
lopl/Narfl CACATTGAAGACGATGGCAGTT TGGTGAGACCTCAGGGTCCTT
Lmna/Progerin GGCCCTGGGAGAGGCTAAG CATCCACTCGCCTCAGCAT

Mipi8 AGCGACCCAGAGAGCACAGT TGCTGCAGTGTGGGATGGT
Mmsl9 TTCTAACCGCCGAGACTAAAGG AGGCCACTAGTGTGGTTCAGAAA
Nafl GATTCAAGGCCGCAAAAAAC CATGCACTTCACCAAAATCTTCA
Nbsi CGGACCCTCACTGTGGAAAA CCTGTCCAGGGTCGCATT
Obfel/Stnl CAGCAGAAGATCTACCACATCATTAAG TGGCAGCCCTTCTCCATATG

Parn CCTGGTGAATGTTGGCAAGTC TCTCCTGGCGTGGTTCACA

Piml GCCTGTCCCTGAGACCATCA ATGGATGGTTCCGGATTTCTT
Potla TGGCTAGAGTGCCTCCTCAAG GGTAGCAAATTCGTCGCTCTGT
Potlb CCTGGGCAAAGCACAAGTG CCTGGTGCCATCCCATACC

Ppia CAGTGCTCAGAGCTCGAAAGTTT TCTCCTTCGAGCTGTTTGCA
Rapl/Terf2ip GAAGGACGATGACGACACGAA GAGCAACGTTCTGAGCTCCAA
Recqld GGTGCTGGAAAGTCTCTGTGCTA GGGCTTCGCTGGGCATA

Ruvbll AGGCAAGGCAGGTGTGACA GGACGTACTCTTCAGCTTCAAGGT
Ruvbi2 TGCTGGAGATGATCCGAGAAG TGGCTGGCCTGCAATGA

Shds ACGACCAGACTGAAATCTGCAA TGCCGTTCTTTATCTGACACTTG
She4/Fancp AAACCGTTCCTCACCACCAA TCCTCACCGCACACTGCTT

Tenl AAGGAAGCACACTGCGAACA GGGAGCGTGCCATGTCAT

Terf2 GGTGAAGACAGGTCATCCAGTTT ACCCACTCGCTTTCTTCTATGG
Timeless CGTCTCCTTTGGGCAATTCA CTGGACAGGAAGAGGAGCAAGT
Thksl GCCGGCCGAAAGTCTTCT CAACATCCTTCCTTCCAAAACC
Tnkslbpl CTGAGATCCTTGATAGTGCCATGT GCCCCCGCTTACGTCCTA

Upfl GGGCCCAGTGGTGATGTG CTCGAAGAGCGATTGTGACAGT
Wrn ACGGTGTCTCTGAAGGCAAAG TGACAGAAATGTTTGATGACTTCCA

Supplementary Table 1. DNA sequences for primers used in mouse RT-qPCR experiments.
The primers for Arp and Ppia were used for normalizations.
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Gene

Forward Primer (5°-3")

Reverse Primer (5°-3")

BLM GAGGCAGCAGCTGAATCATCT GCTTCTGGGTTTCGTGTTATGC
DEK CATTGCCGAAATCTAAAAAAACTTG CCTTGCCATTCCAGAACTGTTC
FANCA CCGAGAGGTGTTGAAAGAGGAA GGCATGATGCAGGAGAAGGA
FANCB CAAATCCTTTCCCAGCACCAT GACCCTTTTTGCTTCCAATCC
FANCD1/BRCA2 ACCATATTTACCATCACGTGCACTA TGCACCATCTTGCAAAGCA
FANCD2 AGACTGTCAAAATCTGAGGATAAAGAGA TGGTTGCTTCCTGGTTTTGG

FANCI CAGGCAACCCTACCAAATCAG GCAGAGTTCCCAGTTGCATGA
FANCJY/BACHI/BRIPI | AACAGTTGACATCTACCCAAGAAATCT TCAGTGGAATGCAGCACCAA
FANCM TGGAGACTGTGGCAAGATCATC GCGGCATCGATCTGAGTGA
FANCN/PALB2 CCGGTTGTAAAGAGCCATGTATC ATCCAGAGCTTTCCAAAGAGAAAC
FANCO/RADSIC GTGGCAGGTGAAGCAGTTTTTA GCAAGGTCTACCACTCTATCAACCA
FANCR/RADS1 TGGGAGATGCCAAAGACTGAA AGGCTGCAGCACTTAAGGTTTT
FANCS/BRCAI TGGTGCGATCATGAGGCTTA TGAGGTGATAGGATCGCTTGAG
FANCT/UBE2T GGGATCATGCAGAGAGCTTCA GGGTGGCTCTGTGGCTAACA

FENI CGGGCTGTGGACCTCATC TCAAGTCGCCGCACGAT

FPPIA CAAATGCTGGACCCAACACA TGCCATCCAACCACTCAGTCT
RPLPO CTTGTCTGTGGAGACGGATTACAC TACGCCAAGAAGGCCTTGA
TIMELESS CTGGCCCATGACCTCAAAAT CGATTGAAGAGGCAGAAGACTGA

Supplementary Table 2. DNA sequences for primers used in human RT-qPCR experiments.

The primers for PPI4 and RPLP() were used for normalizations.
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Mouse Gene

Forward Primer (5°-3%)

Reverse Primer (5°-3")

Fanca CAGACTCCGGGACAAGTACTACAA GAGGGCGGACCCTTGCT
Fanch CCTCGGCCATGGTCACA GAAGGAGCGACGGGTACAAC
Fanedl/Brea2 ACATGCTAGCCGGGAACAG AGTGCCACCGGGAAGTCA
Faned?2 CGTCAGAGCGCCGTTCTT GCCAGTTGCTTCCCTTCGT
Fanci TGGGAAGAGAGGCCATTGAC TCGACAGTGCACGTCTTGAGT
Fancj/Bachl/Bripl TCGTACTCGCGAGCTTTCCT CGGCTGACGTTTGACAGAAG
Fanem CGCATGCGCTTCTTCTGA TGCGGCGGGAAGATGAT
Fanen/Palb2 ACGAAGCATCTCTAAGTCATCCAA TCCCGGCTGCACTGGTT
Fanco/Rad5 e CAGGCCTGCCGACATGA ACTCCGGAGCTCCCTCAGA
Faner/Rad5 1 GTGATGACGTTGCAGCGATAG GGCGCGCGACTTTCG
Fanes/Breal TGGATCTTGTGTTCCGAAAGG TCTCCGTCGCCAAGGAAAC
Fanet/Ube2t CCCAGCTCACAGTCGATTTACA CGCGTATCCGGAATTCTCA

Rtell

(see details in Supp. Fig. 2)

Primer a : AGCATTTAGGCGTGGCTACAC
Primer ¢ : ACCTGGCCCAACAGTTATGG

Primer b : CCGCAGTCCGCTGATTG

Primer d : GCATCACAAGCCCAACACAA

Human Gene

Forward Primer (5°-3%)

Reverse Primer (5°-3%)

FANCD2 TGCCCGGCTAGCACAGA CCCAGCTGAAGGCAATAAGC
FANCI GGGCGGATCTTGTTGTTACG TCCAAAAAGCCCGCTCAA
FANCR/RADS1 CCCCGGCATAAAGTTTGAATT CTTGATCCTGCGCGAGTTTAC
NUSAPI CCGTCACCTTTTGCATTCCT GGCTTGGACAGCTGGTGAA

Supplementary Table 3. DNA sequences for primers used in ChIP experiments.
The primer set (c,d) for Rrell and the primers for NUSAP! were used for normalizations.
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I. Les altérations de p53 et leurs effets sur la tumorigenése

L.A. Perte de fonction de p53

LLA.1. Conséquences de la délétion de Trp53
Chez la souris, la perte d’expression du géne 7rp53 a démontré le role de pS3 dans la

suppression des tumeurs spontanées et induites. Les souris p53™ (p53%°

) invalidées pour le
géne Trp53 développent des tumeurs spontanées avec une pénétrance compléte et meurent
majoritairement entre 2 et 9 mois (dge moyen de survie de 6 mois) de lymphomes-T
thymiques double-positifs CD4+ CD8+ et de quelques sarcomes ''*** L’incidence élevée de
lymphomes thymiques observée chez les souris p53KO refléte ’accumulation de précurseurs
lymphoides, ayant des réarrangements aberrants du récepteur TCR, a cause du défaut
d’apoptose dans les thymocytes de ces souris ***>*°.Dans ce contexte d’alléles amorphes, la
perte de p53 entraine une série de mutations et une sélection d’événements conduisant a la
progression rapide de tumeurs oligoclonales. Ainsi, p53 fonctionne comme un gardien de la
stabilit¢ génomique et sa perte entraine le développement fréquent d’une hétérogénéité
tumorale gouvernant la sélection de clones dominants. De plus, les souris hétérozygotes p53+/'
montrent une survie diminuée et un développement tumoral accéléré par rapport aux souris
p33"(p53™T), avec une latence médiane de 18 mois environ et une prépondérance de
sarcomes. La moiti¢ de ces tumeurs ont perdu I’alléle sauvage **’. La faible incidence des
lymphomes thymiques chez les souris p53" pourrait découler du fait que le développement
de ces lymphomes nécessite une perte d’hétérozygotie(Loss Of Heterozygosity ou LOH)dans
une fenétre de temps réduite (avant I’involution du thymus). D’autres tumeurs ne présentent
pas de LOH, suggérant une haplo-insuffisance de p53 pour la suppression de ces tumeurs qui
progressent malgré la présence d’une copie fonctionnelle de p53. En plus de la prédisposition
des souris p53"etp537a développer des tumeurs spontanées et induites, des invalidations
conditionnelles et tissu spécifiques de 7rp53 montrent que la perte d’activité de p53 est
suffisante pour la progression d’autres types de tumeurs comme les cancers épithéliaux par

exemple '’

[.A.2. Conséquences d’unep53 hypomorphe
Environ15% des mutations faux-sens de 7P53 dans les tumeurs humaines entrainent
I’expression d’une p53mutée ayantune activité partielle '''.Certains de ces mutants retiennent

uniquement quelques activités de p53 et c’est I’importance des fonctions qui sont affectées
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qui dicte le devenir des tumeurs et leur réponseaux traitements. Certaines mutations au niveau
du DBD affectent la liaison de p53 a des genes cibles spécifiques mais pas a d’autres, comme
la mutation R175P. Ainsi, le modeéle murin exprimant la mutation équivalente R172P a
permis de démontrer que la protéine p53"'"* retient une activité partielle d’arrét du cycle
cellulaire associée a une induction résiduelle du géne p21, mais qu’elle est incapable d’induire
I’apoptose en réponse aux dommages a I’ADN. Malgré une réponse apoptotique déficiente, la
protéine p53%'7?" retient une capacité a réduire la tumorigenése spontanée chez les souris
p53R172P/R172P, probablement via 1’arrét du cycle cellulaire et I’inhibition de 1’instabilité
génomique. Cependant, cette protéine hypomorphe est incapable de réduire la progression des
tumeurs d’apparition tardive indiquant le réle de 1’apoptose dépendante de p53 dans ce
processus. Des résultats similaires ont été obtenus avec des souris exprimant une p53 portant
la mutation E177R, correspondant a la E1I80R humaine retrouvée dans des tumeurs humaines
sporadiques et chez des patients Li-Fraumeni***.De plus, deux modéles murins délétés du
domaine riche en proline ou PRD (p53*" et p53™*"™) expriment des protéines hypomorphes et
sont également résistants au développement de tumeurs précoces mais meurent finalement de
tumeurs tardives. La protéine p53“" est incapable d’induire un arrét du cycle cellulaire
(induction de p21 trés compromise) mais est compétente pour la réponse apoptotique **, alors

3mPrnresente des défauts également dans la réponse apoptotique aux  stress

que pS
; : 44
genotoxiques .

Deux autres mode¢les murins : p5325’26 (inactivé pour le premier domaine de

33R (muté pour les 3 lysines acétylées du DBD de la p53 murine)

transactivation TAD1) et p5
expriment des p53 hypomorphes incapables de transactiver les principaux génes cibles de p53
en réponse aux dommages a I’ADN mais retiennent une activité de suppression tumorale. Ces
modeles ont ainsi permis de démontrer que la capacité de p53 a induire ’arrét du cycle
cellulaire ou I’apoptose en réponse aux dommages de I’ADN n’est pas essentielle pour la
suppression tumorale, et que d’autres réponses peuvent jouer un réle anti-tumoral comme la
régulation du métabolisme par exemple ''’.Le modéle p53°*® a également permis de montrer
le role de I’acétylation des lysines du DBD (notamment la lysine 120) dans 1’induction des
réponses canoniques de p53 (1’arrét du cycle, I’apoptose et la sénescence) °'~~.

Tous ces modeles exprimant une p53 hypomorphe ont permis de montrer qu’une perte,
méme partielle, de certaines activités de pS3 peut avoir un effet sur la tumorigenese et que les

différentes réponses p53-dépendentes sont régulées différemment et participent a sa fonction

de suppression tumorale selon le contexte et les tissus.
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Par ailleurs, grice a une étude détaillée du modéle murin p53°"(Article n°l),nous
avonspu montrer que la protéine p53“Test incapable d’empécher la progression tumorale dans

249
. Plus encore, nous avons

un contexte oncogénique comme la perte d’une copie du géne Rb
montré que les stratégies ciblant MDM4, un inhibiteur de p53, ne sont pas efficaces pour la
suppression des tumeurs thyroidiennes dans ce contexte (a I’inverse des tumeurs
hypophysaires par exemple). Cette étude nous a également permis de démontrer I’importance
de la répression de certains génes par pS3 dans la suppression des tumeurs thyroidiennes,
impliquant un intérét a rétablir cette répression pour le traitement efficace de ce type de
tumeurs. Les thérapies visant a inhiber MDM4 devraient donc prendre en compte le statut de
p53 dans les tumeurs ciblées mais également 1’étendue et la spécificité de 1’activitéde p53.
Notre étude suggere que cette stratégie peut étre inefficace pour la réactivation d’une p53
hypomorphe dans certaines tumeurs. Sachant que les mutations qui invalident (partiellement
ou complétement) les fonctions de p53 sont plus fréquentes que la perte compléte du géne
TP53, les thérapies visant a restaurer ces fonctions doivent étremultifactorielles et adaptées au

type de tumeur, au contexte cellulaire et au statut de p53 ainsi qu’aux réponses qu’elle induit

(arrét du cycle, apoptose, sénescence, etc.).

L.B. Gain de fonction de p53

La prédominance de I’expression d’une protéine p53 mutée dans les cancers humains
plutdt qu’une simple invalidation du géne entrainantuneperte de 1’expression de la protéine
suggeére un avantage biologique sélectif pour la tumeur a exprimer une p53 mutée par rapport
a la perte compléte de p5S3. L’hypothese est que cet avantage découle du gain de fonction
conféré par Dallele muté et qui se traduit par un effet antimorphe quand la protéine
mutéeexerce un effet dominant négatif vis-a-vis de la protéine sauvage et/ou néomorphe
quand la protéine mutée acquiert de nouvelles fonctions oncogéniques et promeut la
tumorigenese. Ces deux caractéristiques de I’alléle muté sont appelées « gain de fonction » ou
GOF. Ceci explique pourquoi p53 a été considérée comme un oncogéne a sa découverte par
des expériences de surexpression d’une protéine qui s’est avérée mutée.

Les modeles murins exprimant I’équivalent de certaines des mutations « hotspot » de
p533 (p53R'7PH p53REPH 53R Wet 553R28Q) ont permis de confirmer cet effet gain de
fonction in vivonotamment par la prédominance de métastases et le développement de
nouvelles tumeurs par rapport aux souris p53%°, avec des phénotypes et des spectres de
tumeurs plus ou moins variés entre les modéles étudiés ' Méme la mutation

« hotspot »p539**3qui a été considérée comme un alléle nul chez le modéle murin, entraine
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une légére diversification dans les sous-types de tumeurs des souris p5302455/'par rapport aux
p537. Les différences dans la sévérité du phénotypesont inhérentes a chaque mutation : sa
nature (structurale ou de contact), ’effet de la protéine exprimée et sa stabilité, mais
dépendent également du modele murin étudié (fond génétique, mutation du géne 7rp53 murin
ou introduction de la séquence 7P53mutée chez la souris humanisée ou « hupki », etc.).

Jai créé le modéle murin exprimant la mutation p53Y*'7¢

équivalente a la mutation
Y220C humaine qui est la 9°™ mutation « hotspot »la plus fréquente dans les cancers
humains (Article n°2, en préparation). Cette mutation est différente des autres mutations
« hotspots » selon les études structurales,vu sa localisation a distance de la surface de contact
a PADN. Cependant elle se traduit in vivo par des effets similaires aux autres mutants
notamment le développement chez les souris p53Y217C/Y217C d’un large spectre de tumeurs. En
effet ces souris développent des lymphomes thymiques trés invasifs formant des métastases
mais également des lymphomes dans d’autres organes que le thymus, comme les souris
p53hupki®'” HR17S Hpar exemple exprimant une autre mutation structurale. Notre étude des

. Y217C/Y217
souris homozygotes p53 Chlie

nous permet donc de postuler que la protéine mutée, qui est
inactive pour les principales réponses anti-tumorales de p53 mais qui s’accumule dans les
cellules et plus encore dans les tumeurs, a acquis de nouvelles fonctions oncogéniques et
surtout métastatiques.

3Y217C/Y217C

Plus encore, les souris p5 souffrent d’une 1étalité embryonnaire spécifique

aux femelles et due au développement d’une exencéphalie a pénétrance élevée. Ce phénotype

3%O et est dii 4 un défaut de fermeture du tube neural

a été observé chez certaines femelles p5
durant I’embryogenése par manque d’apoptose. Ce phénotype est encore plus sévere chez le
mutantp53Y217Cque chez lesp53KO, ce qui différencie cette mutation des autres mutations
« hotspot »(voir Introduction IV.B.2). Un critére important a prendre en compte est I’effet du
fond génétique sur le phénotype des souris. En effet, les premiéres p53Cétudiées par
Donehower sont de fond génétique mixte (75% C57BL/625% 129/Sv) et présentent un
spectre de tumeurs plus large que celui retrouvé dans nos cohortes et dans les autres études
ultérieures' . Cet effet du fond génétique est confirmé par la purification de cette lignée sur
fond 129/Sv, ce qui altére le spectre de certains types de tumeurs (mais pas les lymphomes)

250 . - Y217C/Y217 K
. Dans notre élevage, les souris p53*2"7“Y*7Cet p53KQ

sont de méme fond génétique
puisqu’elles sont de fond purifié CS7BL/6 (presque 100%). Cependant, une fagon d’éliminer
le risque d’influence du fond génétique sur nos observations, c’est de croiser les deux lignées
entre elles afin d’analyser des souris issues des mémes portées et qui sont de fond génétique

+/Y217C

identique. Ainsi le croisement des p53+/'avec des p53 nous permettra de comparer les
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hétérozygotes entre eux mais également d’obtenir des souris p53Y217C/'. Il sera intéressant
d’analyser ces derniéres mais également de les croiser entre elles afin d’obtenir des

Y217C/Y217 -/-- A . .
53 Y2TCNATCoy pS5377issues du méme croisement parfaitement comparables.

p
Il me reste a déterminer par quels mécanismes cet effet néomorphe s’exerce sur le plan
moléculaire et cellulaire et plusieurs hypothéses peuvent étre proposées. Je vaisd’abord tester

Y217C
3

si la protéine p5 est capable de transactiver de nouveaux geénes non induits par la

p53%¥Tet impliqués dansla promotion de la tumorigenése et des métastases, comme cela a été

montré pour d’autres p53 mutées. Je vais donc étudiersila p53¥*'"¢

est capable de régulerune
panoplie de geénes candidats impliqués dans différentes réponses qui favorisent la
tumorigenese comme la prolifération cellulaire (Igfir, Egfr, Mcmé6...), I’inhibition de
I’apoptose (Nfkb2, Timm50...) ou la promotion de I’invasion (Pla2gl6, 1tgb4...)157’251. En
effet, certaines p53 mutées peuvent reconnaitre et lier des séquences d’ADN structurales
spécifiques, comme les régions d’attachement de la matrice nucléaire (les MARs).De plus,
I’induction de génes régulateurs de la chromatine est un autre mécanisme transcriptionnel qui
semble spécifique aux mutations gain de fonction de p53 etresponsable d’un changement

178 Je vais donc également tester

global du contexte épigénétique des cellules mutées
I’induction par p53¥*'7¢ de ces régulateurs chromatiniens comme MLL1, MLL2 et MOZ. De
méme, le mécanisme responsable de la Iétalit¢ embryonnaire sexe-spécifique pourrait
découler de cette acquisition de nouvelles fonctions par la pS3 mutée. Je veux ainsi tester si
p53Y217Caffecte par exemple 1’expression (directement ou via des facteurs de transcription) de
geénes liés a 1’X impliqués dans le processus de fermeture du tube neural comme le géne
fbxl10par exemple *. Dans ce contexte de multitudes de mécanismes probables d’action de
1ap53Y217C, il est intéressant de réaliser une étude globale d’analyse du transcriptome des
3WT 3KO

Y217C/Y217 L .
3YV2TEN2TCoomparé & celui des cellules p5

cellules p5 et p5S3™afin de détecter un grand
nombre de génes candidats et de potentiellement déterminer de nouveaux genes régulés
spécifiquement par p53¥*!"“impliqués dans ces différents processus.

Une autre hypothése probable au vu de 1’accumulation de la p53Y*'"“dans les cellules
tumorales est que cette protéine mutée puisseinteragir avec de nouveaux partenaires et que ces
interactions aberrantes favorisent la tumorigenése. Certains de ces complexes font intervenir
des facteurs de transcription comme NF-Y, VDR,SREBP,SP1 et ETS-17, qui pourraient
participer a la régulation de nouveaux génes par la p53 mutée. Je vais donc tester par co-
immunoprécipitation 1’interaction de p53 dans les tumeurs p53Y217C/Y217C avec ces différents
facteurs de transcription, mais également I’expression des génes qu’ils régulent (comme

Plk2,Igfbp3etCyp24al). Je vais ensuite comparer le recrutement des facteurs identifiés aux
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promoteurs de leurs cibles par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) en présence de la

3Y217C ou de la p53™T. De plus, MRE11 est une nucléase inhibée directement par certaines

pS
p53 mutées et qui est responsable du phénotype d’instabilité génétique accrue conféré par ces
protéines mutées. Cette instabilité est peut-étre également favorisée par I’interaction directe
de la p53 mutée avec TOP1 dont I’activité de recombinaison est ainsi augmentée de facon

anarchique. Je vais également tester I’interaction de p53Y*'"°

avec d’autres partenaires comme
DAB2IP,inhibée dans le cytoplasme par certaines pS3 mutées, favorisant I’infiltration des
lymphocytes, ce qui rend cette protéine un candidat intéressant vis-a-vis du phénotype invasif
conféré par la mutation p53Y217C. Si cette interaction est confirmée, il serait également
intéressant de vérifier I’accumulation de la protéine p53¥*'"“dans le noyau mais également
dans le cytoplasme par des expériences d’immunofluorescence.

Les partenaires qui semblent les plus impliqués dans cet effet de gain de fonction
oncogénique, et plus précisément dans la promotion des métastases sont les autres membres
de la famille p53: p63 et p73. p63 et p73 forment des homotétrameres ainsi que des
hétérotétraméres p63-p73, alors que la p53% est incapable de lier p63 ou p73. Cependant,
plusieurs p53 mutées dérivées de tumeurs humaines interagissent avec p63 et p73 et inhibent
les activités anti-tumorales des isoformes TAp63 et TAp73, ou favorisent lesactivités
oncogéniques des isoformes ANp63 et ANp73. Ces interactions sont principalement liées aux
capacités de ces protéines mutées a promouvoir les potentiels migratoire et invasif des
cellules tumorales, puisque p63 et p73 régulent le processus métastatique,en partie via leurs
activités transcriptionnelles. En effet, la perte fréquente de p63/p73 dans les cancers les plus
agressifs, accélére la dissémination métastatique™>. De plus, les souris p63+/' et p73+/'
développent spontanément des tumeurs métastatiques et le complexe p63-pS3mutée peut
réguler des récepteurs tyrosine kinase contrdlant ainsi 1’invasion cellulaire. Plusieurs
observations suggerent que ce dernier mécanisme pourrait jouer un role important dans la
fonction oncogénique de p53¥2'7C. En effet, des études in vitro ont montré que la protéine
mutée humaine p53Y22°C lie p63 et p73 et inhibe latransactivation de certains génes cibles de
p53. De plus, I’interaction de la pS3 mutée avec p63 et p73 intervient via le domaine de
liaison a I’ADN (DBD) de ces trois protéines et est favorisée par les mutations structurales du
DBD de p53 qui alterent sa conformation (comme la Y220C). Je vais donc tester I’interaction
de p53¥*""Cavec p63 et p73 ainsi que 1’expression des génes régulés par ces deux facteurs de
transcription (comme Sharpl, Dicerl, Ccng2)indépendamment ou non de la p53 Y277,

Concernant les souris hétérozygotes p53*7Y*', leur survie est augmentée par rapport

aux souris p53+/'(au jour de I’étude) mais leur spectre de tumeur semble plus large,
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enconcordance avec d’autres mutations « hotspots » (comme le mutant p53%'7*"). Une

hypothése est que la protéine p53Y2'7¢

pourrait agir en inhibant la protéine sauvage
notamment par séquestration de la p53™" au sein d’hétérotétraméres inactifs ou par le
recrutement d’inhibiteurs de p53 par exemple. Cependant, cette diversification dans le type de
tumeurs et ce potentiel invasif peuvent étre uniquement dus aux propriétés oncogéniques
acquises par la protéine mutée indépendamment de la p53™". En effet, au vu du phénotype
tumoral agressif chez les souris p53¥2'"7“Y*'7C nous ne pouvons trancher sur ’effet dominant
négatif chez les souris p53+/Y217C.CeS dernieresdéveloppent souvent des ostéosarcomes

(comme les souris p53"/%!72H

), modélisant ainsi le syndrome Li-Fraumeni dont souffre les
patients portant la mutation germinale p53Y*°“et présentant une forte incidence
d’ostéosarcome. Ainsi, une thérapie ciblant spécifiquement cette p53 mutée a un intérét dans
le traitement de ces patients portant cette mutation spécifique.

Une autre particularité de ces souris hétérozygotes pour la mutation, est qu’elles
survivent mieux que les souris p53+/'. Ce résultat semble surprenant au vu des effets
oncogéniques de la protéine mutée. Une hypothése est que chez les souris p53+/ ", une pression
de sélection s’exerce pour perdre I’allele sauvage, ce qui conduirait au développement
tumoral plusrapide chez ces souris et a leur mort plus précoce. Je vais donc évaluer par
séquengage le phénomeéne de perte d’hétérozygotie (LOH) dans les différentes tumeurs
p537Y27Cet p53" mais également dans les cellules précancéreuses (dans les cellules de souris
jeunes par exemple). Une autre hypothése qui expliquerait la meilleure survie des souris
p537Y27Cest que la protéine mutée puisse interagir avec la protéine sauvage comme discuté
ci-dessus, mais que cette interaction serait au contraire activatrice, notamment par le
recrutement de cofacteurs de p53 par exemple (excluant I’effet dominant négatif). Cette
hypothése semble peu probable d’aprés nos résultats dans les cellules primaires qui ne

montrent pas une meilleure activité de p53 dans les cellules p53+/ Yatre

par rapport aux cellules
p53+/ ". Ainsi, les observations chez les souris hétérozygotes sont encore préliminaires et
portent a plusieurs interprétations qui restent a valider,mais leur étude est toujours en cours en
raison de leur espérance de vie plus longue que celle des souris homozygotes. En effet, une
observation préliminaire que nous commengons a relever est que les courbes de survie des

+/Y217 .
Cse resserrent vers la fin de leur vie.

souris hétérozygotes p53+/'et pS3

Par ailleurs, ’accumulation de la protéine mutée p53*'"“dans les cellules et plus
encore dans les tumeurs est probablement responsable de ces effets gain de fonction. Cette
accumulationpeut résulter de la perte de la transactivation du géne cible codant pour son

ubiquitine ligase MDM2. En effet, les niveaux transcriptionnels et protéiques de MDM2 sont
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trés faibles dans les fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) homozygotes pour la
mutation, et non induits suite aux stress cellulaires. Le résultat est une moindre dégradation de
la p53 mutée qui est donc stabilisée. Dans les cellules tumorales, nous suspectons un réle de
MDM?2 mais également une possible participation d’autres protéines comme INK4A, PML et
les chaperones HSP70 et HSP90 par exemple »'. Pour ces derniéres, il existe un inhibiteur, le
Ganetespib, qui pourrait é&tre utilisé pour réduire les niveaux de la protéine

mutéeoncogénique.

I.C. Stratégie thérapeutique ciblée

De nombreuses stratégies thérapeutiques anti-tumorales ont été développées pour
activer p53 ou restaurer sa fonction. Une de ces stratégies consiste a introduirela p53 par des
adénovirus. Le statut de p53 dans les tumeurs doit étre pris en compte dans les thérapies qui
entrainent une stabilisation de la protéine p53 (comme les chimiothérapies ou les antagonistes
de MDM2 et/ou MDM4 par exemple) au vu des effets gain de fonction de la p53 mutéeque
nous venons de voir. Une des stratégies prometteuses est d’induire,chez les protéines p53
mutées, présentes dans au moins40% des cancers humains, la conformation et la fonction de

la protéine p53 sauvage. Unemolécule, PRIMA-1M"T (APR-246), actuellement en essai de

R175H R273H
3 3

Phase I, semble agir ainsi en se liantauxp5 et p5 et modifiant leur groupe thiol.

Cependant ce composé peut induire une mort cellulaire indépendamment de p53 et il n’est pas

exclu qu’il puisse également se lier a la p53™"

, ce qui peut induire une cytotoxicité
secondaire. Ces limites justifient I’intérét d’une stratégie qui cible spécifiquement la p53
mutée sans interférer avec la protéine sauvage.De plus, des composants comme le
NSC319726, I’acide stictique ou encore la Chetomin réactivent certaines p53 mutées
notamment via le recrutement de la chaperone HSP40 pour restaurer la conformation de la
p53 mutée'. Cependant, la Chetomin peut avoir des effets indépendants de p53 comme par
exemple le ciblage des interactions entre HIF-1a et p300. Par ailleurs, les stratégies qui ciblent
les régulateurs négatifs de p53 (comme MDM2 ou MDM4) pour la stabiliser dans les cellules
tumorales exprimant une p53 sauvage, présentent également des risques au vu des effets
secondaires liés a la suractivation de p53 dans les tissus sains (voir Discussion II.B).

La mutation Y220C constitue ainsi une cible privilégiée pour ce type de stratégie
thérapeutique, de par la spécificité de la cavité structurale créée par la mutation de la tyrosine
220 en cystéine. L’équipe du Pr. Alan Fersht a déja ¢laborédes molécules (PhiKan083 et
PK7088) qui se logent précisément dans cette cavité et semblent réactiver la fonction de la

p53Y2%n vitro et dans des cellules de tumeurs humaines. Le modéle murin que j’ai créé nous
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permet de tester leur capacité a restaurer la fonction de la protéine mutéein vivo et en contexte
physiologique et d’évaluer leurs éventuels effets secondaires sur 1’organisme entier. Le défi
de ce type de molécule est de pouvoir obtenir une bonne affinité de liaison qui les retienten
complexe avec la protéine mutée. Ce complexe doit rester stable durant un temps suffisant
pour la restauration de la conformation fonctionnelle de la protéine mutéeet doit pouvoir se
former a une concentration non toxique pour I’organisme et qui maintienne leur spécificité de
liaison. Afin d’atteindre cet objectif, Fersht et ses collaborateurs exploitent la plasticité
structurale de la cavité et les interactions protéine-ligands, en se basant sur les différents états
conformationnels étudi€s par cristallographie dynamique. Ils ont ainsi découvert une sous-
poche hydrophobique qui peut étre ciblée par des groupes pyrroles, augmentant ainsi 1’affinité
de liaison des molécules de futures générations en cours de perfectionnement. Ainsi, ils ont
mis au point tout récemment une stratégie qui permet d’augmenter 1’affinité de liaison du
ligand a la cavité d’un facteur 5 par rapport a la molécule initiale (PhiKan083) et ceci par
I’incorporation d’atomes de fluorine (uniquement la tri-fluorination) a ces petites molécules
254

Une fois ces molécules stables obtenues je vais les tester sur les cellules
p53Y27EYAE Je vais ainsiévaluer la dose optimale qui permet I’activation des fonctions anti-
tumorales principales de p53 (transactivation des principaux genes cibles, induction de I’arrét
du cycle cellulaire et de 1’apoptose), ainsi que 1’inhibition de ces activités oncogéniques
acquises et I’induction de sa dégradation, sans avoir d’effets sur les cellules p53™" ni
entrainer une cytotoxicité p53-indépendante. Suite aux tests préliminaires ex vivo, je testerai
les molécules prometteuses sur des tumeurs xénogreffées pour une évaluation rapide de leur
efficacité anti-tumorale et leur spécificité d’action par rapport a des xénogreffes de cellules
KO pour p53 ou exprimant [’équivalent d’une autre mutation « hotspot» (cellules
p53R27OH/R27OH). Enfin, si ces tests s’aveérent concluants, je réaliserai avec [’aide des
spécialistes les études pharmacologiques in vivo pour administrer ces molécules aux souris
p53Y? 1TCN2ITC o monitorer leurs effets sur la régression tumorale avant de pouvoir conclure
sur leurs éventuelles applications en clinique comme thérapie anti-tumorale ciblée et
spécifique. L’intérét de cette stratégie est que ces molécules fixent uniquement la p53 mutée
et ne devraient donc pas affecter la survie des cellules non tumorales exprimant une p53
sauvage. De plus, elles ciblent une région de la protéine qui est distante de la surface
fonctionnelle qui ne serait donc pas perturbée par leur fixation, ce qui a été vérifié in vitro.
Notre modele murin nous permettra ainsi d’évaluer cette stratégie ciblée et innovantein vivo :

on s’attend a observer une régression des tumeurs spécifiquement chez les souris exprimant la
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mutation p53¥*!7¢

traitées avec ces molécules par rapport aux tumeurs invalidées pour le géne
Trp53, et ceci sans observer une toxicité secondaire dans les autres cellules de ces souris par
rapport aux souris témoins du méme génotype non traitées. De plus, un moyen de tester
I’efficacité de ces molécules est de les administrer précocement en préventif et de surveiller si
elles permettent de prévenir le développement de tumeurs chez les souris p53¥2!"<Y217¢,
sachant que ces dernieres développent des cancers fatals avec une incidence de 100%. Ainsi
les souris de ce méme génotype qui sont traitées précocement et qui survivraient sans
apparition de tumeurs auraient réactivéla fonction de p53 comme preuve de I’efficacité de
cette stratégie.

La validation de cette stratégie chez la souris constituerait une premiére étape avant de
les tester chez les patients exprimant cette mutation spécifique. Elle permettrait également de

prouver 1’intérét de cette technique de criblage de molécules in silico en se basant sur les

études structurales de différentes protéines mutées.
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II. La sur-activation de p53 et ses effets physiopathologiques

I1.A. Le role du CTD de p53 in vivo

Le domaine C-terminal (CTD) de p53 est un domaine régulateur dont le role a été
largement analysé dans plusieurs études aux résultats contradictoires. Initialement le CTD a
été considéré comme un régulateur négatif du domaine de liaison a ’ADN de par son

90,255,256 . y
=222 Mais d’autres études ont

interaction avec des séquences non spécifiques de I’ADN
suggéré que le CTD joue un rdle de régulateur positif et qu’il est nécessaire pour la
reconnaissance et la liaison des séquences spécifiques par le DBD ***3. Ces études in vitro ou
sur des lignées cellulaires consistent en une expression ectopique d’une p53 exogeéne
introduite par transfection et souvent exprimée a des niveaux non physiologiques, d’ou les
contradictions de leurs conclusions qui sont difficiles a interpréter.

Le modé¢le murin p53A31 a été créé dans notre équipe par remplacement de 1’alléle
Trp53 endogene par une séquence codant pour une protéine tronquée du domaine C-terminal.
Il permet ainsi d’étudier I’effet de la délétion du CTD de p53 dans un contexte d’expression
physiologique. L’analyse des souris p53A3 VA3l Article n°3) a permis ainsi de démontrer que le
CTD régule négativement les niveaux et 1’activité de p53 puisque la délétion du CTD conduit
a une sur-activation de p53 au niveau moléculaire et phénotypique (voir ci-dessous), mais
également de comprendre les résultats contradictoires de la littérature™’. En effet, la p53**!
est une protéine plus stable et plus active transcriptionnellement mais qui ne lie pas plus
efficacement les éléments de réponse (REs) a p53. Ceci suggére que chaque molécule p53°°"!
est moins efficace pour la liaison aux séquences spécifiques d’ADN, en concordance avec un
role de régulateur positif du CTD pour la liaison a I’ADN, ou que les REs sont saturés en
molécules p53**!. Cependant, les niveaux élevés de protéines p53“°'dans le noyau conduisent
finalement & une meilleure transactivation des geénes cibles tout en ayant la méme capacité de
liaison aux promoteurs, suggérant que les molécules p53**' sont plus actives. Une hypothése
est que le CTD est important pour I’interaction entre p53 et MDM2, ce qui affecte sa stabilité
(par perte des sites ubiquitinylés par MDM2notamment) mais €galement son activité
transcriptionnelle ¥. Le fait que le mutant p53™® muté pour les lysines C-terminales
ubiquitinylées par MDM2 n’entraine pas de phénotype similaire aux souris p53A31, suggere

que la sur-activation de p53*°!

est la conséquence d’une déstabilisation des interactions avec
Mdm?2 et/ou que le CTD sert a recruter des inhibiteurs pour former des complexes inactifs.
Ainsi, nous proposons le modele de régulation suivant : le CTD favorise I’interaction

de p53 avec son ubiquitine ligase MDM2qui entraine la dégradation de p53 ainsi que
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I’inhibition de sa fonction de transactivation. Il est possible que p53**! interagisse moins bien
également avec MDM4 (ou avec d’autres complexes inhibiteurs), ou que la quantité accrue de
p53**!satureMDM?2 et MDM4 dans les noyaux des cellules mutées. Les protéines p53™*°! liées
a la chromatine seraient alors plus actives. Dans ce modéle, le CTD de p53 sert de régulateur
négatif de son activité. Cependant, concernant la liaison du DBD aux REs, le CTD semble
jouer un réle de régulateur positif pour la reconnaissance et la liaison des séquences
spécifiques d’ADN, puisque sa délétion n’améliore pas la liaison de p53 aux promoteurs des
geénes cibles malgré I’accumulation de la p53 tronquée de son CTD, méme si ne nous pouvons
exclure I’hypothése de saturation des REs.Ainsi, d’aprés ce modele les contradictions des
études sur le réle du CTD découlent du niveau d’expression de p53 résultant de la méthode
d’analyse (surexpression de la p53 mutée ou son introduction au méme niveau que la p53
sauvage).

Une étude plus récente valide le réle de régulateur positif du CTD pour la liaison a
I’ADN en étudiant les effets d’une p53 humaine délétée des 30 derniers acides aminés
(p53™°%) et de p53 modifiées dans leurs CTD : six lysines C-terminales mutées en arginine
(p53°*®) pour garder la charge globale ou en glutamine (p53°¢?) pour mimer les acétylations.
Cette étude montre que la liaison de p53 a un grand nombre de sites au sein du génome est
facilitée par le CTD non modifié. Le mécanisme proposé est que le CTD stabilise les
interactions coopératives entre les différents DBD du tétramére ainsi que les complexes p53-
ADN de par sa charge positive, alors que les acétylations des lysines C-terminales semblent
jouer un réle ultérieur a cette stabilisation ***. Le réle de ces lysines a déja été montré grice au
modéle murin p53™® dans lequel la modification du CTD contribue a la régulation
différentielle et tissu-spécifique de I’expression des geénes cibles de p53 "

A31
3

Par ailleurs, nous avons clairement établi que notre modele murin p5 modélise le

syndrome de dyskératose congénitale et que le raccourcissement télomérique causé par la
régulation négative de génes du métabolisme des télomeres est la cause de cette pathologie

A31/A31 . . . e
3 et de leur mort précoce, puisque des niveaux plus élevés d’un de ces

chez les souris p5
génes (Rtell) sauvent partiellement le phénotype™’.A noter que la délétion des 31 derniers
acides aminés dans notre modele murin empéche 1’expression des isoformes contenant I’exon

AS (pour Alternative Splicing). Pour contrdler I’effet de 1’absence de ces isoformes sur le

A31/A31 AAS/AAS

phénotype des souris p53 , nous les avons comparées a des souris p53 (créées
dans notre équipe), qui sont délétées pour I’exon AS mais expriment une p53 sauvage. Les

souris p53**¥45ne présentent aucun des phénotypes des souris p53°°"**! ce qui indique que
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le phénotype de dyskératose congénitale résulte d’une sur-activation de p53 plutét que de la
perte de I’exon AS.

Un autre modele murin délété du CTD de p53 (délétion des 24 derniers acides amings,
Trp53“*ou Trp53°™P) a été publié aprés notre étude et présente des similitudes et des

241

différences avec notre modele™ .Les deux modeles sont phénotypiquement similaires et les

mémes bases moléculaires semblent &tre en jeu a savoir une sur-activation de p53 dans la
moelle osseuse conduisant a une aplasie médullaire (méme si le phénotype télomérique n’a

ACTD/ACTDY A+ ¢ \ o
3ACTD/AC ). Ainsi,dans ce modéle, comme dans le notre,

pas été analysé chez les souris Trp5
I’absence du CTD,qui joue un rdle de régulateur négatif dans la moelle osseuse (et le

Trp53ACTD/ACTD tout comme les

thymus),rend comptedu phénotype global des souris

p53A31/A3 L Cependant, dans cette étude les auteurs proposent que le CTD joue un rdle

382501t différemment

différent selon le tissu et les génes étudiés et que le niveau de la p5
régulé selon le tissu, sans proposer un mécanisme moléculaire pour expliquer ces spécificités.
Par exemple dans le foie, le CTD semble jouer un réle de régulateur positif de la
transactivation et étre impliqué dans une étape ultérieure a la liaison a I’ADN (puisque la
liaison de la p53“**aux REs n’est pas altérée mais I’expression des génes cibles est affectée).
Dans notre modéle, nous n’avons pas mesuré 1’activité de p53 dans le foie et ne nous pouvons
pas occulter I’hypothése que I’action du CTD dans cet organe soit différente. Cependant, une
autre hypothése est que dans cet organe hématopoiétique, chezles souris mutées, un
phénoméne de compensation permettrait de préserver le faible pool de cellules
hématopoiétiques en diminuant la transcription des geénes cibles de p53. En effet, selon

3 ACTD/ACTD

I’étude de Hamard et al., les cellules de foie foetal de souris Trp5 retiennent

lacapacité de former des colonies in vitro et de recoloniser la moelle de souris irradiées, a la
différence des cellules de la moelle osseuse®*'.

Il est important de soulever que des différences existent entre les deux modeles. En
effet, la délétion p53“°'est plus large et englobe 7 acides aminés supplémentaires faisant

A24
3

partie du CTD d’aprés sa définition communément admise. De plus, la p53®““conduit a la

surexpression des transcrits contenant 1’exon AS (d’apres nos expériences de RMCE-ASAP

27 et des expériences non publiées du groupe de JJ Manfredi) et qui sont absents dans notre

A24/A24
3

modele. Cette surexpression des isoformesAS chez les souris p5 pourrait contribuer a

leur mort encore plus précoce et expliquer la différence subtile entre les courbes de survie des

p53A24/A24(m0rt a environ 2 semaines) et desp53A3 a3l (mort entre2 et 6 semaines).
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I1.B. Effets d’une p53 hyperactive

Comme nous venons de voir, une diminution ou une perte de 1’activité de p53 se
traduisent par un développement de cancers plus ou moins rapidement selon les niveaux de ce
suppresseur de tumeur. Cependant, une forte activité de p53 est également défavorable pour
les cellules en raison deses fonctions cytotoxiques. Les niveaux de p53 doivent donc é&tre
finement régulés en ’absence de stress pour préserver 1’homéostasie tissulaire. Les principaux
inhibiteurs de p53 sont MDM2 et MDM4 qui participent a la régulation de son niveau
d’expression et de son activité respectivement. Si cette régulation est perdue, comme chez les
souris Mdm2” ou Mdm4”, Dactivation anormale de p53 conduit & une létalité
embryonnaire™®. L’étude des souris Mdm2 et Mdm4 ™" montre que 50% d’activité d’une de
ces protéines est suffisante pour réguler correctement les niveaux de p53. Chez les souris
Mdm2P*A712 les niveaux de Mdm?2 sont encore plus réduits (a environ 30%), ce qui se
traduit par une augmentation d’activité de la p53 endogéne, conduisant a une réduction de la
taille des souris, un défaut de lymphopoiése et une sensibilité¢ accrue aux radiations **°. Un
effet plus subtil est retrouvé chez les souris dont le promoteur interne de Mdm2 n’est pas
activé par p53 et qui présentent uniquement une hypersensibilité a 1’irradiation causant une
aplasie médullaire **°. Un phénotype plus sévére est retrouvé chez les souris Mdm2™>™Pqui
expriment des niveaux faibles de MDM2 mais suffisants pour prévenir la Iétalité
embryonnaire. Le résultat est une augmentation de certaines activités de p53 qui se manifeste
par des anomalies phénotypiques tissu et fonction spécifiques, comme une hyperpigmentation
localisée (accumulation de mélanocytes aux extrémités), un défaut du systéme
hématopoiétique et une atrophie des gonades *°".

Un modéle murin surprenant est le modele p5325’26’53’54qui est muté pour les deux
domaines de transactivation de p53 mais qui est extrémement stable, ce qui a 1’état
hétérozygote entraine un phénotype de 1étalité embryonnaire par sur-activation de p53. Les
embryons non viables présentent des caractéristiques d’un syndrome de défauts
développementaux appelé CHARGE *°. De plus, le modéle murin p53™® muté pour les 7
lysines C-terminales cibles de 1’ubiquitination par MDM2 exprime une p53 constitutivement
active et présente une déplétion des cellules souches hématopoiétiques. D’autres modeles
murins de sur-activation de p53 ont été étudiés. Par exemple, les souris p53m/+ expriment une
p53 mutée qui stimule 1’activité de la p53 endogéne (sans effet notable sur son niveau),
conduisant a une réduction significative de I’incidence des tumeurs, en concordance avec son
role de suppresseur de tumeur. Cependant, ces souris meurent plus rapidement que les souris

WT et présentent des symptdmes de vieillissement accéléré, un des effets secondaires de la
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sur-activation de p53 22, Les souris « Super-p53 » qui expriment une copie surnuméraire de
p53 par introduction d’un transgéne, présentent —en réponse au stress— une activité de p53 qui
est une fois et demi supéricure a la normale. Ces souris suractivées pour p53, développent
moins de tumeurs que les souris sauvages et aucun signe de vieillissement prématuré n’a été
relevé, probablement car le niveau basal de p53 n’est pas augmenté en absence de stress
263 1 es souris p53**"**'que nous avons créées et qui sont délétées du domaine C-terminal de
p53, présentent une activité de p53 encore plus élevée et meurent rapidement aprés la

A3UA3L
3 résulte de la

naissance (a environ 3 semaines). Cette mort prématurée des souris p5

forte sur-activation de p53 puisque le phénotype treés sévere de ces souris rappelle celui des
p>> puisq p yp pp

souris Mdm?2” 'p53R172P/ RIT2P264 ot des souris Mdm2"~ Mdm4"2% suractivées pour p53 par un

défaut de sa régulation. A noter que la protéine p53R172P

est incapable d’induire 1’apoptose
mais toujours capable d’induire un arrét du cycle cellulaire, une réponse qui peut étre
excessive dans le cas d’une absence de régulation par MDM2.

La comparaison entre ces différents modéles murins exprimant une p53 inactive,
hypomorphe ou hyperactive, suggere que les niveaux de p53 dictent en grande partie la
sévérité du phénotype, allant d’une 1étalité embryonnaire dans le cas d’une trés forte activité
de p53 au développement de tumeurs fatales en 6 mois en 1’absence d’une p53 fonctionnelle
en passant par une mort précoce avant I’age adulte, avec une durée de vie et des symptomes
qui dépendent du niveau d’activation de p53. Dans le cas d’une dérégulation subtile du niveau
de p53, les souris présentent des phénotypes intermédiaires comme la défaillance de certains
organes (comme l’intestin ou le foie) en cas d’activation anormale de p53 ou une infertilité
dans le cas d’une activité réduite de p53 .

Les souris p53A3 U831sont un trés bon modéle pour I’étude des effets de la sur-
activation physiologique de p53 in vivo puisque ces souris présentent un phénotype sévere
mais survivent & un age qui permet de les analyser. L’étude détaillée de ces souris a révélé
qu’elles présentent un phénotype caractéristique d’une forte activité de p53 déja relevée chez
les autres modeles comme la petite taille, ’hyperpigmentation, I’hypoplasie cérébelleuse,
I’hypogonadisme chez les males et un défaut d’hématopoiese. D’apres les résultats de
I’autopsie et des analyses histologiques, la mort précoce des souris p53“* I Slpourrait étre due
a une insuffisance cardiaque (hypertrophie cardiaque observée)secondaire a 1’aplasie
médullaire, caractérisée par une anémie sévere etl’absence de progéniteurs hématopoiétiques.
Nos résultats suggérent que ce défaut de la moelle osseuse est dii au raccourcissement
télomérique chez ces souris qui modélisentle syndrome de dyskératose congénitale (ou DC) et

présentent les caractéristiques des téloméropathies : aplasie médullaire et fibrose pulmonaire

188



(caractérisant les syndromes de raccourcissement télomérique), hyperpigmentation cutanée,
dystrophie unguéale et leucoplasie orale (constituant la triade diagnostique de la DC), ainsi
que des caractéristiques des formes séveéres de la DC (petite taille, atrophie testiculaire et

hypoplasie cérébelleuse)™’.

1l est important de noter que la plupart des souris p53 74!

(que nous avons observées
pendant plus d’un an) ne développent pas de phénotype médullaire (mais présentent des
caractéristiques de vieillissement accéléré), alors que les sourisp53™7*! Mdm4™ et les
sourisp53+/A3 ! Mdm4 A (exprimant des niveaux faibles de MDM4 pleine longueur)

. +/-
3ASVASIZT tout comme les souris Mdm2"

présentent le méme phénotype que les souris p5
Mdm4 2. Ces derniéres expriment des niveaux ¢élevés de p53 traduite a partir d’un alléle
sauvage, ce qui démontre que les phénotypes observés sont dus a la sur-activation de p53 et

non pas a I’effet de la mutation p53°*!

elle-méme. Ces résultats révélent qu’une variation de
I’activité de p53 d’un facteur deux est suffisante pour induire une aplasie médullaire 1étale, ce
qui démontre I’importance physiologique de la régulation trés précise de p53.

De facon intéressante, I’étude du modeéle murin délété pour les 24 derniers acides
aminés (Trp53°“™ou Trp53“%*), quia suivi la nétre,montre des phénotypes similaires : les

: ACTD/ACTD
souris Trp53 CIbAc

meurent également prématurément (autour de 2 semaines apres la
naissance) et développent un défaut de I’hématopoiese (une anémie sévere, un déficit en
cellules progénitrices de la moelle osseuseetun cceur hypertrophique) et des défauts
développementaux (anomalies cérébelleuses, petite taille et hyperpigmentation cutanée, etc.).
Comme discuté ci-dessus, la p53 mutée est suractivée dans la moelle et I’analyse des souris
Trp53ACTD/+ et Trp53ACTD/' (qui survivent et présentent un défaut hématopoiétique moins

sévere) corrobore notre conclusion que le défaut médullaire est dépendant de la dose de p53 et

que le niveau et/ou I'activité de p53 dictent les phénotypes observés **.

En conclusion, notre modéle murin, qui modélise le syndrome télomérique
dyskératose congénitale,ainsi que d’autres modéles de sur-activation de p53 démontrent que
ce gardien du génome doit étre finement régulé au niveau physiologique et que sa réactivation
en thérapie anti-tumorale doit étre maitrisée afin d’éviter les effets déléteres. En effet, si une
activité anormalement basse de p53 favorise 1’apparition de cancers, une activité accrue peut
conduire & un vieillissement accéléré, voire une Iétalité précoce par aplasie médullaire, ou

méme embryonnaireen cas d’activation excessive(Figure 15).
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. p53
Phg?:gplc Activity Mouse Strain Phenotype p53 Status Reference
Level
Jones, et al, 1995
- Lethal at E3.5 Stabilized, Active Wild- 53 da Ge.n:.lunn_ stal, 1995
Mdm2-/ ' 2eeh Chirvez-Ruyes. ol al, 2003
oyes. ol al
Parant, ot al 2001
Embryonic Mdmr*"‘ Lethal at E7.5-11.5 Stabilized, Active Wild-type p53 :;;?-ID:: a;iii"oz?m
Lethality p5325,26ﬂ Lethal at E12.5-13.5 Stabilized Transactivation-Selective p53 Van Nostrand, et al, 2014
Lethal at E13.5-15.5;
p5325,26,53,54/+ Elerctysas ol Transactivation-Dead Mutant p53 A N
CHARGE syndrome A e D
Partial Embryonic
Mdm2+/-:Mdmx*/- | Hy;f:,:'s"-;': mdmﬂa,;m Partially Stabilized, Active Wild-type p53 Terzian, et al. 2007
Failure; Lethality by P14
Growth Retardation;
Mdm2-/~; Hemalopositic Failure;
53515C/515C Impaired Cerebellar p53 Arg to Pro Mutation at Residue 172 Liu, et al, 2007
p Development; and Mdm2 loss
Lethality between P12-15
Homut_upueilic Failure;
p53ACTD/ACTD "“pg:x’hi:n'::f_"ar Lacking C-terminal 24 amino acids Hamard, of al, 2013
Postnatal Lathality by P14
Defects and Phenotypes of
Lethality p53A31/A31 D’?rk:&nﬂ:s: Dec nl'ec"’;'f““; Lacking C-terminal 31 amino acids Simeonova, et al, 2013
Lethality between P14-43
Partial Premalure Aging: Phosphorylation Mimic: A ic Acid
TSD/- osphorylation Mimic: Aspartic Ach ;
p53 i sy Mutation of Thr21 and Ser23 M e AT
ATAD _Radiosensitive; Growth | mgm2-null Allele and Hypomorphic Mdm2 Allele: | wendrysa, ot i, 2008
Mdm2Puro/s7- P Ly 30% Mdm2 Levels Relative to Wild-type Mendrysa, et i, 2003
p53*/m ',’r’e'“’“.‘,'e Aging; C-terminal Fragment of p53 and Wild-type p53 | Tyner. et al. 2002
Premature Transgenic Overexpression of ps3 with Deleti
Aging p53A40 Premature Aging of Amino Acids 1-40 Comprising the First | Maier et al. 2004
Transactivation Domain
1 it Radiosansitive: 2 Wild-type Alleles Plus Extra 1-2 Coples of aBAC | . -0
Radiosensitive Super p53 Tumor Resistant Transgene Encompassing the p53 Locus g
Wild-type p53*/* Wild-type Wild-type p53
Tonehower. ol al, 1952
- Jacks, et al, 1994
p53+f Increased Tumorigenesis Reduced p53 Levels P st al 1008 -
Venkatachalam. et al 1
Increased ;
Tumorigenesis p5325,26, 53,54/ E“"_I"_:Phﬂ')' Increased Transactivation-Dead Mutant p53 Van Nostrand, et al, 2014
e
534. Exencephaly; Increased Nop53 Purtie, ot o, 1064
P Tumorigenesis Sah, et al, 1985
Armsirong. el al, 1995

Figure 15: Tableau résumant les modéles murins exprimant des niveaux décroissants de
p53 et les phénotypes associés. Figure extraite de réf. 2

IL.C. p53 etsyndromes d’insuffisance médullaire

II.C.1. Similitudes cliniques

Comme présenté dans I’Introduction (paragraphes V.B), les syndromes de dyskératose

congénitale (DC) et d’anémie de Fanconi (FA) présentent des similitudes cliniques résumées

dans le Tableau 3 ci-dessous.
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[

Fibrose pulmonaire
Maladies du foie
Nécrose vasculaire

Carcinomes de la sphére ORL et

C

Hyperpigmentation cutanée

(et Syndrome de Hoyeraal- bysiop > Spinsle mé.dullaire. PIOEFesSVe  ovanose des conduits ano-gén_ltabe Téloméres trés courts
Hreldarsson] Leucoplasie orale plus ou moins tardive Abicihis teaticatalie Leucémies
i Petite taille P Myélodysplasies

Hypoplasie cerebelleuse
Ceeur hypertrophique

Carcinomes de la sphire ORL et
Microphthalmie ano-génitale

Anomalies du pouce Malformations cardiaques, Leucémies
i Fancani Anomalies du radius Aplasie médullaire progressive  rénales et génito-urinaires Myélodysplasie Défauts de réparation des ponts
Petite taille précoce Macrocytose Carcinomes de la peau et du tube inter-brins de I'ADN
Hyperpigmentation cutanée Taux élevé d'hémoglobine foetale digestif
[taches « café au lait ») {+ Tumeurs du cerveau et du rein
pour FD1)

Tableau 3: Tableau cliniquedes maladies de DC et FA. En gras les symptomes communs
aux deux.

Ces deux maladies d’insuffisance médullaire sont pourtant distinctes du point de vue
cellulaire et moléculaire. La cause de déces est commune par aplasie médullaire : épuisement
des cellules souches hématopoiétiques (HSCs) par sénescence ou par apoptose di au
raccourcissement télomérique pour la DC ou a I’exceés des signaux de dommages a I’ADN
non réparés pour la FA. Pour ces deux maladies, le traitement par transplantation de HSCs est
de plus en plus efficace, tout comme le suivi post-transplantation®”. Ainsi, le taux de survie
des patients et leur espérance de vie sont croissants, ce qui signifie que les anomalies
secondaires non-hématologiques doivent étre examinées avec plus d’attention qu’auparavant
et traitées. Dans ce cadre, la discrimination entre les deux syndromes est importante et
nécessite une meilleure connaissance des causes génétiques qui les distinguent et des bases
moléculaires qui les relient.

Plus encore, les deux maladies partagent également ’instabilit¢ génétique inhérente
aux défauts de réplication et de maintenance des télomeres ou au défaut de réparation des
ponts inter-brins d’ADN. De fagon intéressante, des patients FA présentent des
dysfonctionnements télomériques comme la perte ou les cassures des télomeéres dans le sang
périphérique, les fusions des téloméres et le raccourcissement global des téloméres. En effet,
le dysfonctionnement télomérique est retrouvé (plus ou moins marqué) dans plusieurs
maladies des syndromes d’insuffisance médullaire. Le compartiment hématopoiétique est trés
sensible a la longueur des télomeres car il se régénere rapidement. Dans la DC, la présence de
télomeres courts n’est pas limitée aux cellules sanguines mais observée également dans les
fibroblastes et les cellules buccales par exemple. L’érosion des télomeéres joue un role tres
important dans cette pathologie, alors que dans la FA, elle est considérée comme la
conséquence du dysfonctionnement de la voie Fanconi de réparation de I’ADN. Dans ce

syndrome, certains leucocytes présentent des téloméres courts mais pas aussi atteints que dans
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les cellules DC. Le mécanisme moléculaire proposé est I’accumulation de cassures non
réparées au niveau des télomeres conduisant a un raccourcissement réplicatif d au défaut de
la machinerie de réparation et une réponse au stress oxydatif 2%,

La protéine centrale FANCD2 monoubiquitinée semble jouer un role dans la
maintenance alternative de la longueur des télomeéres ou ALT (Alternate Lengthening of
Telomeres) par recombinaison homologue dans les cellules qui ne réactivent pas la
télomérase”®. Dans ces cellules FANCD2 colocalise aux téloméres avec la protéine TRF1 (du
complexe « shelterin » de protection des télomeres).En effet, des interactions directes entre la
protéine FANCD2 et I’ADN télomérique ont ét¢ montrées dans des cellules ALT, et cette
localisation dépend de FANCA, FANCL et ATR **.De plus FANCD?2 participe au maintien
de la stabilit¢ des téloméres en empéchant la délocalisation de TRF1 par inhibition de sa
ribosylation par Tankyrasel®’. Cette étude a également montré que la perte de FANCD2
entraine la formation de structures télomériques extra-chromosomiques ainsi qu’une
régulation négative de TRF1 dans des cellules mutées pour FANCDZ2. Par ailleurs,la
localisation de FANCD2 aux foyers de pontages inter-brins intervient via Apollo, dont un
variant d’épissage a été retrouvé chez des patients HHS®'', suggérant un role de cette
interaction sue le développement de la maladie chez ces patients’. Ainsi, certains
lymphocytes de patients FA (notamment ayant une mutation deFANCDZ2) présentent des
téloméres anormalement courts”’>,mais ces observations ne sont pas présentes chez tous les
patients FA et la relation entre la voie Fanconi et les télomeéres reste a éclaircir. De plus, la
délétion de FANCA et FANCD? entraine un raccourcissement des télomeres et une diminution
des échanges entre chromatides sceurs aux téloméres®®2"’. Par ailleurs, certaines protéines du
complexe central semblent jouer un role dans la maintenance des téloméres comme FANCC
par exemple dans les conditions de stress réplicatifou durant le processus ALT par
recombinaison homologue®”. Concernant les protéines FANC du complexe effecteur, une
implication possible de SLX4 (FANCP) dans le maintien des téloméres est suggérée par sa
présence aux téloméres en complexe avec la protéine shelterin TRF2*™*. Cette nucléase joue
un role dans la régulation négative de la longueur des télomeres, la régulation de la
recombinaison des télomeéres et la prévention des défauts de réplication des télomeres,
probablement en éliminant les structures ADN intermédiaires”**>?’°_ De plus, FANCJ est
une hélicase impliquée dans le maintien de la stabilité du génome en facilitant la progression
de la réplication par déplacement des structures G4, une action également importante pour la
maintenance des télomeéres et leur réplication. FANC]J a été retrouvée aux télomeres mais son

role précis dans la biologie des téloméres n’est pas encore établi *®*. Enfin FANCDI
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(BRCA2) est requise pour I’homéostasie des télomeres et peut Etre particulierement
importante pour la réplication des brins télomériques retardés, riches en guanine " via son
role dans la recombinaison homologue. En effet, les tumeurs mammaires murines déficientes
pour Brca2 accumulent des foyers de dommages de 1’ADN induits par le dysfonctionnement
télomérique (TIFs). De plus, chez I’Homme, les tumeurs du sein mutées pour BRCA2

présentent des téloméres courts 2.

II.C.2.Implication de p53 dans ces syndromes

La voie p53 est impliquée dans la régulation de I’hématopoiese. Comme indiqué
précédemment, 1’activation dérégulée de cette voie affecte sévérement ce processus.Pour ces
mémes raisons, le systéeme hématopoiétique est particuliérement vulnérable auxdommages de
I’ADN, d’autant plus que leur taux de renouvellement est élevé. Le compartiment
hématopoiétique contient des cellules prolifératives qui sont trés sensibles aux niveaux de
MDM2 et MDM4 et a ’activité de p53 résultante. p53 est exprimée dans les cellules souches
hématopoiétiques (HSCs) et régule, au niveau basal, leur quiescence et leur auto-
renouvelement. Méme si les altérations génétiques de 7P53 sont rares dans les tumeurs
hématologiques (probablement parce que la perte de p53 compromet la fonctionnalité des
HSCs), elles sont associées a un mauvais pronostic et des amplifications des génes codant
pour ses principaux régulateurs MDM2 et MDM4 sont fréquemment retrouvées dans ce type
de tumeurs. Une activation excessive de p53 affecte, au contraire, la cellularité¢ de plusieurs
organes comme la moelle ou le foie, et conduit a la perte des progéniteurs hématopoiétiques.
Ainsi, la régulation précise de 1’activité de p53 est critique pour le maintien de I’homéostasie
physiologique ou la réparation des tissus endommagés, notamment dans les organes a
renouvellement cellulaire rapide comme la moelle osseuse 97,

Le role que joue p53 dans le maintien de 1’homéostasie du compartiment
hématopoictique explique ainsi le phénotype d’insuffisance médullaire commun aux modéles
murins suractivés pour p53 que nous venons de voir, dont celui trés sévere et 1étal des souris
p53>A31/A3 !. Ce phénotype est également le dénominateur commun entre les téloméropathies,
I’anémie de Fanconi et les ribosomopathies (voir Introduction paragraphe V.B). Notre mode¢le
murin p53**' nous a permis de montrer qu’une sur-activation de p53 peut entrainer des
phénotypes (plus ou moins marqués) de ces trois maladies et que p53 régule négativement les
voies de maintien des téloméres *°’, de réparation des ponts inter-brins de I’ADN * et de la

maturation des ARNss ribosomaux (données préliminaires non publiéeset en concordance avec

les données de Marcel et al.**).
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Nos observations sur les cellules murines sont également validéesdans lescellules
humaines, ce qui laisse supposer que des altérations dans la voie p53 peuvent étre a 1’origine

de ces maladies. En effet, les souris p53°°"43!

modélisent la dyskératose congénitale (DC) qui
est ’archétype des syndromes de raccourcissement télomérique chez I’Homme, et les deux
geénes responsables de la plupart des cas de DC et de ses formes sévéres (DKCI et RTELI)
sont régulés négativement chezla souris et chez I’Homme. Le fait que 1’anémie de Fanconi est
un syndrome d’insuffisance médullaire chez I’Hommesuggere que ce défaut dans la voie
Fanconi contribue au phénotype d’aplasie médullaire chez les souris p53A31/ A1 d autant plus
que nous montrons qu’un grand nombre des génes FANC sont régulés négativement par p53
chez la souris et chez I’Homme. Cependant, les souris délétés de génes Fanc présentent peu,
ou pas, de défauts hématologiques en absence de stress supplémentaires (comme les agents
alkylants)™', alors que I’aplasie médullaire apparait spontanément chez les souris modélisant
un défaut télomérique (souris Potlb” mTR" par exemple)*®® tout comme chez les souris

5343831 pe plus, nous montrons que les niveaux du géne Rtell, proche du locus Agouti sur

p
le chromosome 2, jouent un rdle dans la survie des souris p53A31/A31de fond génétique mixte
(C57BL/6-129/Sv). Ce geéne est essentiellement un régulateur de la longueur des télomeéres
muté chez des patients DC, alors qu’aucun géne Fanc n’est localisé a proximité du locus
Agouti. Toutes ces observations indiquent que le dysfonctionnement télomérique est le

A31/A31
3

phénotype qui joue un réle dominant dans I’aplasie médullaire des souris p5 et que p53

est un régulateur du métabolisme des téloméres. Récemment, 1’équipe de Paul Lieberman a
montré que p53 joue un autre role dans la maintenance de 'intégrité du génome et des
télomeres via la transcription de régions sub-télomériques dont ’ARN TERRA (telomere

repeat encoding RNA)™

p53A31/A31

, une activité qu’il serait intéressant de mesurer sur les cellules
. La régulation du métabolisme des télomeéres est donc un aspect majeur et
émergeant de p53 mais qui pourrait &tre a double face selon le statut, le niveau et 1’activité de
ce « gardien du génome ».

De plus, alors que des mutations germinales trés pénétrantes des genes FANC ont été
retrouvées chez 95% des patients atteints d’anémie de Fanconi (FA), environ 30% des cas de
dyskératose congénitale sont idiopathiques, leur origine moléculaire n’ayantpas encore été
trouvée.Des mutations causales des syndromes télomériques ou de FAsonttoujours
découvertes dans des génes connus ou de nouveaux génes impliqués dans le métabolisme des
télomeres ou dans la réparation de ’ADN. Ainsi, une mutation sur un nouveau géne a été
trouvée récemment chez un patient atteint d’anémie de Fanconi. Ce géne s’ajoute a la liste des

génes FANC (20 génes au total & ce jour) sous le nom de FANCU*® 11 code pour la protéine
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XRCC2impliquée dans la réparation des cassures double-brins en aval de la voie Fanconi.De
plus, le géne le plus récemment identifié chez des patients atteints de DC est le géne PARN

qui est une ribonucléase spécifique des poly(A) %

. Plusieurs hypotheses sont émises sur le
role de PARN dans le métabolisme des téloméres : la déficience en PARN entraine la perte de
la voie de dégradation des ARNm non-sens(Nonsense-Mediated mRNA Decayou NMD) qui
joue également un rdle important dans les HSCs, causant des défauts aux téloméres “**;PARN
joue un role dans la maturation et la stabilit¢ de I’ARN de la télomérase (TERC) par
déadenylation **'**2Il est également possible que la déficience de PARN affecte la
maintenance des télomeres via pS3 puisque PARN semble agir principalement en favorisant
la dégradation de ’ARNm de TP53™. Cet effet est visible dans les cellules de patients
déficients pour PARN qui présentent une réduction dans les niveaux des transcrits de DKCI,
RTELI et TERFI, ainsi qu’une augmentation de ’ARNm de 7P53*°. Ainsi PARN est un
exemple de régulateur (non spécifique) de p53,muté chez des patients DC.Notre postulat est
que des mutations (ou polymorphismes) dans les régulateurs principaux de p53 ou de p53 lui-
mémepuissent encore étre trouvées chez les patients idiopathiques (30%). Ainsi, les résultats
de notre étude montrentqu’il serait pertinent derechercher des variations dans la séquence du
géne TP53 ou des génes de sa voie (notamment MDM?2 et MDM4) chez ces patients, et donc
d’inclure ces génes dans les tests de séquengage diagnostiques. De plus, nos observations
suggerent que des altérations (génétiques ou somatiques) dans la voie p53 aggravent le
tableau clinique des patients souffrant de cette maladie. On peut supposer qu’une activité
anormale de p53 dans les cellules des patients Hoyeraal Hreidarsson (HH) souffrant d’une
forme sévéere de DC soit responsable de la gravité des symptomes de ces patients par rapport a
des patients atteints d’une forme simple de DC et exprimant la méme mutation causale mais

sans anomalie de la voie p53.

I1.C.3. La voie p53 au carrefour entre DC et FA

Le role de certaines protéines FANC, et notamment FANCD2, dans la biologie des
télomeéres nous a incité a évaluer la régulation de FANCD?2 par p53, dans le cadre de notre
¢tude de I’implication de p53 dans le métabolisme des télomeres (Article n°4). Nous avons
ainsi pu montrer que p53 régule négativement Fancd?2, mais également onze autres genes de
la voie Fanconi (dont Fancj), en plus des 10 génes impliqués dans le métabolisme des
téloméres chez la souris (ainsi que de la plupart d’entre eux chez I’'Homme) 2”°. Cette étude
nous a permis de souligner davantagele réle de p53 dans la régulation du métabolisme

télomérique, et 1’intérét de le séquencer chez les patients DC. Nous avons aussi pu découvrir
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I’implication de p53 dans I’inhibition de la voie Fanconi de réparation des ponts inter-brins de
I’ADN, ce qui est inattendu en raison du role classique de p53 comme « gardien du génome ».
En effet, le lien entre p53 et la voie Fanconi communément admis découle plutot du fait que
les dommages a I’ADN activent la voie p53,et que I’activation exacerbée de p53 dans les
cellules Fanconiest responsable du phénotype d’insuffisance médullaire (voir Introduction fin
du paragraphe V.B.2.)

Nos observations ont une retombée sur la compréhension des similitudes cliniques
entre ces deux maladies. En effet, des télomeres anormalement courts, ainsi que des
dommages a ’ADN non réparés, sont des stress cellulaires qui activent la voie p53. Nous
avons montré qu’une activation maintenue de p53 entraine la régulation négative d’une
panoplie de génes impliqués dans le métabolisme des télomeéres et dans la voie Fanconi de
réparation de I’ADN. Ainsi une boucle positive de régulation opére entre le
dysfonctionnement télomérique et les défauts de réparation de ’ADN d’une part et
I’activation de p53 d’autre part (Figure 16). Par ailleurs, une boucle de rétrocontrdle négatif
existe entre p53 et ses régulateurs constituant un frein a la boucle positive. Sachant que ce
frein peut étre perdu dans certaines pathologies, ceci alimenterait la boucle positive entrainant
I’accumulation de défautsdans des voies différentes du stimulus initial. On peut ainsi émettre
I’hypothese que dans des cellules Fanconi ’activation continue de p53 entraine la régulation
négative d’un nombre de geénes impliqués dans le métabolisme des téloméres, conduisant
ainsi @ un défaut dans la machinerie de maintien de la longueur des télomeres. Cette
hypothése explique le phénotype de télomeres courts chez certains patients FA. Ce lien entre
les deux types de défauts cellulaires, via p53, est subtil puisqu’il ne mime pas complétement
les mutations inactivatrices causales mais réduit 1’expression de protéines importantes dans
I’une ou I’autre des voies. D’autres phénotypes partagés entre les deux maladies (voir Tableau
3) comme [Dinsuffisance médullaire, 1I’hypogonadisme, les défauts cardiaques,
I’hyperpigmentation cutanée et la petite taille ainsi que des signes de vieillissement accéléré
(cheveux gris, anomalies squelettiques) rappellent les manifestations d’une p53 hyperactive
(voir paragraphe II.B). Ainsices similitudes cliniques entre les deux syndromes (qui
conduisent dans certains cas a une confusion au diagnostic) peuvent découler en partie de
I’activation excessive de p53. De plus, au vu des nombreux polymorphismes qui affectent la
voie p53 (SNPs dans les genes TP53, MDM2, MDM4 et CDKNIA par exemple), les niveaux
de p53 et de sa régulation varient au sein de la population humaine, ce qui se traduit par une

boucle positive plus ou moins forte selon ’activité résultante de p53. Nous postulons donc
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que cette variation individuelle contribue a la variabilité clinique des phénotypes entre deux

patients exprimant la méme mutation causale.
- 1

Fen1
Fancd2
Recqld

p53 activation

Timeless

Telomere DNA
Metabolism Repair

Figure 16: Schéma simplifié des boucles de rétrocontrole. Des défauts dans la réparation
des dommages a I’ADN ou dans la maintenance des télomeres activent la voie p53 (1) qui
régule négativement un nombre de génes impliqués dans le métabolisme des télomeres et/ou
dans la réparation de I’ADN (2), entrainant une accumulation des défauts de I’ADN et de la
longueur des télomeéres (3), ce qui définit la boucle de rétrocontrdle positif (en vert). Dans des
cellules WT non stressées, cette boucle serait contrebalancée par la boucle de rétrocontrole
négatif (en rouge) entre p53 et son ubiquitine ligase MDM2 (4 et 5). En fonction de I’état de
stress cellulaire qui active p53 et/ou les niveaux de ses régulateurs, I’une de ces deux boucles
peut prendre le dessus et dicter la sévérité du phénotype cellulaire.

I1.C.4. Insuffisances médullaires, p53 et cancer

Un autre point commun entre les patients atteints de dyskératose congénitale (DC) et
d’anémie de Fanconi (FA), est leur prédisposition a développer des tumeurs (du méme
spectre).Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette prédisposition au cancer. Par exemple,
les télomeres courts des patients DC limitent la capacité proliférative du systéme immunitaire
adaptatif et cette immunodéficience conduit & un défaut de la surveillance anti-tumorale®*.
Par ailleurs, les cellules qui entrent en sénescence réplicative (induite par le raccourcissement
télomérique) sécrétent des facteurs qui favorisent I’inflammation et le développement des
tumeurs. De plus, il est possible que I’incidence élevée de cancer soit intrinséque a la

défaillance des organes affectés par ces maladies, notamment la moelle osseuse. En effet, la

forte incidence des cancers hématologiques dans ces deux maladies peut étre expliquée par la
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dépopulation des cellules souches hématopoiétiques (HSC) suivie par la sélection des HSCs
ayant retenu une capacité proliférative **’. Enfin, des mutations dans certains génes impliqués
dans 1’'une ou I’autre des maladies peuvent jouer un réle dans le développement des tumeurs
chez les patients. Ceci est particuliérement pertinent dans le cas de I’anémie de Fanconi,
puisque le bon fonctionnement des mécanismes de réparation des dommages a I’ADN est
essentiel pour I’échappement au cancer '* et que les génes FANCS et FANCDI par exemple
codent respectivement pour les suppresseurs de tumeur BRCA1 et BRCA2. De plus,
I’inactivation de FANCD?2 entraine la régulation positive de 1’oncogéne ANp63, ce qui
contribue au développement tumoral 2*®. Un autre exemple en faveur de cette hypothése est
que des polymorphismes dans la séquence de RTELI humain (dont des mutations sont
responsables de cas de DC/HH) ou des mutations hypomorphes de Rfel/l chez la souris
semblent augmenter la susceptibilit¢ a certains types de cancers (hépatiques, lymphomes,
gliomes) 2.

Par ailleurs, cette prédisposition peut étre due a I’instabilité génomique partagée par
les deux syndromes. Encore une fois le lien que nous avons mis en évidence entre ces deux
maladies, via p53, pourrait étre un facteur aggravant, qui expliquerait cette similitude. En
effet, comme nous venons de voir, les défauts dans 1’une ou 1’autre des voies (de maintenance
des télomeres ou de réparation de I’ADN) activent p53 conduisant a une régulation négative
de ces deux voies et a une accumulation des dommages a I’ADN. Dans les cellules de patients
DC, des télomeres courts créent des dommages a I’ADN (des signaux de dommages a I’ADN
aux télomeres, des fusions télomériques et des réarrangements chromosomiques) qui activent
les voies canoniques de réparation des cassures double-brins. Ainsi, si la voie Fanconi de
réparation est également affectée dans ces cellules (par activation de p53), ces dommages
seront maintenus, conduisant a une instabilit¢ du génome. Un argument en faveur de cette
hypothéseest le fait que certaines cellules de patients DC sont hypersensibles a la Mitomycine

s . . . . 200,288
C, une caractéristique typique d’un défaut dans la voie Fanconi

. Cette hypothéese
permettrait d’expliquer comment des cellules aux télomeres courts, et donc au potentiel
prolifératif réduit, sont néanmoins sujettes a la transformation cancéreuse. A 1’inverse, dans
les cellules ou la voie Fanconi est atteinte, etou une activation excessive de p53 entraine un
défaut télomérique créant des dommages supplémentaires,la machinerie de réparation peut
étre rapidement saturée et les dommages s’accumulent. Dans ce cas, p53 contribuerait a
augmenter une instabilité génomique favorable au développement de tumeurs, sachant que les

défauts des mécanismes de réparation de I’ADN sont sélectionnés durant le développement et

la progression tumorale (tolérance au stress réplicatif, taux de mutations élevé, etc.)”'. En
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accord avec nos conclusions, des études ont montré que I’hyper-activation de la voie de
réparation dépendante de p21 (géne cible de p53) contribue a la progression de leucémies
(souvent retrouvées dans ces deux maladies) 2*’.

De plus, les cellules qui accumulent des dommages,en raison de leur instabilité
génomique, subissent une pression de sélection au cours de la transformation tumorale pour
désactiver p53 (souvent par mutations mais aussi par délétion), favorisant ainsi le
développement de cancer. Ainsi, I’implication de nos observations dans le processus de
développement du cancer est validée par des analyses transcriptomiques qui montrent que
dans les cancers de haut grade, la voie p53 est inactivée et quecette perte est corrélée avec une
augmentation de I’expression d’un nombre de genes FANC. Plus encore, la pertinence de nos
observations en matiére de cancérologie est soulignée par le potentiel thérapeutique de nos
résultats. En effet, nous montrons que des molécules activatrices de la voie p53 (comme la
Nutlin) permettent d’augmenter la sensibilité aux agents induisant des dommages a ’ADN
des cellules cancéreuses qui retiennent une voie p53 fonctionnelle. Cette stratégie semble
prometteuse mais doit étre employée avec précaution afin d’éviter les effets secondaires de
I’activation de p53 dans les tissus normaux, en particulier dans le compartiment

’ By r \ . A31
hématopoiétique, comme nous 1’avons montré dans notre modele murin p5S3~°".
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III. Conclusions

\ - Y217
Nos deux modéles murins,p537*'7C

exprimant une mutation équivalente d’un
« hotspot » dans les cancers humains et p53**'délété du domaine C-terminal de p53, nous ont
permis de montrer que le juste dosage de p53 est trés important pour I’homéostasie des
cellules et pour la survie de I’organisme (Figure 17). Une activité faible ou altérée de ce
suppresseur de tumeur entraine le développement rapide de tumeurs trés invasives et au

+/Y217C

potentiel métastatique important. Les souris p53 modélisent le syndrome Li-Fraumeni

de prédisposition aux cancers familiaux. Restaurer la bonne fonction de p53 dans les cellules

Y2I7CN2UTC (nstituent

mutées présente donc un intérét thérapeutique majeur et les souris p53
un modele préclinique pour I’évaluation in vivo d’une stratégie anti-tumorale ciblée.
Cependant les stratégies qui visent a augmenter I’activité de p53 doivent étre appliquées avec
précaution et au sein de thérapies individualisées.

En effet, nous avons également montré qu’une sur-activation de p53 peut causer des
effets néfastes, notamment une cytotoxicité dans le compartiment hématopoiétique, et ceci en
régulant négativement des voies de maintien de la stabilit¢ génomique qui sont la
maintenance des téloméres et la réparation de ’ADN. Les souris p53“*"*!(suractivées pour
p53)modélisent le syndrome télomérique dyskératose congénitale et présentent également des
caractéristiques de 1’anémie de Fanconi.Ces deux maladies appartiennent au groupe des
syndromes d’insuffisance médullaire qui entrainent une mort précoce par aplasie médullaire
et prédisposent au cancer. Ce « gardien du génome » constitue donc une épée a double
tranchant pour I’organisme et sa régulation fine est d’'une importance physiologique majeure.
Ses fonctions variées ne cessent d’émerger et nos résultats montrent que cette « tumor protein
53 » est impliquée dans d’autres pathologies que le cancer(voir également 1’article n°5, en

annexe).
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Germline Germline
p53 mutation WT p53 p53 mutation
alters core removes
DNA-binding C-terminal
domain domain

Decreased Normal Increased
p53 activity p53 activity p53 activity
Mouse model of Healthy Mouse model of
Li-Fraumeni mouse Inherited Bone Marrow
Syndrome Failure Syndrome
Cancer Dyskeratosis Congenita

Fanconi Anemia

Jaber et al. (In preparation) Simeonova et al. Cell Rep 2013
Jaber, Toufektchan et al. Nature Com 2016

Figure 17 : De la mesure en toute chose : dérégulation de p53, cancer et syndromes
d’insuffisance médullaire.
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Article n°5

De la mesure en toute chose: dérégulation de p53. cancer et syndromes
télomériques

Sara Jaber, Iva Simeonova et Franck Toledo

Médecine/Sciences (2013) 12: 1071-1073.
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NOUVELLE

De la mesure en toute chose :
dérégulation de p53, cancer
et syndromes télomériques

Sara Jaber, Iva Simeonova, Franck Toledo

Inactivation de p53 dans les cancers
p53 est 'un des facteurs de transcrip-
tion les plus étudiés du fait de son
importance clinique. En effet, le géne
TP53 est muté dans plus de la moitié
des cancers sporadiques, et la plupart
des autres cancers surexpriment Mdm?2
ou Mdmd, les principaux régulateurs
négatifs de p53. De plus, les mutations
germinales de TP53 causent le syndrome
Li-Fraumeni de prédisposition au cancer
[1]. En réponse a divers stress cellu-
laires, notamment les cassures d’ADN
et les signaux oncogéniques, la pro-
téine p53 est stabilisée et activée. Elle
induit alors la transcription de multiples
génes impliqués dans I'arrét du cycle
cellulaire, la sénescence, I'apoptose et
diverses régulations métaboliques, qui
contribuent @ sa fonction de suppres-
seur de tumeur. Ainsi, p53 empéche la
prolifération de cellules dont le génome
est altéré, ce qui lui a valu le surnom de
« gardien du génome » [2].

La plupart des mutations du géne TP53
identifiées dans les cancers sont des
mutations faux-sens ; elles affectent
une région centrale de la protéine qui
correspond au domaine de liaison @
I’ADN qui reconnait les promoteurs des
genes cibles de p53. Ces mutations sont
essentiellement inactivatrices : elles
réduisent ou abolissent la capacité de
la protéine mutante a lier I'ADN, et donc
a réguler ses cibles transcriptionnelles.

La suractivation de p53 cause une

dyskératose congénitale chez la souris
La protéine p53 contient un second
domaine de liaison a I’ADN, en son extré-
mité carboxy-terminale (carboxy termi-

m/sn® 12, vol. 2%, décembre 2013
DO1: 10,1051 /medsci/ 20152712003

nal domain ou CTD) [3]. La fonction du
CTD restait toutefois controversée, d'au-
tant plus que ce domaine est sujet a de
nombreuses modifications post-traduc-
tionnelles aux effets régulateurs opposeés.
Pour mieux comprendre le role du CTD
in vivo, notre équipe a créé une souris
qui exprime une p53 tronquée de son
domaine carboxy-terminal (p53%!), via
I'intégration par recombinaison homo-
logue d'une mutation non-sens au locus
p53 dans des cellules souches embryon-
naires [4].

L'analyse des souris p§ a clai-
rement montré que la délétion du CTD
entraine une augmentation de |'acti-
vité de p53, indiquant ainsi que le CTD
exerce essentiellement un role régula-
teur négatif. Plus intéressant encore, la
plupart de ces souris meurent rapide-
ment aprés la naissance, en présentant
les symptdmes caractéristiques d'un
dysfonctionnement télomérique [4]. Ces
souris souffrent notamment d’aplasie
médullaire et de fibrose pulmonaire, et
leurs cellules ont des téloméres anor-
malement courts (Figure 1). En fait, ces
souris présentent la plupart des signes
cliniques d'une dyskératose congénitale
(DC), I'archétype des syndromes télo-
mériques (Tableau 1) [5]. Ces résultats
indiguent que p53 joue un réle majeur,
auparavant insoupgonné, dans la régu-
lation du métabolisme des téloméres.
Nous avons ensuite montré que I'activa-
tion de p53 conduit a une diminution de
I'expression de quatre génes impliqués
dans le maintien des

343 17431

télomeres : Dyskerin :'?ti:;‘:s":":“
eT. netal.,

(Dkel), Rtell, Tinf2 et jope 1138

Terf1 [4, 6] (-’) de ce numéro

'Génétique de la suppression tumorale,
Institut Curie, centre de recherche,

CNRS UMR 3244, UPMC Université Paris 6,
26, rue d'Ulm, 75248 Paris Cedex 05, France.
franck.toledo@curie. fr

Ces observations semblaient particuliére-
ment importantes puisque chez 'homme la
mutation de Dkel, Rtell ou TinfZ peut cau-
ser une dyskératose congénitale, alors que
Terfl a été impliqué dans I'aplasie médul-
laire. €n utilisant des souris p5323/431 de
fonds génétiques différents, nous avons
également observé qu'un niveau plus élevé
de Rtell permet d’atténuer la sévérité des
symptdmes des souris atteintes. Le phéno-
type télomérique causé par la délétion du
CTD dépend donc des niveaux d'expression
d’au moins I'un des génes télomériques
régulés par p53.

La suractivation de p53 peut-elle
causer une dyskératose congénitale
chez I'"homme ?

Nos résultats chez la souris posent évi-
demment la question de leur pertinence
en santé humaine. A ce titre, il est tout
d’abord important de constater que les
domaines carboxy-terminaux des pro-
téines p53 murine et humaine sont trés
conservés. Par ailleurs, nous avons ciblé
la mutation codant p53%%, ainsi que
trois autres mutations non-sens codant
respectivement p53°%, p53t45 oy p53tse,
dans des fibroblastes embryonnaires
murins par recombinaison homologue de
type Cre/Lox. De ces quatre mutations
affectant P'exon 10 du géne p53 murin,
seules les deux derniéres entrainent
des niveaux plus faibles d'expression et
d'activité de p53. Or les mutations non-
sens équivalentes recensées dans les
cancers humains codent également pour
une p53 tronquée d'au moins 45 acides
aminés [4]. Par ailleurs, une fraction
importante des patients atteints de
dyskératose congénitale (ou de son
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variant sévere le syndrome d’Hoyeraal-
Hreidarsson [6]) ont des mutations
dans les genes DKCI ou RTELI, et nous
avons montré que, comme chez la souris,
I'activation de la p53 humaine entraine
une diminution de I'expression de ces
deux génes.

Etant donné que les mutations des
genes dont I'implication dans une
dyskératose congénitale a été iden-
tifiée n'expliquent que 50 % des cas
cliniques, il devrait étre intéressant
de rechercher des mutations du géne
TP53 chez les patients souffrant d'un
syndrome télomérique dont I'origine
moléculaire reste inexpliquée.

Importance d’un dosage précis de p53
Outre sa fonction bien connue de suppres-
seur de tumeurs, p53 intervient dans des
processus trés variés tels que la longévité,
la fertilité et lo production de cellules
souches. P53 est également impliquée dans
certaines maladies comme le diabete et
différentes maladies (=) Voir la Synthase

nEudeégénérutiVEs de M. Lacroix et al.,

[7,8] (=»). page 1125 de ce numiro

mss n® 12, vol. 29, décembre 2013

Ces multiples fonctions justifient I'exis-
tence d’une régulation précise de p53
via - entre autres - ses principaux régu-
lateurs negatifs Mdm2 et Mdm4.

De fait, plusieurs modéles murins
ont révélé 'impact de variations des
niveaux d'activité de p53. En I'ab-
sence de p53, toutes les souris déve-
loppent des tumeurs, fatales en moins
de six mois [9]. A Pinverse, chez les
mutants Mdm2~" ou Mdm4™"", l'inca-
pacité d'inhiber p53 se traduit par une
létalité embryonnaire [10]. Entre ces
deux extrémes, différents phénotypes
intermédiaires ont été observés. Par
exemple, la plupart des souris expri-
mant des p53 mutantes dont I'activité
est réduite, mais non nulle (p53f7%°
ou p53%%), développent des tumeurs
dans la deuxieme année de leur vie
[11, 12]. Les souris Super-p53, dont
I'activité de p53 est une fois et demi
supérieure @ la normale, développent
moins de tumeurs que les souris sau-
vages [13]. Des souris p53"'™, expri-
mant une p53 mutante avec une acti-
vité un peu plus forte, sont également

Figure 1. Les souris exprimant la p53%%!

pré-
sentent des caractéristiqgues de dyskératose
congénitale. A. Marquage hématoxyline et
éosine d’une section de sternum. La rareté des
cellules (en bleu) dans la moelle osseuse de
ces souris indique un défaut d’hématopoiése.
B. Marquage au trichrome de Masson d'une
section de poumon. La coloration intense
du collagéne (en vert) démontre une fibrose
pulmonaire. (. Analyse de la longueur des
téloméres par FISH quantitative avec une
sonde spécifique des télomeres (en rouge).
La faible intensité du signal indique que les
chromosomes des cellules mutantes ont des
télomeéres anormalement courts.

résistantes au développement tumo-
ral, mais souffrent d'un vieillissement
accéléré [14]. Notre étude montre que
dans les souris p§34¥7431 yne activité
de p53 encore plus élevée conduit a un
raccourcissement télomérique et a une
aplasie médullaire, entrainant la mort
avant I'dge adulte. Il est important de
noter que la plupart des souris p53*/4%1
(que nous avons observées pendant
un an) ne présentent pas de phéno-
type notable, alors que les animaux
p53°/831 Mdm4*/~ présentent le méme
phénotype que les souris p539317431 [4],
Ces résultats révelent qu'une variation
de 'activité p53 d’un facteur deux
est suffisante pour induire ou non
une aplasie médullaire létale, ce qui
démontre |'importance physiologique
de la régulation trés précise de p§3.

Conclusion

De la mesure en toute chose: cette
maxime célébre semble s’appliquer par-
faitement a la régulation de p53. En
effet, si une activité anormalement basse
de p53 favorise I'apparition de cancers,
une activité accrue peut conduire @ un
vieillissement accéléré, voire une létalité
prépubére ou méme embryonnaire. Nos
résultats ont révélé que le controle du
métabolisme télomérique est une fone-
tion importante de p53, et qu'une régula-
tion fine de cette fonction est nécessaire
a la survie de 'animal. Ainsi, plus de
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Caractéristiques
phénotypiques des patients
atteints de DC

Caractéristiques physiques
(triade diagnostique)

Hyperpigmentation cutanée
Dystrophie unguéale
Leucoplasie orale

Symptémes pathologigues

Aplasie médullaire
Fibrose pulmonaire

Phénotype moléculaire
Dysfonctionnement télomérique

Autres phénotypes potentiellement
associés

Hypertrophie cardiaque
Taille réduite

Atrophie testiculaire
Hypoplasie cérébelleuse

Pourcentage
des souris p53431/431
présentant ces caractéristiques

100 %
8%
100 %

100 %
87 %

100 %

100 %
63 %

91 % (des mdles)
30 %

Tableau I. Manifestations phénotypiques de la dyskératose congénitale (DC) chez les souris

Pss&!h’-&sl_

30 ans apreés sa découverte, p53 ne cesse
de nous surprendre par I'étendue de ses
fonctions, et par la variété des consé-
quences de sa dérégulation. ¢
Moderation in all things: p53
deregulation, cancer and telomere
syndromes
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