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Avant-propos

Au niveau moléculaire, les propriétés oncogéniques de la protéine MDM2 ont
été jusqu’a présent principalement attribuées a son activité E3 ubiquitine ligase qui
conduit a la dégradation du suppresseur de tumeurs p53 par le protéasome. Cette
fonction de MDM2 fut a la base du développement de thérapies ciblées reposant sur
différentes molécules, telles que celles de la famille des nutlines, capables de
bloquer l'interaction entre p53 et MDM2 et de réactiver les fonctions suppresseur de
tumeurs de p53. Malheureusement, la plupart des essais cliniques réalisés avec ces
inhibiteurs pharmacologiques ont révélé un bénéfice thérapeutique faible, voire
inexistant, pour les patients atteints de liposarcomes. Aujourd’hui, des preuves
croissantes suggerent que les fonctions oncogéniques de MDM2 s’étendent au-dela
de son rble de regulateur négatif de p53. Parmi ces fonctions de MDMZ2
indépendantes de p53, notre laboratoire a récemment confirmé que MDM2 était
capable d’étre recruté a la chromatine afin de réguler un programme transcriptionnel
impliqué dans le métabolisme des acides aminés et plus particulierement dans celui
de la sérine et de la glycine (Riscal et al., Mol. Cell. 2016). Nous avons également
montré que MDM2 pouvait avoir une activité mitochondriale, ou il réprimait la
transcription du complexe | de la chaine respiratoire (codé par le génome
mitochondrial), contrélant ainsi la respiration, les fonctions du muscle squelettique et
la migration des cellules cancéreuses (Arena et al., Mol. Cell. 2018).

L’analyse d’échantillons frais de tumeurs humaines issus d'une collection
unique de sarcomes (banque clinico-biologique créée en 2016 au Centre régional de
lutte contre le cancer de Montpellier / ICM) m’a permis d’attester que MDM2 est
fortement recruté a la chromatine dans les liposarcomes (LPS) mais pas dans
d’autres types de sarcomes. Mon projet de thése vise a étudier le role de MDM2
dans le développement des LPS et a mieux comprendre les mécanismes qui
conduisent a son amplification systématique dans ce type tumoral. Exploitant une
collection unique de lignées cellulaires dérivées de patients LPS et de modéles de
xénogreffes de tumeurs dérivées directement de patients (PDX), mes travaux ont
permis de montrer pour la premiere fois que le réle de MDM2 dans le contréle du
meétabolisme de la sérine joue un réle essentiel dans le développement des
liposarcomes. De plus, l'utilisation d’un inhibiteur de MDM2 induisant sa dégradation
(SP141) constitue une nouvelle cible thérapeutique dans ce type tumoral.

Dans ce manuscrit, aprés une mise en contexte de la voie p53, je détaillerai nos
connaissances de l'onco-protéine MDM2, ainsi que les différentes approches
thérapeutiques qui visent a perturber ses fonctions dans les cellules cancéreuses.
L’introduction offrira ensuite un apergu général du métabolisme tumoral, et plus
particulierement celui lié au métabolisme de la sérine, puis se conclura par une
description clinique et biologique du liposarcome. Dans une deuxiéme partie, je
présenterai mes travaux de thése au travers d’'un article, pour lequel je suis premier
auteur, et du dépét de brevet qui en résulte, ainsi que les articles auxquels jai



participé au sein de I'équipe. Enfin, la derniére partie sera consacrée a une
discussion générale et une mise en perspective de 'ensemble de mes recherches.
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1C = one carbon metabolism

3-PPyr = 3-phosphohydroxypyruvate
ADN = Acide désoxyribonucléique
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ME = enzymes maliques
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MTHFR = méthyléne tétrahydrofolate
réductase
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cells 1
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PDGF = Platelet Derived Growth
Factor
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kinase
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PET (scan) = positron emission
tomography
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RING = Really Interesting Novel Gene
ROS = reactive oxygen species
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TP53 = transformation related protein
p53
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| - Le métabolisme des cellules cancéreuses

Au méme titre que Michael Jordan dans le basket-ball, les noms de Douglas
Hanahan et Robert Weinberg sont trés souvent évoqués dans la biologie du cancer.
Ceux-ci ont, en effet, regroupé des séries d’événements génétiques et épigénétiques
bouleversant de grandes capacités biologiques et ainsi listé les processus par
lesquels une cellule devient cancéreuse. « The hallmarks of cancer », que I'on peut
traduire par « les capacités distinctives du cancer », est l'article le plus cité de la
revue Cell et est devenu une référence dans le domaine de la biologie cellulaire.
Selon ses auteurs, l'instabilité génomique résultant de I'accumulation de multiples
lésions conduit a des changements majeurs dans la signalisation cellulaire, la
progression au travers du cycle cellulaire, a la résistance a la mort cellulaire et a la
mort réplicative, a 'augmentation de I'angiogenése, a l'activation de l'invasion et
donc a l'apparition de métastases. En 2011, avec les progrés de nos connaissances
conceptuels sur les mécanismes cellulaires, Hanahan et Weinberg proposent
d’étendre cette liste avec I'ajout de 2 « capacités » cruciales que sont la possibilité
d’échapper au systéme immunitaire et celle de reprogrammer le métabolisme
énergétique (Figure 1). C’est 'ensemble de ce processus multi-étapes qui permet a
une cellule de devenir maligne [1].

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Deregulating Avoiding
immune
destruction

Resisting Enabling
cell replicative
death immortality
Genome Tumor-
instability & _ promoting
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Figure 1: The hallmarks of cancer. Les différentes propriétés qu’acquiert une cellule
cancéreuse lui servent a échapper aux différents contréles de l'organisme, comme
l'apoptose, les suppresseurs de tumeurs ou encore le systéme immunitaire. Adapté de
Hanahan et Weinberg (2011) [1].
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La reprogrammation meétabolique par les cellules cancéreuses est devenue une
étape de la tumorigenése de plus en plus étudiée. Cette étape consiste, pour la
cellule cancéreuse, a augmenter son apport de métabolites et nutriments, constituant
la biomasse qui lui permettra de proliférer. L’'une des premiéres observations de
reprogrammation métabolique est ce qu’'on appelle encore aujourd’hui leffet
« Warburg », découvert il y a pres d'un siecle. Otto Warburg a montré que méme en
présence d’oxygéne, les cellules cancéreuses peuvent reprogrammer leur
métabolisme du glucose, et donc leur production d’énergie, en limitant leur
meétabolisme énergétique en grande partie a la glycolyse, ce qui conduit a un état dit
de « glycolyse aérobie ».

Les deux nutriments principalement utilisés par les cellules tumorales sont le glucose
et la glutamine. Ces deux métabolites sont en effet au cceur de plusieurs carrefours
meétaboliques et permettent ainsi aux cellules de maintenir ou générer 'assemblage
de nombreuses macromolécules. Bien évidemment, ce ne sont pas les seules
ressources des cellules cancéreuses, qui peuvent utiliser une multitude d’autres
molécules, comme les acides amineés, les vitamines ou encore les lipides. Ainsi, les
études visant a mieux comprendre I'importance des réseaux métaboliques dans les
cellules cancéreuses sont aujourd’hui source de nouvelles stratégies thérapeutiques
prometteuses et passionnantes.

Dans ce chapitre, jaborderai dans un premier temps les principales voies
meétaboliques empruntées par les cellules cancéreuses, puis je développerai plus en
détail le métabolisme de la sérine, une voie métabolique pouvant étre régulée, entre
autres, par 'oncogéne MDM2.
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1) La glycolyse

Le glucose est la principale source d’énergie des cellules eucaryotes. La source de
carbone qu’elle génere grace a la glycolyse est retrouvée dans de nombreuses voies
meétaboliques, telles que la voie des pentoses phosphates, le cycle de Krebs, la
synthése de nombreux acides aminés ou encore la glycosylation des lipides.

La glycolyse qui a lieu dans le cytoplasme est une suite de réactions chimiques en
10 étapes que l'on peut diviser en trois phases permettant in fine de produire du
pyruvate et de générer de I'énergie. La premiére phase, qui comprend les
réactions 1, 2 et 3, est une phase d’investissement énergétique puisqu’elle « colte »
a la cellule 2 molécules d’ATP pour 1 molécule de glucose. Cette étape permet
I'activation des hexoses par phosphorylations successives, ce qui génére par ailleurs
du glucose-6-phosphate pouvant emprunter la voie des pentoses phosphates. La
deuxieme phase (réactions4 et5) correspond au clivage du fructose-1,6-
bisphosphate en 2 molécules de glycéraldéhyde-3-phosphate. Enfin, la troisiéme
phase, qui génére 4 molécules d’ATP pour 1 molécule de glucose et offre un « retour
sur investissement » énergétique, aboutit a la syntheése de 2 molécules de pyruvate
(Figure 2).
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Figure 2 : Schéma des étapes de la glycolyse.

14



De par leur demande énergétique et de biosynthése de macromolécules, les cellules
hyper-prolifératives des tumeurs absorbent plus de glucose que le tissu sain
environnant [2]. Cette observation est d’ailleurs a la base d’un outil diagnostique
utilisé en routine pour détecter la présence de cellules cancéreuses. En effet, le PET
scan est un appareil d'imagerie consistant a mesurer l'incorporation d’'un produit de
contraste, le ®F fluorodeoxyglucose, un analogue radiomarqué du glucose, qui n’est
pas métabolisé au-dela des premiéres étapes de la glycolyse [3]. Cette augmentation
de Il'absorption du glucose corréle également souvent avec l'augmentation de
'expression du transporteur GLUT1 [4], qui peut étre notamment régulé par la
mutation KRAS [5].

Comme évoqué précédemment, il est intéressant de noter que la derniére étape de
la glycolyse est médiée par la pyruvate kinase (PK), qui convertit le PEP en pyruvate.
Cette enzyme existe sous deux isoformes : PKM1 et PKM2. Ce dernier est retrouvé
de facon plus abondante dans les cellules cancéreuses [6] [7], mais aussi sous une
forme dimérique dite « inactive » qui ralentit le flux glycolytique, permettant une
utilisation plus facile des intermédiaires de la glycolyse vers des voies branchées,
telles que la voie des pentoses phosphates [8].

La glycolyse est une voie métabolique clef soumise a une régulation fine, qu’elle soit
de type enzymatique (PFK2, PK), hormonal (insuline, glucagon) ou encore
transcriptionnel (PK, p53). De nombreuses études montrent que, lors de la mise en
place de l'effet Warburg, un grand nombre de génes impliqués dans le transport du
glucose et dans la glycolyse sont surexprimés dans différents types tumoraux [9]
[10]. Cibler certaines des enzymes de la glycolyse représente une approche
prometteuse dans les traitements anticancéreux [11].
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2) La glutaminolyse

La glutaminolyse est une voie métabolique dans laquelle la glutamine est lysée pour
aboutir a la formation de glutamate, a-kétoglutarate, aspartate, pyruvate, lactate,
alanine ou encore citrate. La glutamine, qui est I'acide aminé le plus abondant de
notre organisme [12], va participer a I'équilibre de la balance redox (biosynthése de
glutathion via le glutamate) mais aussi a la production de biomasse.

Duans la mesure ou, dans les cellules cancéreuses, le pyruvate est majoritairement
converti en lactate plutét qu’utilisé pour alimenter le TCA, les besoins de production
d’ATP mitochondrial diminuent. Pour compenser ces changements et maintenir un
cycle de Krebs fonctionnel, les cellules cancéreuses ont une glutaminolyse élevée.
La glutamine est transportée dans les cellules a travers des transporteurs, comme
SLC1AS et SLC7AS5, pour étre convertie en glutamate, puis en a-kétoglutarate par la
glutaminase (GLS) et la glutamate déshydrogénase (GDH), respectivement.

Aujourd’hui, difféerents inhibiteurs d’enzymes de cette voie métabolique (notamment
de GLS) ont été mis au point en tant que cible thérapeutique potentielle pour le
traitement du cancer [13] [14] (Figure 3).
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Figure 3 : La glutaminolyse. Représentation schématique de la glutaminolyse dans les
cellules cancéreuses. Les enzymes de la glutaminolyse (en bleu) sont des cibles potentielles
dans la lutte contre le cancer (inhibiteurs connus en rouge).
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3) La voie des pentoses phosphates

La voie des pentoses phosphates est une voie métabolique qui dérive de la glycolyse
au niveau du glucose-6-phosphate et qui permet l'inter-conversion des hexoses
phosphates en pentoses phosphates (Figure 4). Cette voie ne produit cependant ni
ATP ni NADH, mais permet de générer du NADPH, qui est utilisé pour son pouvoir
réducteur dans le cycle du glutathion (dans la lutte antioxydante) et pour la
biosynthése des acides gras et des stéroides. Outre le NADPH, la voie des pentoses
phosphates fournit du ribose 5-phosphate (R5P) précurseur de la synthése des
nucléotides. Cette voie, qui s’effectue dans le cytoplasme, est composée de deux
branches, une oxydative et l'autre non oxydative [15]. La branche oxydative
commence par I'entrée du G6P via la G6PDH pour donner in fine du R5P et deux
molécules de NADPH. Le R5P est le précurseur de phosphoribosyl pyrophosphate
(PRPP), lui-méme précurseur des nucléotides. La branche non oxydative produit
aussi du R5P mais a partir du F6P ou du G3P. L’avantage de cette branche réside
dans sa réversibilité. Lorsque les cellules cancéreuses nécessitent une grosse
quantité de NADPH, le couplage de ces deux branches peut fournir 6 molécules de
NADPH a partir d’'une seule molécule de glucose [16]. Cependant, contrairement aux
cellules non transformées qui produisent plus de R5P pour la biosynthése de
nucléotides a partir de la branche oxydative, les cellules cancéreuses utilisent la
branche non oxydative comme source principale de R5P [17] [18] [19]. Deux
enzymes importantes de cette branche non oxydative - transcétolase et
transaldolase — sont souvent surexprimées dans les cellules tumorales [20]. Le
rationnel de l'utilisation majoritaire de cette branche par les cellules cancéreuses
réside probablement dans le fait qu’elles ont besoin d’'une grande quantité de F6P et
de G3P et donc, a terme, de F-1,6BP, connu pour étre un régulateur négatif de la
G6PDH. Ainsi, la dépendance des cellules cancéreuses vis-a-vis de ces enzymes
permettant de produire des riboses suggere que ces enzymes peuvent étre des
cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement du cancer.
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Figure 4 : La voie des pentoses phosphates. Schématisation des deux branches de la
voie des pentoses phosphates. La branche oxydative composée de la phase 1 d’oxydation
(verte), et la branche non oxydative composée de la phase 2 d'isomérisation (violette) et de
la phase 3 de transfert des unités carbonées (jaune). Adapté de Jaspard et al (2013).
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4) Le cycle de Krebs

Le cycle de Krebs, ou « Tricarboxyl Acid Cycle » (TCA), est une voie métabolique
découverte en 1930 [21]. Elle constitue un ensemble de 8 réactions a l'intérieur de la
mitochondrie, aboutissant in fine a la synthése d’ATP et de précurseurs
biosynthétiques nécessaires a la synthése des lipides, des acides aminés ou des
acides nucléiques (Figure 5).

Bien que, dans les cellules cancéreuses, une majorité du pyruvate généré par la
glycolyse soit convertie en lactate, une partie de ce pyruvate entre dans la
mitochondrie pour étre soit converti en oxaloacétate (OAA) par la pyruvate
carboxylase (PC) soit converti en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase (PDH).
Le complexe de la PDH représente un carrefour clef pour le destin du pyruvate. Son
activité est contrélée principalement par la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK).
Quand la PDK est active, elle phosphoryle la sous-unité a de la PDH du complexe
E1, entrainant une inhibition de son activité [22]. L’activité de la PDK est typiquement
plus élevée dans les cellules cancéreuses que dans les cellules normales, suggérant
que la conversion du pyruvate en acétyl-CoA est plus faible dans les cellules
cancéreuses [23]. De plus, notre laboratoire a recemment montré que le facteur de
transcription E4F1 était impliqué dans le controle de I'expression de génes codant
pour des sous-unités enzymatiques et des régulateurs de la PDH [24] [25].

Le cycle de Krebs fournit des nucléotides réduits, comme le NADH, FADH2 et GTP,
qui seront pris en charge par la chaine respiratoire mitochondriale afin de produire de
'énergie sous forme d’ATP. On comprend donc pourquoi il est important pour les
cellules cancéreuses d’alimenter le cycle de Krebs. La cellule va utiliser des sources
alternatives afin de garder ce TCA viable. Par exemple, il est possible de synthétiser
du pyruvate a partir de l'alanine (Ala) via I'alanine amino transférase (ALAT) qui
produit glutamate et pyruvate. De plus, quand le citrate est converti en acétyl-CoA
dans le cytosol, il y a formation d’OAA, qui peut entrer dans le TCA sous forme de
malate via la malate déshydrogénase (MDH). Ce malate dispose, la, de deux entrées
possibles : directement sous forme de malate en pénétrant dans la mitochondrie par
la navette malate-aspartate ou sous forme de pyruvate lors de la conversion de ce
malate en pyruvate par les enzymes maliques (ME). Comme évoqué plus haut,
l'autre source qui alimente le TCA est la glutamine. L'oxydation de la glutamine
produit de I'a-kétoglutarate qui est un intermédiaire du TCA [26]. On comprend alors
mieux pourquoi les cellules cancéreuses sont dépendantes de cet acide aminé pour
leur prolifération [26].

19



¢
? Hy
! CoA
MO + €. 2
MW" Spcan ] O0C 4-—00‘
M H—C—OH
o o0~ Citrate ! Aconitase '
e thase oo~
C syn -
| Citrate -
?" CH;
|
NADH + H* CoO~ coo- NAD*
Oxaloacetate Isocitrate
Isocitrate
MM‘“‘C dehydrogenase NADH + H*
NAD* ydrogenase 2 + €0
T
HO—(I:—N | 2
CH
CH; ] 2
Malate |
w-Ket
a-Ketoglutarate NAD*
Fumarase d"'{r‘::;?::nu + CoA
CoA~-S
Ne?® Aok + we
W07 Yy _coo- + 0
% H;
C Succinate Succinyl CoA
00C~ H dehydrogonare ?00’ synthetase tH:
Fumarate CHy | g
FADM, CHy Gop + py Seednyl Cod
FAD | Gre
COO" & CoA
Sutcinato

Figure 5 : Le cycle de Krebs. Ensemble des différentes réactions du cycle de Krebs. La
décarboxylation du pyruvate en acétyl-CoA, ainsi que les réactions du TCA se produisent
dans la matrice mitochondriale. Adapté de Freeman et al. (2012).



5) La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est un processus permettant la conversion de 'ADP en
ATP grace a I'énergie libérée par 'oxydation de donneurs d’électrons par la chaine
respiratoire située au niveau de la membrane interne de la mitochondrie (Figure 6).
Ce processus, qui nécessite de I'oxygéne, fait intervenir 4 complexes protéiques : le
complexe | (ou NADH-ubiquinone oxydoréductase), le complexe Il (ou succinate
ubiquinone oxydoréductase), le complexe lll (ou cytochromeb et c1) et le
complexe IV (ou cytochrome c oxydase). Il permet aux cellules de régénérer leurs
coenzymes réduites issues, par exemple, du cycle de Krebs ou de la -oxydation des
acides gras, et, grace a un gradient électrochimique (généré par les différents
complexes), de convertir 'ADP et le phosphate inorganique en ATP via 'ATP
synthase.

Il est intéressant de noter que, dans des travaux récents auxquels jai contribué et
qui seront détaillés dans la partie « Résultats », le laboratoire a montré que MDM2
pouvait avoir une activit¢ au niveau de la mitochondrie et perturber I'activité du
complexe |. Ces fonctions de MDM2 sur la respiration ont des effets physiologiques
sur des cellules normales mais pourraient également étre impliquées dans le
développement tumoral [27].

Electron Transport Chain

Intermembrane space "

Mitochondrial matrix Inner mitochondrial membrane

Figure 6 : Schéma de la chaine respiratoire (Adapté de K. Hoffmeier [28]).

De maniere générale, le rendement en ATP par molécule de glucose est beaucoup
plus faible lorsque la glycolyse n’est pas couplée au TCA. Cependant, la production
est en réalité beaucoup plus rapide que lorsque 'OXPHOS est impliquée. Cette
production rapide d’ATP et, par conséquent, la production d’intermédiaires de
biosynthése rendent la glycolyse particulierement adaptée au soutien de la
croissance des cellules cancéreuses [29].
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6) Le métabolisme de la sérine

Comme évoqué précédemment et décrit par Hannahan et Weinberg, les cellules
cancéreuses présentent une reprogrammation métabolique avec notamment, dans la
plupart des cas, une glycolyse accrue par rapport aux cellules saines. Les
intermédiaires glycolytiques peuvent étre intégrés a diverses voies métaboliques
pour générer des nucléotides, des lipides, des acides aminés ou encore du NADPH,
afin de répondre aux besoins de synthése de biomasse. Parmi les voies
métaboliques qui dérivent d’intermédiaires de la glycolyse, on retrouve la voie de la
synthése de la sérine.

La sérine est considérée comme un acide aminé non essentiel sur le plan
nutritionnel, mais elle est indispensable sur le plan métabolique et joue un réle
majeur dans plusieurs processus cellulaires [30]. Il s’agit, en effet, d’'un précurseur de
plusieurs acides aminés, tels que la glycine et la cystéine, indispensables a
I'élaboration des protéines. La sérine intervient aussi dans la régulation du statut
redox, dans la mesure ou elle est impliquée dans la production de NADPH, ainsi que
dans la synthése des précurseurs du glutathion. De par son importance pour le
métabolisme du 1C, elle peut également fournir des éléments constitutifs des
nucléotides, des lipides, des acides aminés et des cofacteurs, contribuant ainsi a la
prolifération cellulaire [31] [32].

a) La biosynthése de novo de sérine

La sérine peut étre importée du compartiment extracellulaire, mais peut également
étre synthétisée par une voie intracellulaire. Méme si la biosynthese de novo de
sérine, ou « Serin Synthesis Pathway » en anglais (SSP), ne contribue que
faiblement a la quantité de sérine présente dans les cellules, elle constitue une voie
métabolique majeure (Figure 7). Elle détourne environ 10 % du 3-PG de la glycolyse
pour générer de la sérine, ainsi que des quantités équimolaires de NADH et d'a-
cétoglutarate (a-KG) réduits. Elle consiste en trois réactions enzymatiques
successives.

La phosphoglycérate déshydrogénase (PHGDH) catalyse la premiére étape et
produit le 3-phosphohydroxypyruvate (3-PPyr) par oxydation de la 3-PG couplé au
NAD. Ensuite, le 3-PPyr est converti en phosphosérine par la phosphosérine
aminotransférase 1 (PSAT-1). Cette réaction, qui utilise comme cofacteur le
glutamate, conduit a la production d’alpha-cétoglutarate. Enfin, par l'action de la
phosphosérine phosphatase (PSPH), la phosphosérine est convertie en sérine.

Il est intéressant de noter que de nombreuses études font mention d’'une activité
élevée de la biosynthése de la sérine dans plusieurs cancers, notamment le cancer
du sein et le mélanome [33] [34]. Ainsi, cette voie métabolique contribuerait a la
tumorigenése [20]. En effet, il a été montré que PHGDH était amplifié de fagon
récurrente dans différents types de cancers [35] [36] [37]. D’autre part, des résultats
récents ont révélé que dans les cellules cancéreuses, plusieurs facteurs pouvaient
agir en tant qu’activateurs de la SSP. Par exemple, le faible niveau de sérine
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intracellulaire conduit a l'activation de la kinase GCN2 (« General Control Non
derepressible 2 kinase ») et améliore la traduction du facteur de transcription ATF4.
Ces résultats font écho aux travaux du laboratoire sur la régulation de la SSP par le
couple MDM2/ ATF4, décrits dans la partie « Résultats ». L’induction d’ATF4
augmente ensuite la transcription des genes de I'enzyme SSP [38] [39].

L’activation directe des enzymes de la SSP est également associée a la capacité de
PKM2 a maintenir la prolifération cellulaire dans un milieu dépourvu de sérine. En
effet, I'isoforme PKM2 est le variant d’épissage du gene Pkm le plus répandu dans
les tissus prolifératifs [40]. PKM2 catalyse la derniére étape de la glycolyse
permettant la conversion du PEP en pyruvate avec production d’'une molécule d’'ATP.
Le role de PKM2 est lié au fait qu’en contrdlant la vitesse du flux glycolytique, PKM2
contréle 'accumulation des intermédiaires de la glycolyse qui peuvent étre redirigés
vers les voies anaboliques branchées, telles que la voie de biosynthése de la sérine.
Il a été montré que la sérine était un activateur allostérique de PKM2. Cette
régulation implique que lorsque la sérine est abondante, PKM2 est totalement active,
permettant la consommation du glucose au travers de la glycolyse aérobie. A
'inverse, lors de carence en sérine, l'activitt de PKM2 est réduite, et les
intermédiaires de la glycolyse s’accumulent en vue d’alimenter la biosynthése de la
sérine et de maintenir I'état prolifératif des cellules [41] [42].
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Figure 7 : La voie de synthése de la sérine.

La sérine et la glycine peuvent étre absorbées par les cellules ou synthétisées de novo. La
voie de synthése de la sérine (SSP) utilise le 3-phosphoglycérate (3PG) pour synthétiser de
la sérine en trois grace a la phosphoglycérate déshydrogénase (PHGDH), a la
phosphosérine aminotransférase 1 (PSAT1) et a la phosphosérine phosphatase (PSPH).
Aux concentrations physiologiques, la sérine est un activateur allostérique de l'isoforme M2
de la pyruvate kinase (PKM2), qui catalyse la derniére étape de la glycolyse. Lorsque les
cellules manquent de sérine, I'activité de PKM2 est réduite, ce qui entraine le détournement
du pool de 3PG dans la SSP. De plus, le 2-phosphoglycérate (2PG) est un activateur de la
PHGDH. « + » Désigne un activateur. Les fleches en pointillé indiquent les régulations
allostériques. (Adapté de Vousden et al (2016) [43].
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La SSP peut également étre régulée épigénétiquement. En effet, il a été prouvé que
la méthyltransférase G9A de I'histone H3 Lysine 9 (H3K9) répondait a une
déprivation en sérine nécessaire pour I'activation transcriptionnelle de cette voie [44].
De plus, une étude récente a montré que dans un large panel de lignées cellulaires
du cancer du sein, 'hypoxie pouvait induire I'expression des enzymes de la SSP et
que ce phénomene était médiée par HIF-1 et HIF-2 [45].

Enfin, il a été signalé que les suppresseurs de tumeur PKC-C et p53 réprimaient
'expression de PHGDH [46] [47] [48]. En effet, un déficit en PKC-C ou p53 dans les
cellules cancéreuses favorise I'activité de PHGDH et entraine 'activation de la SSP.
Récemment, I'équipe du docteur K. Vousden a confirmé que des cellules déficientes
pour p53 n’arrivaient pas a surmonter une carence en sérine et en glycine et
subissaient un arrét de la prolifération et une diminution de la viabilité cellulaire.
Durant la carence en sérine, I'activation de I'axe p53/p21 conduit a un arrét du cycle
cellulaire, la cellule privilégiant alors l'utilisation du flux de sérine / glycine pour la
synthése du glutathion plutét que pour la synthése des nucléotides. Cet effet permet
aux cellules tumorales de surmonter le stress oxydatif découlant de la carence en
sérine, mais intervient, paradoxalement, au détriment de ses capacités prolifératives
[49]. Ces expériences montrent, encore ici, qu’au-dela de ses fonctions dans des
voies de réponses a des stress de natures variées, le suppresseur de tumeur p53 est
un régulateur important du métabolisme cellulaire.

De maniere générale, 'amplification génomique des enzymes de la SSP augmente
lactivation de la voie de biosynthése de la sérine-glycine dans les cellules
cancéreuses. Cette activation élevée entraine une multitude de conséquences
meétaboliques, telles que la syntheése accrue de macromolécules nécessaires a la
prolifération des cellules tumorales. L’inhibition de PHGDH induit une diminution de
la croissance des lignées de cellules cancéreuses qui arborent une amplification ou
une surexpression de PHGDH, mais n’a eu aucun effet sur les lignées exprimant
PHGDH a un niveau normal [50].

Sur la base de ces observations, on peut dire que les enzymes de la SSP semblent
étre des cibles thérapeutiques prometteuses pour la mise au point de nouveaux
traitements anticancéreux [51]. L'élaboration de médicaments contre les enzymes de
la SSP en est encore a ses balbutiements, et la recherche d’agents inhibiteurs
appropriés pourrait aider a comprendre la biologie émergente de ces enzymes
métaboliques (Figure 8).
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b) Le transport de |la sérine exogéne

Comme évoqué précédemment, les cellules peuvent acquérir de la sérine par la
synthése de novo ou en I'important de I'environnement par auxotrophie. La sérine est
un petit acide aminé neutre et, en tant que tel, peut étre transportée par trois
systémes, les deux premiers étant des systémes de transport dépendant du sodium.
Le premier, ASC (alanine, sérine et cystéine), comprend deux membres : ASCT1
(codé par le géne SLC1A4) et ASCT2 (codé par le géne SLC1A5). Le second est le
systeme de transport dépendant du sodium (préférant I'alanine), qui comprend SAT1
(ATA1) (codé par le géne SLC38A1) et SAT2 (ATA2) (codé par le géne SLC38A2).
Le troisieme est le systeme de transport alanine/ sérine/ cystéine (ASC) non
dépendant du sodium, une famille d’antiporteurs neutres d’acides aminés [32], qui
comprend Asc-1 (codé par le géne SLC7A10). Ces antiporteurs présentent un intérét
particulier car ils sont actifs méme a I'état d’équilibre. Ainsi, par exemple, une
molécule de sérine intracellulaire peut étre remplacée par une molécule de sérine
extracellulaire. Normalement, ce processus passe inapergu, mais une étude récente
[38] indique qu’il peut compliquer linterprétation d’expériences de marquage
d’isotopes lourds en établissant un flux d’échanges entre des espéces marquées et
non marquées a travers la membrane plasmique.

Parmi les transporteurs de sérine, on peut également citer les serinC1-5. Cette
famille de transporteurs membranaires permet l'incorporation de la sérine a travers
les membranes et facilite la synthése de deux lipides dérivés de la sérine : la
phosphatidylsérine et les sphingolipides [53].

Les défauts de transport de la sérine résultent principalement d’'une déficience en
ASCTH1, le principal transporteur de la sérine. Des études du systéme nerveux central
ont récemment montré que chez des enfants présentant des mutations perte de
fonction du gene SLC1A4, on pouvait observer des manifestations de pathologies
neurologiques comparables a celles observées dans des anomalies de la voie de
synthése de sérine de novo [54] [55] [56].

De nombreuses tumeurs dépendent de la disponibilité en sérine extracellulaire étant
donné son rble dans de nombreuses voies de biosynthése. Les xénogreffes de
cellules cancéreuses du célon HCT116 se développent environ deux fois moins vite
lorsque les souris suivent un régime sans sérine ni glycine, par opposition a un
régime normal [48]. Dans les lignées cellulaires humaines de cancer du célon et de
cancer du poumon, la prolifération dans un milieu contenant de la sérine sans glycine
est identique a la prolifération dans un milieu contenant les deux acides aminés,
Tandis qu’une déprivation de la sérine seule affecte autant la prolifération que le
retrait des deux acides aminés ensemble [57]. Ces résultats soutiennent la notion
selon laquelle la sérine est un acide aminé d’'importance vitale, et cette conclusion
est confortée par [I'observation selon laquelle les cellules absorbent
préférentiellement la sérine et excrétent de la glycine lorsque la sérine est disponible
et ne consomment de la glycine que lorsque la sérine est épuisée. Cela pourrait
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expliquer pourquoi I'appauvrissement en glycine est fortement corrélé au taux de
prolifération de cellules cancéreuses [58], car les cellules qui proliferent le plus
rapidement vont épuiser la sérine du milieu plus vite, puis passer a la consommation
de glycine [57].

Moléculairement parlant, la consommation préférentielle de sérine par rapport a la
glycine vient du fait que la conversion de sérine en glycine génére une unité
carbonée pour le pool de folates. A linverse, la conversion de la glycine en sérine
consomme une unité carbonée. De ce fait, un environnement riche en glycine
pourrait limiter la disponibilité d'unités a un carbone pour la biosynthése des
nucléotides. Dans la biosynthése des purines, la conversion du précurseur glycine-
amide ribonucléotide (GAR) en AMP ou en GMP nécessite 'ajout de deux unités
monocarbonées provenant du pool de folates. Les cellules alimentées avec de la
glycine, mais pas de sérine, présentent une accumulation de GAR et un
appauvrissement en AMP et en GMP, ce qui implique qu’elles ne possédent pas
suffisamment d’unités monocarbonées. Le formate exogéne peut fournir des unités
monocarbonées, et I'administration de glycine simultanément au formate peut
favoriser la croissance des cellules [57]. Ces données indiquent que I'équilibre entre
sérine et glycine affecte la disponibilité en folates et influence la capacité de
prolifération des cellules cancéreuses.

Il est intéressant de noter que la présence ou I'absence du suppresseur de tumeur
p53 est également un facteur déterminant dans la capacité d’une cellule a faire face
a la déplétion de sérine extracellulaire. Lors de la croissance dans un milieu
dépourvu de sérine et de glycine, les cellules cancéreuses du colon humain p53 +/+
et p53-/- montrent une augmentation de la production de sérine a partir
d’'intermédiaires glycolytiques et une diminution des taux d’ATP [48]. Toutefois,
contrairement aux cellules p53 -/-, les cellules p53 +/+ s’adaptent a I'état de carence
en sérine en subissant un arrét transitoire du cycle cellulaire dépendant de p53 et
p21 [48]. Alors que les cellules p53 -/- utilisent les faibles niveaux de sérine dont elles
disposent pour poursuivre la biosynthese des nucléotides, les cellules p53 +/+
dirigent temporairement leurs réserves de sérine vers la production de I'antioxydant
GSH, ce qui permet aux cellules p53 +/+ de limiter leur stress oxydatif et de s’adapter
a la privation de sérine. La prolifération de cellules p53 -/- privées de sérine peut étre
presque totalement rétablie si du pyruvate exogéne est fourni en tant que source
d’ATP via la phosphorylation oxydative et du GSH exogéne ou de la N-acétylcystéine
(NAC), un autre antioxydant, pour lutter contre les dommages causés par les
espeéces réactives de 'oxygene (ROS).
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c) La sérine, la glycine et le métabolisme a un carbone (1C)

Le métabolisme du 1C impliquant les cycles du folate, le cycle de la méthionine et la
transsulfuration, consiste en l'intégration d’unités carbonées issues d’acides aminés,
notamment la sérine et la glycine, pour générer la biosynthése de divers produits,
comme des lipides, des nucléotides et des protéines, mais aussi pour maintenir I'état
d’oxydo-réduction de la cellule ainsi que les substrats des réactions de méthylation
[59]. Le role clé de ce cycle métabolique dans les cellules cancéreuses, longtemps
considéré comme un processus de « gestion interne », commence a devenir plus
clair du fait de sa capacité a I'élaboration de biomasse nécessaire a la croissance et
la prolifération [60] (Figure 9).
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Figure 9 : Le métabolisme du 1C est un intégrateur du statut nutritionnel.

Les sources de nutriments de type acides aminés, soit importées, soit synthétisées de novo
par la cellule, entrent dans le métabolisme d’'un carbone. Cette voie métabolique peut étre
considérée comme un ensemble de deux unités (Cest-a-dire deux voies existant
séparément) englobant les cycles du folate et de la méthionine. Au cours de ces cycles
métaboliques, les nutriments sont transformés. Ce processus permet plusieurs sorties,
notamment vers la synthése des nucléotides, des protéines, des lipides, mais aussi de
composés aux pouvoirs réducteurs ou des substrats pour les réactions de méthylation.
(Adapté de Locasale (2013) [60]).
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Une des réactions clés dans cette voie métabolique est la conversion de la sérine en
glycine par la sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT). Cette réaction représente la
source majeure de groupement méthyle du métabolisme 1C requis pour la synthése
de novo de nucléotides et la méthylation de 'ADN. Dans le génome humain, deux
génes Shmt ont été identifiés : Shmt1, qui code pour I'enzyme cytoplasmique
(SHMT1), et Shmt2, qui code pour une forme mitochondriale (SHMT2) [61]. Au-dela
de I'import de glycine a partir du milieu extracellulaire, il existe plusieurs précurseurs
de glycine en plus de la sérine, dont la thréonine, la bétaine et la choline. Le clivage
de la glycine par la glycine décarboxylase (GLDC) est une autre voie essentielle pour
fournir le métabolisme 1C via le folate. Les pools de folates provenant de la réaction
dépendante des SHMT ainsi que du clivage de la glycine sont importants pour le
maintien du pool de précurseurs servant de cofacteurs pour les réactions de
méthylation et donc pour la stabilité de 'ADN.

La glycine est importante pour le maintien de la proliféeration des cellules
cancéreuses. En effet, elle participe a la biosynthése de 'anneau des bases purines
de par ses deux atomes de carbone et son atome d’azote. Elle est aussi un
précurseur du glutathion, la principale molécule antioxydante dans la cellule. Ainsi, il
a eté recemment montré que lI'import de la glycine et son catabolisme est capable de
promouvoir la tumorigenése, suggérant qu’elle pourrait étre une cible de premier
choix dans les traitements anticancéreux [58].

Le cycle du folate : le folate est importé dans les cellules et réduit par une série
d’enzyme en tétrahydrofolate (THF). Le THF est converti en 5,10-méthyléne-THF
(me-THF) par SHMT. Cette étape est couplée au clivage de la glycine qui va fournir
une unité carbonée importante pour la méthylation du THF. Ce produit est ensuite
soit réduit en 5-méthyltétrahydrofolate (mTHF) par la méthyléne tétrahydrofolate
réductase (MTHFR), soit converti en 10-Formyltétrahydrofolate (F-THF). Le mTHF
est déméthylé pour terminer le cycle du folate. Avec la déméthylation du mTHF, le
carbone est donné dans le cycle de la méthionine par la méthylation de
I'hnomocystéine par la méthionine synthase et son cofacteur Vitamin B12.

Le cycle de la méthionine : le cycle de la méthionine commence par le transfert, sur
I’'homocystéine, d’un carbone provenant du folate via le mTHF pour ainsi générer de
la méthionine. La méthionine, a travers la méthionine adényltransférase (MAT), est
utilisée pour générer la S-adénosylméthionine (SAM), qui est déméthylée pour
former la S-adénosylhomocystéine (SAH). Apreés déadenylation par la S-adénosyl
homocystéine hydrolase (SAHH), la SAH est reconvertie en homocystéine, ce qui
entraine un cycle complet de la méthionine. On peut noter que SAM est utilisé en
tant que donneur de méthyl dans les réactions de méthylation, soit pour les protéines
(notamment les histones), soit pour les acides nucléiques (ADN, ARN) [62] [63]. De
plus, une étude récente montre que I'absence de sérine exogéne diminue fortement
la synthése de SAM et ainsi la méthylation de 'ADN et 'ARN (281), soulignant le réle
crucial de la sérine dans le métabolisme du 1C des cellules cancéreuses.
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Enfin, une autre branche du métabolisme du 1C est la voie de transsulfuration. Cette
voie est reliée au cycle de la méthionine par I'intermédiaire de ’homocystéine. La
sérine peut se condenser enzymatiquement avec ’'homocystéine pour générer de la
cystathionine par la cystathionine synthase (CBS). La cystathionine est ensuite clivée
par la cystathionine gamma-lyase (CTH) pour générer de I'alpha-Kétobutyrate (aKB)
et de la cystéine, qui peuvent étre utilisés pour la production de glutathion et par le
métabolisme de la taurine.
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Figure 10 : Schéma du métabolisme a 1 carbone. (Adapté de Locasale (2013) [60]).

Il est intéressant de noter que de nombreuses études montrent que des mutations
perte de fonctions sur des enzymes du métabolisme du 1C entrainent des défauts
importants de croissance, soulignant ainsi le role clé de cette voie métabolique dans
la modulation de la croissance cellulaire [60].

Des preuves génétiques et fonctionnelles récentes suggérent également que I'hyper
activation de cette voie est un moteur possible de 'oncogenése et établit des liens
avec le statut épigénétique cellulaire. C’est pour cette raison que de nombreux
agents cliniques ciblant le métabolisme du 1C ont été développés ces derniéres
anneées.
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7) La balance redox

Le métabolisme du 1C joue un rdle primordial dans les modifications du statut redox.
Ses effets passent par la réduction de NADPH et l'oxydation de NADP+: la
tétrahydrofolate réductase réduit le THF, et cette réaction consomme une molécule
de NADPH a chaque tour du cycle du folate [64]. lIs passent aussi par la production
de glutathion, une des sorties de la voie de transsulfuration, également important
pour le maintien du rapport NADPH et NADP+. Ce tripeptide est 'un des métabolites
les plus abondants dans les cellules, atteignant souvent des concentrations jusqu’a
cing millimolaires [65]. Il contribue ainsi grandement a I'équilibre redox dans les
cellules grace a sa capacité a piéger et a réduire les espéces réactives de I'oxygéne
(ROS) et a maintenir le rapport NADPH / NADP+ approprié, indispensable au
métabolisme anabolique [66]. Enfin, les produits de désulfhydratation dans la voie de
transsulfuration conduisent également a la sulfhydratation des protéines. Ces
modifications post-traductionnelles encore peu étudiées sont considérées comme un
mécanisme de transduction de signal majeur, permettant entre autres des
reprogrammations meétaboliques en réponse a différents stress [67].

Dans cette partie, je décrirai tout d’abord comment le stress oxydant se manifeste
dans la cellule via les ROS et son rdle dans le développement du cancer, puis
comment le métabolisme de la sérine peut, via le glutathion, apporter une réponse
de défense contre ces éléments toxiques pour la cellule.

a) Les ROS

Les ROS sont des sous-produits du métabolisme aérobie. En effet, ils comprennent
l'ion superoxyde (O,), le peroxyde d’hydrogéne (H.O.) et les radicaux hydroxyles
(OH), qui possédent tous des propriétés chimiques leur permettant de réagir avec
différentes cibles biologiques. Les ROS sont souvent associés au stress oxydatif,
une situation délétére pour la cellule, induisant notamment des dommages sur les
lipides, les protéines ou encore 'ADN [68]. Cependant, au cours des deux derniéres
décennies, il est devenu évident que les ROS servent également de molécules de
signalisation pour réguler des processus biologiques et physiologiques [69]. C'est
tres tot dans I'évolution que la nature a sélectionné un mécanisme de transduction
du signal par lequel les ROS permettent a la cellule de s’adapter aux changements
environnementaux que ce soit du type diminution en nutriments ou présence d’un
environnement oxydant [70]. En effet, chez les procaryotes, il existe des mécanismes
bien décrits dans lesquels les ROS activent directement les facteurs de transcription
pour I'adaptation au stress [71] : on parle de signal redox.

Il est important de noter qu’au-dela de la spécificité des ROS sur leurs cibles, la
compartimentation de la production de ROS dans les cellules est un facteur
déterminant qui engendrera soit I'activation d’'un signal redox, soit simplement
'apparition de dommages. En effet, pour que la signalisation redox soit efficace,
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'oxydation d’'une protéine cible dépendant par exemple de H.,O,, est susceptible
d’étre proche de la source de production de H.,O.. Les protéines cibles de H.O,
(générées par les NADPH oxydases de la membrane plasmique) sont également
situées sur la membrane plasmique. De plus, les mitochondries sont connues pour
se déplacer de maniére dynamique vers leurs cibles, permettant ainsi a H,O, généré
par les mitochondries d’activer certaines voies de signalisation [72]. De méme,
'accumulation de superoxyde dans la matrice mitochondriale offre des résultats
différents de ceux de [l'accumulation de superoxyde dans le cytosol. En
conséquence, le type de ROS et sa concentration locale déterminent ensemble si
des dommages de type stress oxydatif ou une signalisation redox se produisent.

Il semble donc logique que les organismes vivants doivent posséder des
mécanismes de contrOles étroits pour maitriser ces molécules réactives et ainsi
maintenir 'homéostasie. Le niveau de ROS dépend d’une balance fine entre les
mécanismes de production de ROS et les systémes de défense antioxydants.

Ces derniéres années, de nombreuses études ont mis en avant le réle des ROS
dans la régulation et le maintien de plusieurs processus physiologiques, parmi
lesquels :

- La régulation du diamétre des vaisseaux sanguins par des niveaux modérés de
ROS [73].

- La réponse immunitaire et I'inflammation. Au cours des deux derniéres décennies, il
a été largement démontré que les ROS sont des seconds messagers essentiels des
cellules immunitaires innées et adaptatives [74][75]. En effet, les ROS sont
impliquées lors de I'exposition a des pathogénes. La libération de ROS par les
macrophages représente une des premiéres étapes dans la défense contre les
pathogénes. Cet excés de ROS est aussi responsable de [Iactivation des
lymphocytes T en marge de la réponse adaptative [76].

Cependant, une augmentation des niveaux de ROS dans les cellules immunitaires
peut aussi conduire a une hyperactivation des réponses inflammatoires, entrainant
des lésions tissulaires et d’autres pathologies [77]. De plus, I'exposition des cellules a
des excés de ROS aboutit a des modifications post-traductionnelles sur des
protéines clés impliquées dans des processus vitaux, comme l'inflammation ou les
maladies liées a I'age, telles que le cancer [78].

- Le vieillissement cellulaire. La capacité de régénération des tissus et de prévention
des dommages a ces tissus sont deux déterminants clés du vieillissement. L’'une des
théories originales sur le vieillissement, formulée il y a plus de 50 ans, est « la théorie
radicalaire du vieillissement » de Denham Harman, qui propose que les ROS
contribuent au vieillissement par leur réactivité vis-a-vis des macromolécules
cellulaires, en particulier dans les mitochondries [79]. Les mitochondries
endommagées suite a des défauts de phosphorylation oxydative produisent des
quantités croissantes de ROS, altérant inévitablement la fonction cellulaire [80].
Cependant, les expériences visant a réduire les niveaux de ROS ont eu des résultats
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mitigés, et on ne peut pas clairement établir que les dommages induits par les ROS
sont la cause directe du vieilissement [81]. Au contraire, des preuves récentes
suggérent que la signalisation liée aux ROS est nécessaire pour le maintien des
tissus et que 'augmentation des ROS peut activer des voies de stress cellulaires afin
d’atténuer la dégénérescence des tissus et favoriser ainsi un vieillissement plus
« sain » [82].

- La prolifération cellulaire. Des expériences ont prouvé que des facteurs de
croissance, comme PDGF et EGF, peuvent augmenter rapidement et de fagon
transitoire la production de ROS, et que ces ROS étaient nécessaires pour la
phosphorylation des récepteurs de ces facteurs de croissance [83]. Ces données
proposent donc un modéle dans lequel l'activation du facteur de croissance doit
s’accompagner d’'un pic localisé de la production de ROS au niveau de la membrane
plasmique. Les ROS inactivent alors I'action des phosphatases, renforcant ainsi les
voies de signalisation prolifératives [84].

- La réponse a I'hypoxie (Figure 11). Quand les cellules sont en manque d’oxygéne,
la mitochondrie libére un exces de ROS. Cette augmentation est requise pour
l'activation de HIF-1 qui, a son tour, va permettre une réponse meétabolique
adaptative [85].

En effet, les travaux de Ye [86] ont montré que I'expression de SHMT2 était
positivement corrélée a I'expression des enzymes régulées par HIF en conditions
d’hypoxie, confirmant ainsi la régulation de SHMT2 de maniere dépendante de HIF-1
dans des cellules cancéreuses.
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Figure 11: Le catabolisme de la sérine maintient I’équilibre redox en condition
d’hypoxie. Pendant I'hypoxie, les facteurs de transcription HIF-1 et MYC coopérent pour
réguler positivement SHMT2 dans la matrice mitochondriale des cellules et ainsi prévenir
des niveaux incontrélés de H,O, potentiellement néfastes. L’hypoxie déclenche la production
de superoxyde (O,) dans les mitochondries par la chaine de transport d’électrons (ETC).
O, est transporté vers le cytosol par des canaux anioniques dépendant de la tension
(VDAC) et converti en peroxyde d’hydrogéene (H,O,) par SOD1. H,O, agit en tant que
molécule de signalisation pour promouvoir I'activation de (HIF).

(Adapté de Martinez-Reyes et al. [87])

Au-dela de toutes ces fonctions physiologiques, le stress oxydatif chez ’'homme est
connu pour jouer un rdle dans le développement de nombreuses pathologies ou
dans I'exacerbation de leurs symptébmes. Plus de 200 maladies liées a la production
de ROS ont été reportées dans la littérature. Parmi ces pathologies figurent le
cancer [88], la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer [89], la crise cardiaque
et l'infarctus du myocarde [90], la schizophrénie [91], les troubles bipolaires [92], le
syndrome du X fragile [93], la drépanocytose [94], le lichen plan [95], le vitiligo [96],
lautisme [97], le diabéte [98] et le syndrome de fatigue chronique [99].
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b) Le glutathion, la défense cellulaire contre les ROS

Pour empécher ou limiter les dommages cellulaires liés aux ROS, les cellules ont
développé des systémes de défense antioxydants trés complexes faisant intervenir
des systémes enzymatiques et non enzymatiques. Parmi les molécules dites
« antioxydantes », on trouve la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides, I'acide
urique et le glutathion. Ce dernier est considéré comme principal antioxydant
cellulaire.

Le glutathion (GSH) est un tripeptide composé d’acide glutamique, de cystéine et de
glycine (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine), requis lors de nombreux processus
cellulaires pour le maintient et la régulation du statut redox des cellules. Il est présent
dans tous les organismes eucaryotes, de la levure a 'homme. |l n’est absent que
chez les protozoaires amitochondriaux. Il s’agit également d’'un métabolite essentiel
puisqu’en I'absence de biosynthése du glutathion, une létalité embryonnaire a été
observée chez la souris et des plantes. Dans les levures également, en I'absence de
glutathion, la croissance cesse, sauf si le glutathion est fourni de l'extérieur. La
fonction essentielle du glutathion réside dans son réle dans les propriétés redox, la
détoxification, la réponse au stress oxydatif et la fonction majeure de stockage de la
cystéine. On trouve le glutathion principalement dans le cytosol, ou a lieu sa
synthése, puis il est redistribué dans les différentes organelles cellulaires, telles que
la mitochondrie, le noyau et le réticulum endoplasmique [100]. Dans ces organelles,
le GSH est principalement sous la forme réduite, mis a part dans le réticulum
endoplasmique, ou il prédomine sous la forme oxydée, indispensable au repliement
correct des protéines [101]. Le GSH est I'antioxydant cellulaire majeur qui protége les
cellules contre les toxines endogénes et exogénes, incluant les espéces réactives
oxygénées (ROS) et nitrogénées (NOS) [102]. Le GSH est synthétisé in vivo, par
'action consécutive de deux enzymes ATP-dépendantes et a partir de trois acides
aminés — la cystéine, I'acide glutamique et la glycine (Figure 12) —, pouvant eux-
mémes étre issus de voies métaboliques diverses (Figure 13). La premiére enzyme,
la glutamate-cystéine ligase (GCL), permet la formation du dipeptide entre le
glutamate et la cystéine, se servant de I'hydrolyse d’'une molécule d’ATP [103]. La
seconde enzyme requise pour cette synthése de novo est la glutathion synthase
(GS). Celle-ci catalyse I'addition de glycine au dipeptide formé précédemment par la
GCL pour former le GSH. Cette réaction utilise aussi I'hydrolyse de 'ATP.

Comme cité précédemment, le glutathion libre est principalement sous sa forme
réduite (GSH), qui peut étre convertie sous la forme oxydée (GSSG) lors d’un stress
oxydatif. Le statut redox des cellules dépend de la quantité relative de la forme
réduite et de la forme oxydée du glutathion (GSH/GSSG). Ce ratio semble étre un
point critique et décisif pour le bien-étre de la cellule.
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Figure 12 : Cycle du glutathion.
Schéma de la formation du glutathion faisant intervenir les acides aminés glutamate,
cystéine et glycine, et du cycle permettant de détoxifier la cellule des ROS a partir du GSH.

(Adapté de Simpson, Pase et al. [104])
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d’approvisionnement. En jaune, la cystéine, liée au métabolisme de la méthionine et la
voie de transsulfuration [105][106]; en vert, la glycine, directement liée aux niveaux de
glucides, de sérine et de choline [60], et en bleu, le glutamate, lié aux niveaux de glutamine
et pouvant provenir du cycle de la proline ou encore du TCA [107]. Comme évoqué
précédemment, le métabolisme du 1C est essentiel a la voie de la méthionine et de la
glycine et, de fait, a la synthése du glutathion. (Adapté de Lu (2013) [103].
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Pour lutter contre les ROS, la cellule fait également intervenir des enzymes anti-
oxydantes. On peut citer la superoxyde dismutase (SOD), une métalloprotéine qui
existe sous plusieurs formes se distinguant par le métal contenu dans leur site actif
et leur localisation cellulaire. La SOD accélére la dismutation du radical O2- en
H202, permettant ainsi a l'organisme de contréler le taux de radicaux libres
intracellulaires [108]. On retrouve aussi la catalase ou CAT, une enzyme
tétramérique contenant un groupe héme qui catalyse la décomposition du H202 en
02. De hauts niveaux de H202 intracellulaires activent CAD [109].

Les autres enzymes majeures intervenant dans le contréle de la balance redox sont
présentes dans le métabolisme du glutathion. La glutathion peroxydase (GPX), la
glutathion réductase (GR) et la glutathion S-transférase (GST) sont des enzymes qui
agissent de maniére coordonnée (Figure 12).

GPX est une enzyme tétramérique permettant également la décomposition du H202.
Elle agit plus lentement que la catalase mais présente une meilleure affinité pour le
H202 que cette derniére. Les GPX permettent la décomposition de H202 par
I'oxydation de son co-substrat, le GSH, en GSSG.

GR n’est pas une enzyme antioxydante a proprement parler, dans le sens ou elle n’a
pas d’action directe sur les ROS. Elle permet de régénérer le glutathion sous sa
forme réduite via la consommation de NADPH, évitant ainsi la synthése de novo de
glutathion, qui présente un colt énergétique élevé da a la consommation d’ATP.
GST a également une action indirecte sur la détoxification des ROS puisqu’elle
permet le transport du GSH vers les compartiments cellulaires subissant des
dommages oxydatifs [110].
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c) Les ROS et le cancer

Les cellules cancéreuses « détournent » la machinerie cellulaire en activant de
maniére constitutive les voies des facteurs de croissance afin de soutenir la
croissance et la prolifération cellulaires. Cela permet aux cellules cancéreuses de
s’adapter aux conditions nutritionnelles environnantes, de survivre au stress et de
proliférer en permanence. En conséquence, I'hyper métabolisme des cellules
cancéreuses provoque une génération abondante de ROS provenant des
mitochondries, du réticulum endoplasmique et des oxydases du NADPH [111]. Les
premiéres observations réalisées il y a plus de 20 ans ont montré que les cellules
cancéreuses généraient des taux de ROS plus élevés que leurs homologues non
transformés [112]. Il a été supposé que ces niveaux élevés de ROS provoquaient
une instabilité génomique favorisant la tumorigenése [113]. Cependant, I'instabilité
chromosomique fut, peu de temps aprés, imputable a la perte de p53 et a d’autres
mécanismes favorisant I'aneuploidie. Dans la littérature, il est encore compliqué
aujourd’hui d’évaluer si les ROS sont, de maniere générale, la cause ou une
conséquence des processus de développements tumoraux du fait de leurs
interconnexions avec des suppresseurs de tumeur tels que pRB, PTEN et p53. On
peut néanmoins affirmer que suivant les situations, les ROS peuvent étre les deux.
Les cellules cancéreuses générent des niveaux élevés de ROS pour activer les voies
de signalisation proximales qui favorisent la prolifération, la survie et I'adaptation
métabolique (c’est-a-dire la biologie redox). Cependant, cette production de ROS est
contrebalancée par un taux tout aussi élevé d’activité antioxydante afin de maintenir
I'équilibre redox [45]. Si les cellules cancéreuses ne contrdlent pas leurs niveaux de
ROS, elles sont alors susceptibles de mourir des suites du stress oxydatif [46, 47].
Les niveaux de ROS a létat d’équilibre dans les cellules cancéreuses sont
déterminés a la fois par le taux de production de ROS et par le taux de piégeage des
ROS (Figure 14). Ainsi, a I'état d’équilibre, les cellules cancéreuses peuvent
présenter une augmentation ou une diminution globale des ROS par rapport aux
cellules normales. De plus, les voies de signalisation sensibles au peroxyde
d’hydrogéne sont localisées aux sources de génération des ROS, ce qui permet leur
activation malgre I'activité antioxydante globale élevée des cellules cancéreuses qui
protege contre la mort cellulaire induite par le stress oxydatif.
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Figure 14 : La réponse antioxydante, une balance complexe.

(A) Le peroxyde d’hydrogéne (H202) est nécessaire a l'activation d’un certain nombre de
voies impliquées dans la prolifération cellulaire. (B) Les cellules cancéreuses générent des
niveaux plus élevés de ROS, qui sont essentiels pour la tumorigenése. Des altérations
génétiques menant a l'activation d’'oncogénes (PI3K, MAPK, HIF, NF-KB) et une perte de
suppresseurs de tumeurs (p53) coordonnent un état d’'oxydoréduction élevée. Les ROS sont
également générés par une augmentation du métabolisme oxydatif et une hypoxie dans les
tumeurs a croissance rapide. Les cellules cancéreuses expriment également des niveaux
élevés d’antioxydants cellulaires (SOD, GSH, GPx, PRx) en partie par le biais de NRF-2 afin
de se protéger contre la mort cellulaire induite par le stress oxydatif.

Le principal mécanisme par lequel les cellules cancéreuses augmentent leurs protéines
antioxydantes consiste a activer le facteur de transcription facteur nucléaire 2 (NRF2) lié au
facteur nucléaire de transcription érythroide 2 [48]. Un taux de ROS élevé oxyde les résidus
de cystéine sensibles au rédox sur KEAP1, ce qui entraine la dissociation de KEAP1 et de
NRF2. Par la suite, NRF2 effectue une translocation vers le noyau, une hétérodimérisation
avec une petite protéine MAF et une liaison a des éléments sensibles aux antioxydants
(ARE) au sein de la région régulatrice de plusieurs génes antioxydants. Outre les ROS
élevés, les voies de signalisation, telles que ERK MAPK et PI3K, peuvent activer NRF2. De
plus, certaines cellules tumorales présentent des mutations de KEAP1, ce qui entraine
l'activation constitutive de NRF2 [49]. La perte de NRF2 dans les cellules cancéreuses
augmente le stress oxydatif, entrainant une diminution de la tumorigenése [50]. Il est
important de noter que la perte de NRF2 diminue plusieurs systémes de défense anti-
oxydants, faisant ainsi augmenter plusieurs types de ROS (c’est-a-dire les radicaux
superoxyde, peroxyde et hydroxyle) a un seuil qui provoque des lésions des cellules
cancéreuses. Cependant, la perte d’'un systtme de défense antioxydant spécifique peut
entrainer une élévation des niveaux de ROS a des niveaux inférieurs au seuil de dommages.
Dans ce scénario, les niveaux élevés de ROS hyper-activent les voies de signalisation pour
favoriser la tumorigenése, tel qu’il est observé lors de la perte de peroxirédoxine I, qui
augmente la tumorigenése [51, 52]. On peut également rappeler que le catabolisme de la
sérine par le biais du métabolisme monocarboné maintient I'équilibre redox mitochondrial au
cours de I'hypoxie (via HIF). (Adapté de Schieber et Chandel (2014) [114].
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d) Cibler les ROS comme stratégie thérapeutique

Les ROS jouent un double réle dans les cancers. lls peuvent contribuer a leur
développement, mais paradoxalement, différentes études ont montré que les ROS
pouvaient également inhiber la prolifération tumorale dans différentes cellules
cancéreuses [115] [116]. Cette dualité peut se retrouver dans les voies de
signalisation activées au cours de la progression tumorale. Par exemple, les ROS
participent a I'activation de la voie Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2 et de la voie p38MAPK,
dont les effets sont opposés dans la tumorigenése. La premiére est impliquée dans
la promotion du cancer, alors que la deuxiéme est associée a une variété de
réponses, telles que la sénescence (induite et réplicative), I'inhibition de contact et la
réponse aux dommages a ’ADN.

De plus, il a également été mis en évidence que de fortes quantités de ROS
pouvaient activer plusieurs inhibiteurs du cycle cellulaire, tels que p16INK4A, pRb, et
PKCbd [117][118][119], conduisant alors a la sénescence des cellules cancéreuses.

Il semble que, finalement, la concentration de ces réactifs oxygénés soit la clé de
cette double activité. Alors qu’une quantité modérée de ROS est nécessaire a la
tumorigenése, des niveaux excessifs conduisent a la suppression de tumeurs.

Il devient ainsi problématique d’aborder le traitement par ROS dans le cancer : les
traitements doivent-ils viser a réduire les niveaux de ROS pour prévenir la
signalisation ou a les augmenter pour tuer sélectivement les cellules cancéreuses ?
Des essais cliniques chez I'homme ont montré que le traitement randomisé en
double aveugle avec les antioxydants B-caroténe, vitamine A et vitamine C n’avait
conclu a aucun bénéfice significatif, voire a un effet néfaste, de ces agents dans la
prévention du cancer [69] [120]. Cette observation renforce la notion selon laquelle
les ROS contribuent a la suppression de tumeurs. Lors d’'une conférence a laquelle
jai pu assister durant ma thése, le docteur Navdeep Chandel s’amusait de ses
résultats en suggérant de manger plus de cheeseburgers que d’aliments aux
propriétés antioxydantes.

Blague a part, il est cependant possible que cibler des antioxydants qui
s’enrichissent spécifiquement dans les cellules cancéreuses ou qui empéchent la
production localisée de ROS a partir de mitochondries et de NADPH oxydases
puisse apporter un bénéfice clinique. Bien que les essais cliniques chez 'homme
portant sur le traitement du cancer par oxydation soient en cours, il est de plus en
plus évident que l'augmentation du taux de ROS par de petites molécules peut
induire sélectivement la mort des cellules cancéreuses en désactivant les
antioxydants [70-72] [118]. Cette approche comporte deux mises en garde.
Premiérement, si les niveaux de ROS ne sont pas suffisamment élevés dans la
cellule cancéreuse, le traitement activerait simplement davantage les voies NF-kB,
PI3K, HIF et MAPK pour favoriser la tumorigenese. De plus, les agents ne doivent
désactiver que les antioxydants des cellules cancéreuses et non ceux des cellules
normales.

Etant donné que le role des ROS et la sensibilité aux oxydants et aux antioxydants
different probablement d’'un type de cancer a l'autre, continuer a tester in vivo les
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oxydants et les antioxydants permettra, espérons-le, de trouver de nouveaux agents
a ajouter aux protocoles de chimiothérapie classiques existants.
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8) La biosynthése des acides nucléiques

La biosynthése des nucléotides est I'un des principaux produits du métabolisme du
1C. Ce processus moléculaire limite la prolifération rapide des cellules cancéreuses
en fournissant les éléments de base a la synthése de 'ADN : les purines et les
pyrimidines. La biosynthése des purines et des pyrimidines nécessite des cofacteurs
générés par la voie du métabolisme du 1C. C’est pourquoi de trés nombreuses
molécules ont été développées dans le but de cibler le métabolisme a 1C ou la
synthése des nucléotides, parmi lesquelles le méthotrexate, le pralatrexate, le
fluorouracil (5-FU), la gemcitabine et la thiopurine [121].
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Les pyrimidines :

La biosynthése de novo des pyrimidines peut étre simplifiée comme étant la
formation de 'UMP (uridine 5'-monophosphate), considérée comme le précurseur
central du métabolisme des pyrimidines puisque tous les autres nucléotides
pyrimidiques peuvent étre synthétisés a partir de ce composé (Figure 15). La
biosynthése de novo de 'UMP consiste en six étapes enzymatiques séquentielles
demeurées intactes tout au long de I'évolution et qui sont pratiquement universelles
chez les procaryotes jusqu’aux mammiféres. La premiére étape de la voie débute par
la synthése de carbamoyl phosphate a partir de glutamine, de bicarbonate (HCO3-)
et de 2 moles d’ATP. Le cycle pyrimidique se construit alors pour aboutir a la
formation d’orotate, puis une conjugaison avec du phospho-ribosyl-pyrophosphate
(PRPP) va permettre la synthése d’'UMP. A cet instant, la synthése de 'UMP ne
nécessite pas les cofacteurs du 1C. Par la suite, TUMP via 'UDP peut étre converti
en dUMP (pour la synthése ultérieure de dTTP) ou d’autres nucléotides, tels que
UTP, CTP et dCTP. La conversion du dUMP en dTMP est médiée par la thymidylate
synthase (TS) et nécessite l'acide 5,10-méthylénetétrahydrofolique (un dérivé de
I'acide folique) en tant que donneur du 1C. Cette réaction est trés importante pour la
biosynthése des nucléotides, et la TS est d’ailleurs une cible pour plusieurs
meédicaments utilisés dans le traitement du cancer [121].
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Figure 15: Les réactions de la biosynthése des pyrimidines. Les enzymes sont
indiquées en rouge. Les futures positions des atomes dans les nucléotides sont indiquées
entre parenthéses. Les étoiles rouges indiquent les enzymes actuellement explorées en tant
que cibles thérapeutiques. (Adapté de Barlev (2017) [121]).
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Les purines :
Contrairement aux pyrimidines, la synthése des purines commence par la

transformation du PRPP, qui sera suivie de la construction, étape par étape, de
lanneau purique (Figure 16). Le cycle des purines fait intervenir plusieurs
composants : la glycine, qui est le précurseur le plus utilisé (donneurs d’atomes C4,
C5 et N7), HCOS3-, le donneur du C6, la glutamine (donneur de N3 et N9), 'aspartate
(le donneur pour N1) et le cofacteur du 1C, I'acide 10-formyltétrahydrofolique, qui est
un donneur pour le C2 et le C8. L'intermédiaire central pour les purines est I'inosine-
monophosphate (IMP). La génération IMP a partir de PRPP nécessite cinq enzymes,
dont trois sont multifonctionnelles (GART, PAICS, ATIC). Les réactions, catalysées
par GART et ATIC (ajout des atomes C2 et C8), nécessitent l'acide 10-
formyltétrahydrofolique produit par MTHFD1 et MTHFD2 au cours du cycle du folate.
Par la suite, 'MP peut étre converti soit en AMP, soit en GMP. Cette réaction est la
premiére étape limitante de la biosynthése de la guanosine et de I'adénosine. Elle
est contrélée par 'lMPDH, considéré comme une enzyme clef dans la synthése des
nucléotides et donc une cible de choix pour les traitements anticancéreux.
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Figure 16 : Les réactions de la biosynthése des purines. Les enzymes sont indiquées en
rouge. Les futures positions des atomes dans les nucléotides sont indiquées entre
parenthéses. Les étoiles rouges indiquent les enzymes actuellement explorées en tant que
cibles thérapeutiques. (Adapté de Barlev (2017) [121]).
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Il - Le suppresseur de tumeur p53

En plus de leur capacité d’induire et de maintenir des signaux de stimulation de
croissance, les cellules cancéreuses doivent également contourner de puissants
programmes qui régulent négativement la prolifération cellulaire. Nombre de ces
programmes dépendent de I'action des génes dits « suppresseurs de tumeurs ». Des
dizaines de suppresseurs de tumeurs qui agissent de différentes maniéres pour
limiter la croissance et la prolifération cellulaires ont été découvertes chez I'animal ou
chez 'Homme. Les deux suppresseurs de tumeurs archétypes codent pour les
protéines RB (associées au rétinoblastome) et TP53 (« Transformation related
Protein p53 ») et fonctionnent comme des nceuds de contréle centraux pour deux
meécanismes de régulation cellulaire complémentaires qui régissent le devenir des
cellules en matiére de prolifération ou, a I'opposé, d’activation des programmes de
sénescence et d’apoptose.

L’activation des oncogenes et I'inactivation des suppresseurs de tumeurs sont des
mécanismes largement étudiés dans le développement et la progression du cancer.
Parmi eux, le suppresseur de tumeur p53 reste le plus étudié avec environ
60 000 articles publiés ces 30 derniéres années [122]. En effet, la perte de ce
« gardien du génome » et de son géne TRP53, codant pour le suppresseur de
tumeur p53, est une étape importante de la carcinogenése. Il est reporté que des
mutations inactivatrices de p53 ont été observées dans plus de 50 % des tumeurs
humaines, tandis que lautre moitié présente des altérations génétiques de
régulateurs situés en amont ou en aval de cette voie p53, conduisant, in fine, a
l'inactivation fonctionnelle de la cascade moléculaire dans laquelle intervient p53
[123].
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1) Les fonctions de p53

La fonction majeure de la protéine p53 est celle d’'un facteur de transcription capable
de réguler positivement ou négativement un trés large éventail de genes cibles
impliqués notamment dans la régulation du cycle cellulaire, de I'apoptose ou encore
la réparation a 'ADN. En effet, des études structure/fonction ou de réponse a des
stress cellulaire (de type hypoxie, agent perturbant 'ADN, activation d’oncogénes,
etc.), par exemple, ont montré que p53 pouvait se retrouver accumuler dans le noyau
et fixer TADN de facon spécifique [123].

p53 reconnait une séquence nucléique (composée de deux copies d’'un motif de
10 paires de bases) appelée séquence ER (pour élément de réponse a p53) (Figure
17). Les génes possédant ce motif ER peuvent voir leur expression activée par p53.
La nature des genes impliqués dans ce type de régulation est souvent associée aux
fonctions « tumeurs suppresseur » de p53. En effet, la quasi-totalité des formes
mutées de p53 provenant de tumeurs présentent un défaut de liaison a ’'ADN [123].
D’un autre céteé, p53 est également capable de réguler négativement I'expression de
genes cibles en interagissant avec les composants de I'appareil de transcription
[124].
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Figure 17 : Domaines structuraux et fonctionnels de la protéine p53. La protéine p53
compte 393 acides aminés. Elle comprend notamment un domaine acide ou domaine de
transactivation (acides aminés 1-42), un domaine PxxP riche en proline, supposé nécessaire
pour réguler la stabilisation de p53 et 'apoptose, un domaine central (acides aminés 102-
292) de fixation spécifique a des séquences d’ADN et un domaine extréme C-terminal
(acides aminés 363-393) de régulation négative de la fixation spécifique a 'ADN et
fonctionnant comme détecteur de 1ésions de 'ADN (Adapté de Leblanc et May (2002) [125]).
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Depuis la découverte des premiers génes cibles régulés par p53 au début des
années 1990 grace aux progrés technologiques, cette liste de génes ne cesse de
s’allonger. En 2014, on estime a environ 1200 le nombre de genes régulés
directement par p53 [126]. D’'un autre c6té, la réponse transcriptionnelle globale de
p53, comprenant régulation directe et indirecte, est bien plus vaste mais aussi
extrémement complexe et partiellement connue. En effet, bien que p53 joue un réle
essentiel dans des situations de stress aigu, cette protéine n’en est pas moins
impliquée dans des réponses adaptatrices plus subtiles permettant a la cellule de
s’adapter a son environnement. Ainsi, il a été démontré que p53 ciblait I'activation de
genes cibles impliqués dans le métabolisme énergétique [127] [128] [34] [129],
l'autophagie [130], la réparation de dommages génotoxiques [131], la survie
cellulaire et la régulation du stress oxydatif [132], I'invasion et la motilité [133], la
sénescence [134], 'angiogenése [135] ou encore la différenciation [136] (Figure 18).
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Figure 18 : p53 répond a de nombreux sighaux de stress et régule diverses réponses.
En réponse a des stress de natures diverses, p53 peut se fixer a la chromatine et agir en
tant que facteur de transcription sur plusieurs génes cibles afin de réguler différents destins
cellulaires, tels que l'autophagie, l'arrét du cycle cellulaire et le contréle du métabolisme.
(Adapté de Forbes (2014) [137].
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2) p53 et le controle du métabolisme

L’étude de la reprogrammation meétabolique par les cellules cancéreuses, est
devenue ces derniéres années un axe de recherche en plein essor. Les « hallmarks
of cancer » d’Hanahan et Weinberg impliquent non seulement un contrdle dérégulé
de la prolifération cellulaire, mais également des modifications du métabolisme
énergétique afin de supporter la croissance et la division cellulaires. Les travaux
récents de nombreux laboratoires montrent qu’au-dela de ses fonctions connues
dans le contréle de la prolifération, de la sénescence ou de la mort cellulaire, p53
joue de multiples réles dans le contréle du métabolisme énergétique, et qu’il est lui-
méme régulé par de nombreux changements métaboliques. En effet, parmi la
multitude de génes cibles régulés par p53, on trouve de nombreux génes clés du
métabolisme controlant notamment la glycolyse, la voie des pentoses phosphates, la
phosphorylation oxydative, le métabolisme des lipides ou celui de certains acides
aminés non essentiels, tels que la glutamine et la sérine (Figure 19).
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Figure 19 : Représentation schématique des différents effets métaboliques régulés par
p53. La protéine p53 a des effets sur de nombreuses voies métaboliques, telles que la
glycolyse, la branche oxydative de la voie des pentoses phosphates, la glutaminolyse, le
métabolisme du malate, la synthése et la dégradation des acides gras, mais également sur
la biosynthése des mitochondries, l'activité de la chaine respiratoire ou encore le statut
redox. Par ailleurs, p53 régule la transcription de plusieurs éléments clés de la voie PI3K-
AKT-mTOR, une voie essentielle du contréle du métabolisme [138].

Ces observations qui placent un peu plus p53 dans chacun des « hallmarks of cancer »
renforcent la notion selon laquelle il est un élément central pour le maintien de 'homéostasie
cellulaire. Il parait clair qu’'une meilleure compréhension des mécanismes de régulation de la
voie p53 permettait d’ouvrir le champ a de nouvelles thérapies contre le développement
tumoral. (Adapté de Linares, Lecam, Lacroix (2013) [138]).
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p53, réqulateur de la balance redox :

Les ROS peuvent réguler lactivit¢ de p53, mais la production de ROS peut
également étre une conséquence de l'activation de p53 [139]. En effet, le statut
redox et, par conséquent, les fonctions de p53 peuvent également étre affectés par
des molécules anti- ou pro-oxydantes, telles que le glutathion, la thiorédoxine et les
dérivés nitrosylés. Ainsi, la S-glutathionylation ou encore l'oxydation de résidus
cystéines de p53 ont été associées a une perte de fonction de p53 [140].

A Tinverse, la thiorédoxine réduit les formes oxydées de p53, ce qui va augmenter sa
liasison a 'ADN, son activité transcriptionnelle, et conduire a I'apoptose [141]. Le
facteur de transcription p53 peut également influencer les niveaux de ROS en
régulant I'expression de génes pro-oxydants ou antioxydants. Il peut ainsi augmenter
spécifiguement la transcription de GPX, de PIG (« p53-Induced Genes ») et de la
glutarédoxine 3, et réprimer celle de la cyclo-oxygénase 2 et de NOS2. Enfin, a
travers la modulation de la respiration mitochondriale, p53 peut également jouer sur
la production de ROS endogénes [142]. De fagon intéressante, il apparait donc que
p53 posséde a la fois des fonctions pro-oxydantes, impliquées dans l'induction de la
mort cellulaire ou la sénescence [143], et des fonctions antioxydantes, qui vont
protéger la cellule des dégats du stress oxydatif [144]. Ce potentiel antioxydant a
notamment été démontré dans des carcinomes de poumon dans lesquels la
déplétion de p53 par shRNA ou la surexpression de mutants oncogéniques
dominants négatifs provoque une augmentation des niveaux de ROS intracellulaires
[145]. L’ensemble de ces observations a conduit a se demander quelles conditions
poussaient p53 a agir comme un pro-oxydant ou comme un antioxydant. La réponse
a cette question est déterminée par la concentration de p53. Dans des conditions
physiologiques, les faibles niveaux de p53 bloquent les ROS, tandis que de fortes
quantités de p53 induisent 'accumulation de ROS en réponse aux stress cellulaires
[146]. De fait, p53 joue un rdle critique dans le statut redox cellulaire, qui peut étre
régulé par le degré de stress, sa localisation subcellulaire, ses modifications et ses
partenaires protéiques [147].

Ainsi, si 'augmentation des niveaux des ROS est essentielle pour promouvoir et
renforcer les signaux de prolifération, on pourrait imaginer que les suppresseurs de
tumeurs pourraient activer des fonctions antioxydantes en réduisant les ROS
cellulaires a des niveaux ne favorisant pas la prolifération. Par exemple, I'apparition
de tumeurs chez des modéles murins p53 -/- peut étre supprimée par une
supplémentation en NAC dans le régime alimentaire, ce qui suggére qu’une fonction
suppresseur de tumeur de p53 passe par la diminution des ROS [54]. On peut
ajouter a cela une étude récente de I'équipe du docteur Wei Gu, qui laisse entendre
que la fonction majeure de p53 dans la suppression des tumeurs pourrait étre la
régulation des génes antioxydants et du métabolisme plutét que la régulation de
'apoptose et de I'arrét du cycle cellulaire [55]. L’induction du géne TIGAR est un
mécanisme permettant a p53 de réguler le métabolisme pour contréler sa fonction
antioxydante [56]. TIGAR fonctionne comme une fructose-2,6-bisphosphatase qui
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abaisse les taux de fructose-2,6-bisphosphate, un régulateur positif de la
phosphofructokinase-1 [57]. Il en résulte une diminution du flux glycolytique et une
dérivation des atomes de carbone du glucose dans la voie du pentose phosphate
afin de produire du NADPH, nécessaire au maintien de nombreux systémes
antioxydants. D’autres génes suppresseurs de tumeurs, tels que FOXO, répriment
également la tumorigenése en induisant des antioxydants [58].

Hormis les fonctions de MDM2 sur le métabolisme de la sérine (faisant I'objet de
publications récentes par le laboratoire et discutées plus loin, dans la partie
« Résultats »), peu d’informations décrivent le réle de MDM2 dans des conditions de
stress oxydatif, notamment lorsque ses fonctions ne font pas intervenir p53. On peut
néanmoins relever que MDM2 est induit au niveau transcriptionnel en présence de
stress oxydatif dans des cellules musculaires cardiaques au travers d’effets médiés
par un complexe de la famille AP-1 qui agit sur le promoteur P2 de Mdm2 [148].
MDMZ2 est, par ailleurs, au niveau post-traductionnel, phosphorylé sur sa sérine 166
en réponse a l'activation de la voie ERK12 [149]. Enfin, en réponse a un stress
oxydant, MDM2 induit la monoubiquitinylation de FOXO4 et I'inhibition de ses genes
cibles [150].
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3) La régulation de p53

L’hétérogénéité de la réponse p53 est extrémement complexe dans la mesure ou
elle implique de nombreux co-régulateurs mais aussi de nombreuses modifications
post-traductionnelles (Figure 20). Ces mécanismes, contrélant non seulement la
stabilité de p53 mais également sa localisation subcellulaire, et le recrutement sur
certains de ses genes cibles peuvent étre regroupés dans ce que l'on appelle le
« code p53 » [151].

Néanmoins, I'un des mécanismes principaux pour la régulation de la stabilisation de
p53 passe par l'activité de la protéine MDM2 (murine double minute 2). En effet,
dans les cellules normales, en I'absence de signaux d’activation, p53 est réprimé par
les oncoprotéines MDM2 et MDM4. MDM2 masque le domaine de transactivation de
p53, mais posséde une activité E3 ligase qui cible la dégradation de p53 via le
systeme ubiquitine-protéasome [152] [153] [154]. MDM4 est dépourvu de cette
activité E3 ligase, mais réprime aussi le potentiel de transactivation de p53 [155]. Il
agit également en dimére avec MDM2 pour induire la dégradation de p53. Diverses
voies de signalisation convergent vers ce complexe p53 / MDM2 pour libérer p53 de
ses répresseurs et lui permettre de réguler la transcription des génes cibles en aval
impliqués dans les réponses cellulaires souhaitées.
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Figure 20 : Schéma des modifications post-traductionnelles de p53. Plus de 36 acides
aminés de la protéine p53 ont été listés comme étant associés a des modifications post-
traductionnelles. Ce schéma sert a illustrer la complexité et I'étendue des régulations fines
de p53 (Adapté de Kruse et Gu (2009) [151]).
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lll - L’'oncoprotéine MDM2

A l'origine, le géne MDMZ2 a d’abord été identifié comme I'un des génes surexprimés
plus de 50 fois par amplification et responsable de la transformation spontanée d’'une
lignée cellulaire de souris BALB/c immortalisée (3T3DM) [156]. Dans ces cellules,
MDM?2 fut localisé sur des corps nucléaires d’ADN extrachromosomiques et
acentromeériques appelés « double minute », qui étaient maintenus dans la cellule
uniquement s’ils lui conféraient un avantage sélectif. Par la suite, des études ont
démontré que la surexpression de MDM?2 dans des fibroblastes murins entrainait une
augmentation du potentiel tumorigéne de ces cellules [157]. Ces expériences
associées au fait qu’'un nombre important de tumeurs humaines (environ 10 %)
présentent une amplification du géne MDMZ2 aboutissant a une surexpression de la
protéine, ont ainsi permis de placer MDM2 dans la catégorie des oncogénes [158].
Ce statut fut confirmé quelques années plus tard grace a la découverte de sa
capacité a interagir et inhiber le suppresseur de tumeur p53 [152].

1) Le géne MDM2

Situé sur le chromosome 12 (région12q14-q15), le géne humain MDM2 (aussi appelé
HDM2) est composé de 12 exons capables de générer plusieurs isoformes
provenant d’événements d’épissages alternatifs et/ou d’utilisation de promoteurs
distincts [159]. Il code pour une protéine ubiquitaire constituée de 491 acides aminés
(489 chez la souris), avec un poids moléculaire d’environ 90 kDa (Figure 21). I
existe deux promoteurs différents pouvant générer deux protéines : la protéine
entiere p90 et une plus courte, p76, initiée au niveau d’'un codon initiateur ATG
interne [160] [161] [162]. || est a noter que p76 ne comporte pas de domaine de
liaison a p53 et peut agir comme un inhibiteur dominant négatif de p90, conduisant
ainsi a l'activation de p53 [128]. L’épissage alternatif de MDMZ2 peut également
geénérer des petites protéines tronquées dans de nombreuses tumeurs humaines ou

murines [163] [164].
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Figure 21 : La structure du géne et de la protéine Mdm2. Le géne de Mdm2 est constitué
de 12 exons et de 2 éléments de réponse a p53 dans l'intron 1. Deux promoteurs et deux
codons d’initiation AUG permettant la synthése de deux protéines MDM2 différentes d’'une
vingtaine de kilodaltons (Adapté de lwakuma et Lozano (2003) [165]).



Chez 'lhomme, MDM2-A, et MDMZ2-B sont les variants d’épissages majeurs, délétés
des exons 4-9 et 4-11, respectivement (Figure 22). Aucun de ces produits ne
contient de séquence de liaison a p53, et leurs fonctions restent mal connues. Il a
cependant été prouvé que le variant d’épissage MDMZ2-B (aussi appelé MDM2-ALTT)
est capable d’interagir avec MDM2-FL (« Full Length ») et d’inhiber sa fonction de
dégradation envers p53 [166] [167]. Ces versions courtes de MDMZ2 peuvent
fonctionner comme des dominants négatifs en inhibant les fonctions de la protéine
entiére, ce qui conduit a une augmentation de la stabilité de p53. Il a été montré que
dans des tumeurs qui arborent des mutants de p53 appelés GOF (« Gain Of
Function »), MDMZ2-B induit une accumulation de ce mutant et contribue a la
progression tumorale et des métastases [168].

P53 binding domain NLS NES acidic domain
MDM2-FL R -.-! —|
MDM2-A* (1) -  —
MDM2-B* (1) -
MDM2-C* (1) | [ — W e
MDM2-D* (1) - ot
MDM2-E* (1) PE—
MDM2-A1 (1) - —
MDM2-KB2 (2) | [
MDM2-kB3 (2) | [— Rt
MDM2IN1 (2) |
MDM2-DS2 (2) | = ! SEeiE
MDM2-DS3 (2) | =tha.! ity
MDM2-IS1(2) | =
MDM2-GK1 (2) R
MDM2-PM2 (2) | [
MDM2-EU2 (2) !
MDM2-BL (2) [ —
MDM2-N (2) | [—
MoM2-FE29 (3) | M 1 — —
MDM2-FERS (3) | [— 1 prESeris
MOM2-FER6 (3) | -
MDM2-F2g (3) | [H—
MDM2-FB30 (3) | [ 24 &
MDM2-FBS5 (3) | [ fe—
MDM2-281bp (4) | [m— ISRSEar
MDM2-219bp (4) | [ s e
MDM2-254bp (4) | [ . N —
MDM2-F (5) — BN — = T
MDM2-G (5) ——— i = m a0
voran(s) | I— -
MOM2-LN229a ()| OO ®. ™8
MDM2-LN229b (6) A S W
MDM2-LN18 (6) | | Fal
MDM2-G116 (6) | | n
MDM2-G150 (6) — D
MDM2-Var2 (7) P———— ; ! E Dﬁ H :
MDM2-Var1 (7) —— ™™
MDM2-DelF (g) | — Lo — ]
MDM2-DelE () | |mm—— g il
worreso ) | BER = |~y

Figure 22 : Les principaux variants de MDM2. Ensemble des variants d’épissage connus
d’ARNm de MDM2. Seuls les variants d’épissage marqués d’'une étoile peuvent étre traduits
en protéine in vitro (Adapté de Bartel et al (2002) [169]).



2) Les motifs protéiques de MDM2

Parmi les motifs protéiques de MDM2 (Figure 23), se trouve le domaine de liaison a
p53. Ce domaine est codé par les 100 premiers acides aminés de MDM2, situés
dans I'extrémité amino-terminale de la protéine. Ce domaine peut se lier au niveau
du domaine de transactivation de p53 et, par cette simple liaison, empécher p53 de
s’associer avec la machinerie de transcription.

D’autres motifs de MDM 2 jouent sur sa localisation subcellulaire , parmi lesquels un
signal de localisation nucléaire NLS  (« Nuclear Localization Signal ») et un signal
d’export nucléaire NES (« Nuclear Export Signal »). Ces signaux permettent a la
protéine d’étre localisée dans le cytoplasme ou le noyau et fournissent un autre
mécanisme par lequel l'activité de p 53 est étroitement régulée [170] [171]. MDM2
comporte également une séquence de localisation nucléolaire NoLS [172], bien que
la relevance physiologique de cette régulation ne soit pas encore connue.

Parmi les autres motifs de MDM2, figure aussi un domaine acide central, appelé ainsi
en raison de sa richesse en acides aminés acides , qui est nécessaire a l'interaction
de MDM2 avec d’autres protéines cellulaires. Il permet notamment l'interaction avec
les protéines ribosomales L 5, L11 et L23 [173], mais également avec la protéine
p300/CBP (« CREB-Binding Protein »), avec qui MDM2 promeut la poly-
ubiquitinylation de p53 [174][175], ou encore avec le suppresseur de tumeur
p14°7F[176]. Enfin, des données récentes suggérent que ce domaine acide serait
également capable de lier p 53 et de changer sa conformation , ce qui empécherait
alors sa liaison a ’ADN [177]. De plus, ce domaine acide serait important pour la
dégradation de p53 médiée par MDM 2, puisqu’'un mutant de MDM 2 comportant une
délétion de 100 résidus a l'intérieur du domaine acide bloque la capacité de MDM2 a
dégrader p 53. Il est décrit que les charges négatives du domaine acide sont
indispensables pour I'activation du domaine E 3, qui possede des caractéristiques
hydrophobiques. Ainsi, au travers de la phosphorylation du domaine acide  (par la
kinase ATM) ou encore par certaines interactions protéiques (comme avec ARF), des
régulateurs de MDM 2 jouent négativem ent sur la conformation de la protéine
bloquant l'interaction du domaine acide avec le domaine E 3 et diminuant ainsi
I'efficacité de son activité ligase [178]. Pour que I'activité E3 ligase de la protéine soit
active, il faut que le domaine RING-finger soit replié sur le domaine acide [179].

En aval de ce domaine acide se trouve un domaine en doigt de zinc dont la fonction
est encore mal connue . Cependant, des études récentes suggérent qu’il serait
essentiel pour l'interaction avec MDMX et la kinase CK1-a (Casein Kinase 1 alpha)
[180]. De plus, des études in vitro ont montré que ce domaine a doigt de zinc de
MDMZ2 pourrait lier TADN [181]. Ces résultats prometteurs restent a étre reproduits in
cellulo, mais permettent d’envisager un possible role de MDM 2 directement au
niveau de ’ADN.

Enfin, la principale fonction de MDM 2 implique son domaine RING situé a son
extrémité C-terminale, qui lui confére une fonction d’E3-ligase. L'intégrité du domaine
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RING est requise pour son homo - ou son hétéro -dimérisation avec MDMX [182]
[183]. Enfin, d’autres études ont révélé que le domaine RING serait impliqué dans
l'interaction directe avec des ARN [184] [185] au niveau des séquences consensus
T7EBSp6 [186].
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Figure 23 : Domaines fonctionnels et site de phosphorylation de la protéine MDM2. En
bleu, le site de liaison a p53, NLS (« Nuclear Localization Signal »), NES (« Nuclear
Exclusion Signal »), en gris, le domaine acide, en jaune, le domaine doigt de zinc, en rose, le
ring finger domain et en C terminal, le NoLS (« Nucleolar Localization Signal »). (Adapté de
« The TP53 web site » [187]).
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3) MDM2, une E3-ligase de la famille RING

MDM2 appartient a la grande famille des protéines a domaine RING (« Really
Interesting Novel Gene »), qui comprend plus de 200 membres. MDM2 fonctionne
principalement, mais non exclusivement, comme une E3-ligase pour l'ubiquitine
[188]. Le domaine RING de MDMZ2, responsable de ['ubiquitinylation de ses
substrats, dans la partie C terminale de la protéine, est fortement conservé parmi les
orthologues de MDM2.

De par ce domaine , MDM2 cible de nombreux substrats pour leur mono - et/ou leur
poly-ubiquitinylation. Cependant, il a également été montré que MDM 2 était capable
de sumoyler ou de neddyler certains substrats . Ces modifications post -
traductionnelles régulent I'activité de ses cibles en contrélant leur interaction avec
des partenaires, leur localisation, mais aussi leur stabilité . L’'ubiquitylation est une
série complexe d’étapes qui requiert les actions de trois enzymes . L’enzyme E1 est
responsable de I'activation de I'ubiquitine via la liaison thioester entre la glycine en C
terminale de I'ubiquitine et un résidu cystéine de 'enzyme . L’ubiquitine alors activée
est ensuite prise en charge par une enzyme E 2 qui va la transférer sur une enzyme
E3 ligase. L'E3 ligase apporte la spécificité envers le substrat qui va donc étre
ubiquitinylé. La coopération entre ces trois enzymes aboutit a l'ubiquitinylation du
substrat. La premiére fonction décrite de I'ubiquitylation est la polyubiquitylation , qui
est alors reconnue par le protéasome 26S et permet la dégradation de la protéine
(Figure 24). L’ubiquitine contient 7 lysines pouvant toutes étre utilisées pour former
les chaines d’ubiquitines. Selon le type de chaines d'ubiquitines formées, des
régulations protéiques autres que la dégradation peuvent se produire, telles que la
relocalisation intracellulaire, I'activation de voies de signalisation et le remodelage de
la chromatine [189]. De plus, il est a noter que certains substrats sont uniquement
mono-ubiquitinylés. Ce mécanisme est retrouvé lors de 'endocytose de récepteurs
du bourgeonnement viral, de la transcription, de la réparation de ’ADN ou encore du
recrutement de caspases au cours de I'apoptose [190] [191]. La monoubiquitylation
de p 53 par MDM 2 surlalysine K 320 semble également jouer un role sur sa
localisation subcellulaire.
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CONJUGAISON DE L'UBIQUITINE DEGRADATION DES PROTEINES
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Figure 24 : Mode d’action des enzymes qui conduisent a la dégradation protéique.

Le systéme ubiquitine-protéasome (UPS) est un systéme multi-enzymatique complexe,
permettant une dégradation régulée des protéines intracellulaires. (Adapté de Coux et al
(1996) [192]).
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4) Les réqulateurs de MDM2

Les niveaux, l'activité et la localisation cellulaire de MDM2 étant des facteurs
déterminants pour les processus biologiques évoqués précédemment, il semble donc
logique que la régulation de cette protéine se fait a de multiples niveaux d’actions et
de complexité. Dans la cellule, de nombreux signaux de stress, notamment les
dommages a I'ADN, l'activation d’oncogénes, la biogenése ribosomale, le stress
chronique et l'action de microARN, sont des événements impliqués dans la
régulation de MDM2. Dans cette partie, je tenterai de résumer les mécanismes
principaux par lesquels MDM2 est régulé.

a) Au niveau transcriptionnel
La transcription du géne MDM?2 est régulée par deux promoteurs distincts (P1 et P2).

Le promoteur P1, situé en amont du premier exon, contrdle I'expression basale
constitutive de MDM?2 [193]. Le promoteur P2, qui est situé dans le premier intron,
est hautement régulé , notamment par de nombreuses voies faisant intervenir des
oncogénes et des suppresseurs de tumeurs . Par exemple , MDM2 a été décrit
comme la cible transcriptionnelle directe de 'oncogéne MYCN. En effet, MYCN se lie
sur 'E-box du promoteur P2 de MDMZ2, activant ainsi son expression [194]. MDM2
peut aussi étre induit par différents facteurs de transcription , tels que NFAT 1
(« Nuclear Factor of Activated T cells 1 ») et IRF8 (« IFN Regulatory Factor 8 »). Ces
protéines sont d’ailleurs couramment surexprimées dans de nombreux cancers , ou
elles favorisent la transformation maligne en inhibant ainsi I'activité de p 53 [195]
[196]. Enfin, I'expression de MDM 2 peut étre négativement régulée par PTEN au
niveau du promoteur P1 [197] (Figure 25 ; A-B).

L'’ensemble de ces données montre que la régulation du messager de MDM2 pourrait
étre un mécanisme important par lequel les oncogénes favorisent la tumorigenése et
que les suppresseurs de tumeurs empéchent le développement tumoral.
Le niveau d’expression de MdmZ2 peut étre modulé transcriptionnellement par
certains polymorphismes . L'undentreeux , le SNP (« Single Nucleotide
Polymorphism ») en position 309, situé dans le premier intron du géne  MDM?2, est
associé chez 'homme a une augmentation du risque de cancer lorsqu’il est associé a
un T plutétqu’aun G . Ce polymorphisme augmente la liaison d’un activateur
transcriptionnel bien connu , le facteur SP 1, conduisant a une augmentation du
niveau d’expression de MDM2 et a une diminution de I'activité de p53 [198]. Comme
décrit précédemment, dans les tumeurs humaines, en plus de la surexpression de la
protéine MDM 2 entiére, on trouve souvent une augmentation de I'expression de
certains variants d’épissage de MDM 2. Les variants les plus fréquemment retrouvés
dans les tumeurs humaines sont MDM2-A, -B et -C. L’expression de ces variants est
souvent associée a des tumeurs de grade avancé avec un mauvais pronostic [199].
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Figure 25 : Régulation de MDM2 au niveau transcriptionnel. (A) Le géne MDM2 a deux
promoteurs (P1 et P2). p53 se lie au promoteur P2 pour induire I'expression de MDM2. En
plus de p53, MDM2 peut étre régulé de maniere transcriptionnelle par plusieurs voies
oncogénes et suppressives de tumeurs. (B) Une expression accrue de variants de MDM2
épissés alternativement et aberrants a été détectée dans de nombreux types de cancers
humains. Parmi les plus de 40 variants d’épissages identifiecs de MDM2 dans les cancers
humains, les isoformes A, B et C sont les plus fréquemment surexprimées. (C) Un groupe de
microARN se lie a la région 3'-UTR de TARNm de MDM2 pour inhiber sa traduction. (Adapté
de Zhao et al (2014) [200]).

b) Mécanismes de contrdle post-transcriptionnel du géne MDM2

Dans certaines tumeurs humaines, 'augmentation du niveau d’expression de MDM 2
peut également provenir de mécanismes de controle de la traduction des transcrits
de MDMZ2. Ce mécanisme de co ntrOle implique notamment certains micro -ARN
(miRNAs) qui font partie d’'un groupe d’ARN non codants régulant la traduction a
travers la région 3’'UTR de leurs ARN cibles. Plusieurs miARNs ciblant MDM2 ont été
identifiés, dont miR-143/145, miR-605, miR-25, miR-32, miR-18b et miR-661 [200].
En inhibant la traduction de MDM 2, ces miARNs augmentent de fait le niveau
d’expression de p 53 et son activité . La plupart de ces micros ARN exhibent des
fonctions suppressives de tumeurs et se retrouvent souvent sous -exprimés dans les
tumeurs humaines (Figure 25 ; C).

De plus, il a été montré que p 53 était un répresseur direct de la traduction de MDM 2
lors de stress provoqués par défaut de repliement des protéines [201].
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c) Mécanismes de contréle post-traductionnel de MDM2

Les niveaux protéiques et I'activité de MDM2 sont régulés par de nombreux signaux
extra et intracellulaires, incluant les stress génotoxiques, I'activation d’'oncogénes et
les stress ribosomaux (Figure 26). Les voies de signalisation activées dans ces
situations de stress régulent la capacité de MDM2 a interagir avec p53, son activité
E3 ligase ou encore sa localisation subcellulaire.

DNA Ribosomal Oncogenic
damage stress activation
ATR  RPs
Abl \ l ”
MDM2 E I
SGK1 AKT Wip1
A
B-arrestin
Glucocorticoids 7)
\ Catecholamines

Figure 26 : La régulation des niveaux et de I’activité de la protéine MDM2. Les niveaux
et l'activité de la protéine MDM2 sont fortement régulés par de nombreux signaux et facteurs
de stress. Ces signaux de stress régulent la capacité de MDM2 a se lier a p53, l'activité de la
fonction ubiquitine E3 ligase, sa localisation cellulaire et sa stabilité. Les signaux de stress
génotoxiques, tels que les infrarouges et les UV, régulent négativement les niveaux et
l'activité de MDM2, principalement par la modification post-traductionnelle (phosphorylation).
L’activation d’oncogénes, tels que ARF, régule négativement l'activité de la fonction E3
ligase et favorise la localisation de MDM2 dans le nucléole. Les signaux de stress
ribosomaux régulent négativement l'activit¢ de l'ubiquitine E3 ligase via PR. Certains
oncogénes, notamment AKT et Wip1, augmentent directement l'activitté de MDM2. Les
signaux de stress psychologiques chroniques augmentent les niveaux de neurohormones, y
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compris les glucocorticoides et les catécholamines, qui peuvent accentuer l'activité de
MDM2. (Adapté et al (2014) [200]).

Phosphorylation :

Les fonctions de MDM 2 sont étroitement régulées par des modifications post -
traductionnelles, dont la principale est la phosphorylation. Parmi les 491 acides
aminés qui composent la protéine MDM 2, 20 % sont des sérines ou des thréonines .
Les sites de phosphorylation de MDM2 sont nombreux mais se regroupent sur deux
principaux domaines. Le premier est le domaine acide en position centrale, et le
second, la zone dans la partie C terminale située entre le domaine a doigt de zinc et
le domaine E3 ligase (Figure 27). La phosphorylation de MDM2 module ses
fonctions vis-a-vis de p53. Elle peut inactiver le domaine E3 de MDM2 et ainsi
bloquer I'ubiquitinylation de p53. Elle peut aussi empécher l'interaction entre MDM 2
et p53 et, enfin, restreindre MDM2 a un compartiment subcellulaire pour protéger p53
d’'une éventuelle dégradation. De nombreuses protéines sont connues pour réguler
MDM2 par phosphorylation et ainsi diminuer son activité de régulateur négatif de
p53. Parmi elles, on peut noter DNA -PK (« DNA activated Protein Kinase »), qui
phosphoryle MDM2 sur la sérine 17 [202], et ATM (ataxia telangiectasia-mutated), qui
cible la sérine 395, empéchant MDM2 d’induire la translocalisation de p53 du noyau
vers le cytoplasme [203]. Cette réaction est réversible , puisque WIP 1 est une
phosphatase capable de déphosphoryler MDM2 sur la sérine 395 et ainsi favoriser la
dégradation de p 53 [204]. WIP1 est considérée comme une o ncoprotéine que I'on
retrouve surexprimée dans de nombreux cancers humains [205]. La thréonine 394
adjacente de la S 395 est aussi connue pour étre la cible de phosphorylation par la
protéine c-Abl. Cette phosphorylation diminue I'interaction entre MDM2 et p53 afin de
favoriser une réponse apoptotique [206]. Le domaine central acide de MDM2 est une
zone trés déstructurée, dont les changements de conformation modulent I'interaction
entre MDM 2 et ses partenaires . De nombreux sites de phosphorylation ont été
identifiés dans ce domaine , comme les sérines 240 et 245, qui sont les cibles de la
glycogéne synthase kinase 3B (GSK3B). Contrairement aux autres kinases citées
précédemment, GSK3[ participe a I'activation de MDM 2 de fagon a faciliter la
dégradation de p 53 par le protéasome [207]. GSK3p n’est pas la seule protéine a
cibler ce domaine acide , il y a aussi la caséine kinase 1 (CKI), qui cible un autre
cluster de sérines localisé entre la position 240 et 250 et dont le role est d’'augmenter
les fonctions de dégradation de MDM2 [208].

Dans la tumorigenéese, PISK-AKT est une voie importante qui permet la prolifération
et la survie des cellules . MDM2 a été identifié pour étre une cible ’AKT . AKT
phosphoryle les sérines 166 et 186 situées a proximité de la séquence NLS

(« Nuclear Localization Sequence ») afin de localiser MDM 2 dans le noyau ou il va
interagir avec p53 en vue de le réguler négativement [209].
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Figure 27 : Les sites de phosphorylation de MDM2. Les sites de phosphorylation sont
indiqués par un P dans un cercle, avec leurs positions relatives aux domaines fonctionnels
de MDM2. Ces différents sites de phosphorylation illustrent la complexité des mécanismes
de régulation post-traductionnelle de MDM2. Quelques protéines kinases connues de ces
phosphorylations sont également indiquées dans les rectangles violets. (Adapté de Meek et
Knippschild, 2003 [210]).
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Ubiquitinylation :

L’auto-ubiquitinylation de MDM 2 n’est pas requise pour sa dégradation [211]. La
destruction de la protéine doit donc étre régulée par d’autres protéines E  3-ligases.
Plusieurs de ces E3-ligases ont été identifiées, parmi lesquelles :

- PCAF (« p300/CBP-Associated Factor »). Ainsi, en plus de son activité
d’acétyltransférase, PCAF posséde une activité intrinséque d’ubiquitinylation qui est
critique pour le contréle du niveau d’expression de MDM2 et donc de l'activité de p53
[212].

- SCFPTRCP En réponse a la fois & des stress génotoxiques et lors de la progression
du cycle cellulaire, il a ét¢ montré que SCF  #TR" pouvait ubiquitinyler MDM 2 et
conduire a sa dégradation [208][213].

D’autres protéines sont aussi connues pour augmenter l'ubiquitinylation de MDM 2,
bien que les mécanismes par lesquels elles agissent restent encore mal caractérisés.
Parmi ces facteurs figurent RASSF1A [214] et ARF [176]. Alinverse, d’autres
facteurs empéchent I'ubiquitinylation de MDM 2. C’est le cas de TSG101 (« Tumor
Susceptibility Gene 101 »), un suppresseur de tumeurs, dont la perte dans des
fibroblastes induit la transformation et la formation de métastases chez la souris nue.
TSG101 inhibe l'ubiquitinylation et donc la dégradation de MDM2 pour activer la
boucle de rétrocontréle MDM2/p53 et inhiber ainsi p53 [215].

Sumoylation et neddylation :

MDM2 est sumoylé (SUMO-1) in vivo par les SUMO E 3-ligase PIAS1 et PIASx3, et
peut étre également sumoylé in vitro par ces mémes enzymes et RanBP 2 [216]
[217]. Les facteurs conduisant a la sumoylation de MDM 2 sont encore peu connus .
Cependant, une donnée trés intéressante suggéere que la sumoylation de MDM 2 est
stimulée par ARF [218], ce qui est particulierement intéressant dans la mesure ou
ARF empéche l'ubiquitinylation de p 53 par MDM 2, suggérant I'idée que les
modifications SUMO et ubiquitine peuvent étre mutuellement exclusives et /ou
antagonistes [216].

A Tinstar de I'ubiquitine et de SUMO 1, NEDD8 appartient & la famille des molécules
apparentées a 'ubiquitine. Si I'ubiquitinylation est majoritairement décrite pour induire
la dégradation de ses cibles par le protéasome , la conjugaison des molécules
apparentées a l'ubiquitine a des effets multiples. Il a été montré que MDM2, a travers
son domaine E 3 ligase, est aussi capable d’accepter des molécules de NEDD 8 en
vue de modifier I'activité de p 53 in vivo et de s’auto-neddyler. Les roles de MDM 2, a
la fois dans la voie de conjugaison de l'ubiquitine et dans celle de NEDD 8, suggerent
que les fonctions de MDM 2 sont hautement controlées et montrent la divers ité des
mécanismes par lesquels les protéines E3 ligase peuvent réguler leurs cibles [219].
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d) Régulation de la localisation subcellulaire de MDM2

L'une des premiéres protéines découvertes comme interagissant avec MDM 2 fut le
suppresseur de tumeur p14”°%F (« Alternative Reading Frame ») [220] [221] [178].
Cette protéine est exprimée a partir du locus  Cdkn2A, qui génére la production de
2 protéines —p16™K* et p14°RF — grace a I'utilisation de deux promoteurs
indépendants et 2 phases de lecture ouvertes différentes  [222]. Cette interaction
entre ARF et MDM2 bloque le passage de MDM2 entre le cytoplasme et le noyau en
le séquestrant dans le nucléole [223] [224]. Comme I'export nucléaire de p 53 par
MDM2 est nécessaire pour sa dégradation efficace [171] [223], la séquestration de
MDM2 dans le nucléole a pour conséquence I'activation de p 53. Comme ARF,
d’autres protéines nucléolaires peuvent se liera MDM 2 et le séquestrer dans le
nucléole, a l'instar des protéines ribosomales L 5, L11, L23, L26 et S7, conduisant
alors a une stabilisation de p53 [225] [226] [227].

PKB (« Protein Kinase B »), plus connue sous le nom d’AKT , est également un
régulateur de MDM 2 capable de le transloquer dans le noyau par des
phosphorylations spécifiques intervenant sur les résidus sérines 166 et 186 [209].
AKT est également capable de former un complexe avec MDM 2 pour ubiquitinyler et
dégrader les récepteurs androgéniques dans le but de réguler la croissance et
I'apoptose dans les cellules de la prostate.

Il est intéressant de noter que des études récentes portant sur la localisation
subcellulaire de MDM2 dans le cancer du sein ont montré que I'expression
concomitante nucléaire et cytoplasmique de MDM2 pouvait étre considérée comme
un facteur pronostique [228]. La localisation subcellulaire de I'expression de MDM2
doit étre prise en compte dans I'évaluation du cancer du sein, mais devrait également
étre plus souvent considérée comme un marqueur relevant dans d’autres types de
cancers présentant des amplifications de MDM2, tels que les sarcomes des tissus
mous.
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5) MDMX, 'homologue de MDM?2

MDMX (ou MDM4) a été découverte presque 10 ans aprées MDM2, a partir du
criblage d’une banque d’expression d’ADNc avec la protéine p53 radiomarquée [225]
[230]. Comme MDM2, MDMX est capable de se lier a p53 et agit également comme
un inhibiteur de p53. Rapidement, il fut établi que MDMX interagissait également
avec MDM2 [182] [231] et jouait un réle dans sa stabilisation [232] [233] [212]. De
facon intéressante, MDM2 et MDMX présentent une forte homologie de séquence,
avec une organisation de leurs domaines protéiques similaires, puisque tous deux
contiennent un domaine de liaison a p53, un domaine central acide, un domaine a
doigt de zinc et un domaine RING (Figure 28).

Il est a noter, cependant, que le domaine RING de MDMX ne lui confére pas
d’activité d’ubiquitine E3-ligase in vivo [234], contrairement a MDM2. Enfin, il apparait
que MDMX et MDM2 forment des hétéro-diméres via leurs domaines RING
conduisant a la poly-ubiquitinylation de p53 [235]. Les expériences les plus
convaincantes de I'importance de MDMX dans l'inhibition de p53 ont été démontrées
in vivo chez la souris. Les souris MdmX KO meurent au stade embryonnaire (a
10 jours post coitum) [236] [237] [238]. Ce phénotype est également totalement
surmonté par la délétion concomitante du géne Tp53. Par conséquent, la mort
embryonnaire est liée a I'induction de la voie p53. A l'inverse de la délétion de MDM2
dans le systéme nerveux central, l'inactivation de MDMX conduit a un arrét de la
prolifération et non pas a la mort cellulaire. Ces données suggérent que MDMX
pourrait étre un autre régulateur critique de p53. Cette notion est appuyée par des
données montrant que I'expression de MDMX est dérégulée dans plusieurs types de
cancers (rétinoblastome, cancers du cerveau et du sein, lymphomes du manteau,
cancers des testicules, de 'utérus et de I'estomac et mélanomes) qui ne présentent
pas d’altérations génétiques de p53 [158] [239] [240] [241].

D’un point de vue moléculaire, MDMX coopere avec MDM2 pour inhiber p53.
Cependant, en fonction du ratio molaire entre ces deux protéines, 'action sur p53
differe. Ainsi, quand le ratio MDMX/MDM2 est inférieur a 2:1, la stabilité de p53 est
diminuée [232] [242]. A l'inverse, lorsque les niveaux de MDMX sont plus élevés, il y
a une augmentation de la stabilité de p53 [233]. MDMX est, a ce jour, dépourvue
d’'une activité E3-ligase fonctionnelle in vivo. Son mode d’action consisterait donc
simplement, de par sa liaison a p53, a empécher la liaison entre MDM2 et p53. Ainsi,
MDMX bloque la dégradation de p53 et inhibe son activité en masquant son domaine
de transactivation. Il est également reporté qu’en fonction du ratio MDMX/MDM2,
MDMX empécherait ou entrainerait la dégradation de MDM2 [243] [183] [182] et
impacterait donc la translocation de p53 par MDM2 [233]. De plus, les analyses
génétiques ont permis de montrer que la perte conditionnelle de Mdm2 conduisait a
une augmentation significative des niveaux protéiques de p53, alors que la délétion
conditionnelle de MdmX dans un fond hétérozygote pour Mdmz2 induirait seulement
une augmentation modérée des niveaux protéiques de p53. Ces observations ont
conduit a la conclusion que MDM2 inhibe p53 principalement au travers de sa
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dégradation, alors que MDMX inhibe principalement son activité transcriptionnelle
[244]. Enfin, étant donné la létalité embryonnaire de MDMX, des études in vivo
utilisant des alléles conditionnels chez la souris (dans les mémes types cellulaires
précédemment cités pour MDM2) ont également été menées pour déterminer
limportance de MDMX chez l'adulte [245] [244] [246] [247]. Cependant, a la
différence de MDMZ2, il apparait que seuls certains types cellulaires présentent des
phénotypes visibles en réponse a la perte de MdmX. Comme pour la perte de Mdm2,
ces phénotypes sont p53-dépendants. Ces données suggérent que l'inhibition de
p53 par MDMX n’est requise que dans un nombre limité de types cellulaires et/ou
sous certaines conditions physiologiques. D’ailleurs, il faut noter que la protéine
MDMX est essentiellement exprimée dans les tissus embryonnaires . Son expression
dans les tissus adultes est généralement liée a des perturbations pathologiques des
mécanismes d’épissage alternatif qui déte rminent son niveau d’expression [248].
Ainsi, les protéines MDM2 et MDMX, trés proches structurellement parlant, agissent
en fait de fagon différente mais complémentaire a 'égard de I'inhibition de pb3.
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Figure 28 : Schéma de la structure des homologues MDM2 et MDMX. MDMX présente
avec MDM2 une similarité au niveau de ses domaines structurels avec, comme évoqué
précédemment, une région N-terminale de liaison a p53 (résidus 19 a 102), une région
centrale acide (résidus 215 a 255), une région a doigts de zinc (résidus 290 a 331) et, en
position terminale, un groupe carboxyle et un domaine RING (résidus 437—483). Cependant,
MDMX ne dispose pas des séquences NLS, NES ou NoLS, mais posséde un motif WWW
unique (W, résidus 190-210) qui inhibe linteraction avec p53. Contrairement au domaine
MDM2 RING E3 ligase, le domaine MDMX RING est dépourvu d’activité E3 ligase. Enfin, la
queue carboxy-terminale (résidus 485 a 490) de MDMX est nécessaire a la formation
d’hétérodimeres MDM2 — MDMX. (Adapté de Karni-Schmidt et al (2016) [249]).
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6) MDM2, le régulateur principal de p53

L’activité ubiquitine E3 ligase de MDM2 décrite précédemment représente
I'antagoniste principal du suppresseur de tumeur p53 [250]. En effet, MDM2 affecte
la stabilité de p53 en le ciblant pour la dégradation protéasomique [251]. Il y a pres
de 20 ans, les groupes de Lozano et de Bradley ont développé des souris knock-out
(KO) pour Mdmz2 et/ou p53 et ainsi mis en lumiére la nature critique de la relation
entre p53 et MDM2 [252] [253]. La perte de Mdm2 (KO constitutifs ou conditionnels)
a entrainé une |étalité embryonnaire précoce due a l'induction massive de la mort
embryonnaire impliquant p53 [254] [255] [256] [257] [258]. D’'un autre cété, la
combinaison des délétions de Tp53 et Mdm2 a complétement inversé ce phénotype,
permettant ainsi a ces souris de rester en vie, démontrant qu’une large part des
fonctions associées a MDM2 dépend de p53.

Ces données génétiques tendent a démontrer que la régulation de p53 in vivo
dépend majoritairement de MDM2. |l est toutefois important de noter que plusieurs
observations ont jeté le doute sur les conclusions aussi tranchées de ces
expériences. En effet, des expériences ultérieures ont signalé des défauts de
développement et de reproduction chez les animaux p53 -/- et p53 -/-; Mdm2 -/-
[259] [253] [260]. En effet, les souris knock-out de p53 présentent une létalité
embryonnaire accrue en raison d’'une fermeture insuffisante du tube neural et de
'exencéphalie, malgré I'hypothése générale selon laquelle la perte de p53 ne
modifiait pas le développement et la survie des animaux.

Cependant, afin d’étudier les contributions physiologiques de MDM2 sur la régulation
de p53 a des stades plus tardifs du développement ou chez l'adulte, des KO
conditionnels ont été générés. Ainsi, pour comprendre comment MDM2 régule
lactivité de p53 de fagon tissu-spécifique ou type cellulaire-spécifique, certains
laboratoires ont généré des modeles avec la délétion de Mdm2 dans le cceur,
intestin, testicules, thymus, rate, érythrocytes, hépatocytes... Dans la majorité des
cas, cette délétion conduit a une réponse apoptotique p53 dépendante [261] [246].

Il est important de noter que MDM2 lui-méme est un géne dont I'expression est
induite par p53 [262] [263] [264]. Ainsi, les deux molécules sont liées I'une a l'autre
par une boucle d’autorégulation négative visant a maintenir de faibles niveaux de
p53 cellulaire en I'absence de stress (Figure 29). Cette relation permet de limiter la
durée et la gravité des diverses réponses biologiques |étales médiées par p53 apres
une réponse au stress [262] [251] [265]. Trés souvent, les protéines p53 mutées
dans les cellules tumorales sont stables car elles présentent des défauts pour le
domaine de transactivation contenant le domaine de liaison a MDM2. Ainsi, la boucle
de rétrocontrdle est défectueuse.
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Figure 29: Régulation de p53 par MDM2. p53 et MDM2 forment une boucle
d’autorégulation. p53 stimule I'expression de MDM2, et MDM2, a son tour, inhibe I'activité de
p53 car il stimule sa dégradation via le protéasome et bloque son activité transcriptionnelle.
Une large gamme d’agents endommageant ’ADN ou I'activité d’oncogénes induit I'activation
de p53. Les dommages a I'ADN favorisent la phosphorylation de p53 et de MDM2,
empéchant ainsi leur interaction et stabilisant p53. De méme, lactivité de certains
oncogénes peut induire I'expression de ARF, qui séquestre MDM2 dans le nucléole,
empéchant ainsi la dégradation de p53. Inversement, les signaux de survie jouent un role
médiateur dans l'importation nucléaire de MDM2 via 'activation d’Akt, ce qui déstabilise p53.
(Adapté de Moll et Petrenko (2003) [257]).

La dégradation de p53 par l'activité E3 ligase de MDM2 n’est pas le seul mécanisme
de régulation de p53 par MDM2. En effet MDM2 est capable d’inhiber I'activité de
p53 par interaction directe avec celui-ci, en masquant son domaine de
transactivation, et donc dempécher le recrutement de Ila machinerie
transcriptionnelle de base [152] [171].

De plus, il peut également jouer sur la stabilité et la localisation de p53. Mdm2
posséde des fonctions post-ubiquitinylation sur la dégradation de p53. Il peut
s’associer avec plusieurs sous-unités du complexe régulateur 19S du protéasome,
facilitant ainsi I'association de p53 avec la machinerie de dégradation au travers de
la formation d’'un complexe ternaire [266].

MDM2 semble également jouer sur la localisation subcellulaire de p53. En effet, de
faibles niveaux de MDM2 peuvent induire la mono-ubiquitinylation de p53,
aboutissant ainsi a son export nucléaire [267] [268]. De fagon intéressante, un

69



complexe MDM2/p53 associé a la chromatine mais transcriptionnellement inactif, a
été découvert dans certaines lignées cancéreuses [269] [270]. Cette association de
MDM2 au niveau des éléments de réponse a p53 est ensuite réduite lors de
dommages a 'ADN, permettant I'activation de la transcription de p53. Ces données
suggerent que MDM2 peut étre localisé transitoirement au niveau des genes cibles
de p53. Ce complexe peut aussi étre régulé par I'acétylation de p53 [271], qui va
alors bloquer le recrutement de MDM2 sur les éléments de réponse de p53, une
étape critique pour I'activation des fonctions de p53.

D’autres mécanismes de régulation d’inhibition de p53 par MDM2 impliquent la
neddylation. MDM2 est capable d’induire la conjugaison de NEDDS8 sur p53, une
protéine apparentée a l'ubiquitine, régulant ainsi son activité transcriptionnelle et son
export nucléaire [219].

En termes de modifications post-traductionnelles, MDM2 joue également un rdle
dans la sumoylation de p53. Il a été montré que MDM2 était ainsi capable de
promouvoir la conjugaison de SUMO-1 sur p53 [272], une activité qui est stimulée
par p14-ARF et qui conduit a sa relocalisation dans le nucléole. MDM2 promeut
également la conjugaison de SUMO-2/3 sur p53, entrainant une réduction de son
activité transcriptionnelle [273]. MDM2 peut aussi induire la mono-ubiquitinylation des
histones H2B au niveau des génes de réponse a p53, conduisant ainsi a leur
répression transcriptionnelle [274], et recruter I'histone déacétylase HDAC1, qui va
alors induire la déacétylation de lysine clé de I'extrémité C-terminale de p53, les
rendant disponibles pour l'ubiquitinylation [275]. D’autres données suggérent que
MDM2 pourrait également réguler la transcription par l'interaction directe avec la
machinerie de transcription TFIID [276].

La grande diversité d’actions de MDM2 sur p53 illustre perfaitement le fait que MDM2
est bien plus qu’'une simple ubiquitine E3 ligase et qu’il pourrait potentiellement
exercer d’autres actions dans la cellule.

En effet, plusieurs types de tumeurs humaines ont été identifiés comme ayant des
taux élevées de MDM2, et ce, en I'absence de p53 sauvage ou exprimant des
isoformes de MDM2 n’étant plus capables de se lier et de réguler p53 [277] [278]. De
plus, des expériences, dans lesquelles la surexpression de MDMZ2 spécifiquement
dans des glandes mammaires chez la souris, ont conduit a la perturbation du
développement normal de ce tissu, mais aussi a la formation de tumeurs mammaires
de maniére indépendante de p53 [279]. Ces observations suggérent que MDM2
remplit des fonctions supplémentaires allant au-dela de la simple régulation de p53
et ajoutant ainsi un nouveau degré de complexité a I'axe MDM2/p53 dans le
processus de tumorigenese.
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7) MDM2, une vie sans p53

Pour beaucoup, la protéine MDM2 évoque immeédiatement la protéine p53 tant les
travaux impliquant leurs interconnexions sont nombreux. Cependant, en marge de
ces publications, d’autres études font mention de fonctions indépendantes de p53.
En effet, outre sa fonction de régulateur majeur de p53, MDM2 est capable d’avoir
des effets sur le contrdle de la prolifération, la détermination du destin cellulaire, la
réparation de I'’ADN, la transcription, la biosynthése des ribosomes, I'hypoxie, la
régulation du métabolisme, ainsi que d’autres processus qui peuvent également
contribuer a son potentiel oncogénique [280] (Figure 30).

En effet, bien que la majorité des sarcomes des tissus mous contiennent soit une
mutation de p53 soit une surexpression de MDMZ2, une proportion significative des
échantillons de tumeurs présente les deux simultanément. Il est intéressant de noter
que les tumeurs contenant des modifications dans les deux protéines sont associées
a un plus mauvais pronostic pour le patient [277] [281]. De plus, des niveaux élevés
d’expression de 'ARNm de MDM?2 sont corrélés a une apparition, a un age précoce,
de sarcomes des tissus mous [282]. Globalement, ces résultats suggerent que
MDMZ2 aurait des effets indépendants de p53 dans le processus de tumorigenése.
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Figure 30 : De fagon indépendante de p53, MDM2 se retrouve impliqué dans un grand
nombre de fonctions, au travers de son interaction directe ou de la régulation de nombreuses
protéines (indiquées a cété de chaque fonction). (Adapté de Ganguli et Wasylyk (2003)
[280]).
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a) Contréle du cycle cellulaire
Il a été démontré que MDM2 interagissait avec la protéine du rétinoblastome (pRDb),

un gene suppresseur de tumeur qui, comme p53, joue un réle majeur dans
inhibition du cycle cellulaire et dans l'apoptose. Cependant, contrairement a
l'interaction MDM2-p53, l'interaction MDM2-pRb n’est pas médiée par la dégradation
via l'ubiquitine. Dans les cellules, MDM2 forme un complexe avec pRb et perturbe le
point de contréle G1/S en empéchant la liaison de pRb a certains membres de la
famille des facteurs de transcription E2F [283]. Fait intéressant, il a également été
prouvé que MDM2 pouvait former un complexe trimérique pRb-MDM2-p53, dans
lequel MDM2 jouerait le réle de lieur entre ces deux facteurs de transcription. La
liasison de pRb a MDM2 n’inhibe pas la liaison de p53. Cela contraste avec d’autres
régulateurs connus de l'interaction MDM2-p53, tels que p14ARF, qui agissent en se
liant a MDM2 et en inhibant la liaison de p53. L'interaction pRb-MDM2 est capable
d’inhiber la dégradation de p53 meédiée par MDM2, mais n’empéche pas la capacité
de MDM2 a inhiber la transactivation de p53 de ses geénes cibles [284]. La
découverte d’un dialogue croisé entre les voies p53 et pRb est particulierement
intéressante, car ce sont sans doute les deux voies les plus importantes dans la
prévention de la tumorigenése.

MDM2 joue également un réle dans la prolifération cellulaire via son interaction
physique avec p21. En effet, MDM2 fonctionne comme un régulateur négatif de p 21
en réduisant la stabilité de la protéine via sa dégradation par le protéasome 20S. Il a
été décrit que p21 se liait a la sous-unité C8 du protéasome 20S (corps protéolytique
du protéasome 26S), entrainant ainsi sa dégradation [285]. De facon intéressante
les effets de MDM 2 sur la stabilité de p 21 sont indépendants de son activit¢ E 3
ligase [286].

Une interaction in vivo a aussi été reportée entre MDM2 et le suppresseur de tumeur
PML (« Promylocytic Leukemia Protein »), une protéine multifonctionnelle capable
entre autres , d’inhiber la prolifération ou encore d’induire la sénescence ou
'apoptose. MDM2 inhibe PML en I'excluant du noyau , bloquant ainsi son activité
[287].

MDM2 interagit et inhibe également MTBP (« Mdm2 Binding Protein »), empéchant
de ce fait I'arrét du cycle en G1 induit par MTBP [288].

Des études ont également montré que MDM 2 était capable d’induire la résistance
des cellules au TGF-B (« Transforming Growth Factor 3 »), surmontant ainsi I'arrét du
cycle en G1 [289].

Une autre étude a montré que MDM 2 interagissait et ubiquitinylait ATF 3, conduisant
alors a sa dégradation [290]. ATF3 est un facteur de transcription de la famille
CREB/ATF [291], dont I'expression est fortement induite par une large variété de
stress cellulaires, tels que les dommages a I’ADN ou I'hypoxie , et qui est impliquée
dans la régulation du cycle cellulaire et de I'apoptose [292] [293].
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Enfin, il a été reporté que MDM 2 était capable d’interagir et de réguler les membres
de la famille FOXO (« Forkhead box »). En effet, la voie Ras/ Raf/ MEK/ ERK
associe les signaux des récepteurs cellulaires a des facteurs de transcription qui
régulent la prolifération et la différenciation. Des mutations ou des altérations de cette
voie se retrouvent dans de nombreux cancers humains [294]. Lorsque cette voie est
activée, ERK phosphoryle Foxo3A, un facteur de transcription des protéines
régulatrices du cycle cellulaire. Dans cette forme phosphorylée, Foxo3A devient une
cible pour l'ubiquitinylation par MDM2, favorisant sa dégradation. Comme Foxo3 agit
en tant que suppresseur de tumeurs, la régulation négative de Foxo3 par MDM2
pourrait jouer un rdle dans la tumorigenése lors d’'une réponse a un stimulus de type
facteur de croissance [295].

b) Différenciation cellulaire

Des études récentes montrent que MDM 2 réprime I'expression d’'un ensemble de
génes associés a la différenciation cellulaire . Cette fonction est requise pour induire
la pluripotence, supprimer la différenciation des cellules souches mésenchymateuses
multipotentes et permettre la prolifération des cellules cancéreuses . Le mécanisme
clé, en partie responsable des fonctions de MDM 2 indépendantes de p53, se fait au
travers de son interaction avec le complexe polycomb repressor complex 2 (PRC2).
De plus, MDM2 semble aussi jouer un rdle dans la différenciation des cellules
musculaires. Il a notamment été montré que lorsque MDMZ2 était amplifié dans les
rhabdomyosarcomes, un type tumoral issu du lignage musculaire squelettique |
interférait avec I'activité de MyoD et inhibait ainsi la différenciation musculaire [296].

Concernant la différenciation de tissus sains , la protéine NUMB fut isolée lors d’'un
crible destiné a identifier des facteurs qui interagissent avec MDM2 [297]. La protéine
NUMB est notamment impliquée dans la différenciation des cellules souches
neurales. Il a été montré que MDM 2 était capable de se lier a NUMB , d’altérer sa
localisation nucléaire et de promouvoir sa dégradation en I'ubiquitinylant [298].

Pour finir, MDM2 est impliqué dans l'initiation de la différenciation adipocytaire . En
effet, MDM2 est requis pour I'expression de C/EBP& en facilitant notamment le
recrutement de CREB (« cAMP Regulatory Element-Binding protein ») sur son
promoteur. Au travers de la régulation de la transactivation dépendante de CREB
MDM2 semble capable de promouvoir 'adipogenese [299].
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c) Réqulation transcriptionnelle :

Comme évoqué dans les chapitres précédents , MDM2 est capable d’interagir avec
certains composants de la machinerie transcriptionnelle . Il a notamment été mon tré
qu’il était capable d’interagir in vitro et in vivo avec deux sous -unités du

complexTFIID : TBP et TAFII1250 (TBP-Associated Factor) [276]. Par ce biais, MDM2
est ainsi capable d’activer certains genes spécifiques, tel que la Cycline A.

MDM2 a également été reporté comme un inducteur de I'expression de la sous -unité
p65 de NF-kB (Nuclear Factor Kappa B), au travers d’un effet sur le promoteur de
p65 [300]. Cette induction conduit a I'activation de NF -kB. Cependant, des études
récentes ont montré, que si la voie NF -kB était déja activée , MDM2 induit alors une
inhibition de NF-kB, et une induction de 'apoptose [301].

Enfin, comme évoqué un peu plus haut, I'équipe de Dobbelstein, a récemment
montré que MDM2 pouvait se lier a la chromatine par son interaction physique avec
des composants du complexe PRC2, et ainsi réprimer de maniére transcriptionnelle
'expression de génes afin de favoriser la survie de cellules cancéreuses [302].
L’interaction de MDM 2 avec PRC2 promeut ses effets épigénétiques sur ses genes

cibles qui font intervenir la mono -ubiquitinylation de I'histone H 2A sur la lysine 119
(H2AK119) et la tri-méthylation de I'histone H3 sur la lysine 27 (H3K27me3) [302].

d) Réparation de I’ADN :

Des études précédentes ont montré que MDM 2 pouvait interagir et stimuler I'activité
de 'ADN polymérase ¢ (également appelée PolH ) alafois in vitro et in vivo
[303][304]. Cette polymérase joue un réle important dans la réparation de 'ADN , et
dans la tolérance aux dommages pendant la réplication de TADN . Récemment, il a
été reporté que MDM2 était également une E3-ligase pour la polymérase ¢, et qu’elle
conduisait a sa dégradation [305], notamment en réponse aux irradiations par les
rayons ultraviolets (UV).

MDM2 est également capable de s’associer a NBS 1 et ainsi inhiber le complexe de
réparation des cassures de ’'ADN double b  rin impliquant MRE11, NBS1, RAD50
[306]. Ce complexe est notamment impliqué dans la préservation de la stabilité du
génome, dans les points de contrdle du cycle cellulaire , et la maintenance des
télomeéres [307].
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e) Biosynthése des ribosomes :

Une fonction potentielle de MDM 2 dans la biosynthése des ribosomes , ou dans la
régulation de la traduction , a été suggérée au regard de son interaction spécifique
avec la nucléostémine [227] et les protéines ribosomales L 5 [308], L11 [225], L23
[309], L26 [310] et S7 [311] ce qui semble corréler avec la relocalisation de MDM2 au
niveau du nucléole, le site de synthése des pré -ribosomes qui composeront ensuite
dans le cytoplasme les ribosomes importants pour la synthése protéique.

D’un autre c6té, il a été démontré que MDM2 pouvait ubiquitinyler et cibler la protéine
ribosomale RPL26 en vue de sa dégradation. RPL26 joue un réle critique dans la
traduction de ’TARNm codant pour p53 en réponse a des dommages a '’ADN [312].
Dans des conditions normales, MDM2 induit la dégradation de RPL26, inhibant ainsi
la traduction de p53 [313].

f) Hypoxie :

Au cours de I'hypoxie dans des cellules tumorales, MDM2 se lie a la sous-unité a de
HIF1 (Hypoxia-Inducible Factor 1), un facteur de transcription clé de la réponse a
I'hypoxie. MDM2 participe a son activation et I'expression de ses génes cibles [314],
contribuant ainsi a la progression tumorale et a 'angiogenese . Il est intéressant de
noter que la présence de p 53 affecte cette régulation , puisque dans ce cas , un
complexe ternaire peut se former entre p 53, MDM2 et HIF -1, et ainsi empécher la
transactivation des génes cibles de HIF1 [315][316].

d) Apoptose et arrét du cycle cellulaire :

De facon surprenante , plusieurs études rapportent que MDM 2 interviendrait dans
l'induction de phénotypes apoptotiques et d’arrét de prolifération cellulaire , en
absence de p 53, lorsqu’il est surexprimé, ce qui semble paradoxal étant donné son

activité oncogénique établie [317][318][319][320]. L'une des hypothéses retenue
dans l'une de ces études pour expliquer ce paradoxe, serait que MDM2 présenterait
une activité intrinséque d’inhibition du cycle cellulaire qui pourrait étre surmontée par
la tumeur via la suppression d’autres facteurs promouvant le cycle, telle que la
cycline A.

h) La migration et I'invasion :

Il a été démontré que MDM2 ubiquitinylait la protéine d’adhésion cellulaire E-
cadhérine et la ciblait pour une dégradation via le protéasome 26S [321]. L'E-
cadhérine joue un réle crucial dans la transition épithéliale-mésenchymateuse (EMT)
qui se produit notamment lors du processus métastatique. Une diminution d’E-
cadhérine entraine une perte de polarité cellulaire et une baisse de I'adhésion
cellule-cellule, favorisant ainsi la motilité cellulaire et le caractére envahissant,
aboutissant bien souvent a une invasion du flux sanguin et a l'apparition de
meétastases. Fait intéressant, la surexpression de MDM2 se produit plus
fréquemment dans les tumeurs métastatiques et récurrentes que dans les tumeurs
primitives [322][323]. Ainsi, la surexpression de MDM2 pourrait potentiellement
favoriser l'invasion de la tumeur et la formation de métastases via une régulation
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négative de I'E-cadhérine. Cependant, I'importance de cette interaction dans la
progression tumorale reste a confirmer.
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IV - MDMZ2, une cible thérapeutique pour le cancer

De par son statut d’oncogene, principalement lié a son réle majeur sur le
suppresseur de tumeur p53, MDM2 est depuis plusieurs dizaines d’années au coeur
de nombreuses stratégies thérapeutiques contre le cancer. Parmi toutes les
approches développées pour perturber I'action de MDM2 dans la cellule on peut citer
I'utilisation d’oligonucléotides antisens, de technique a base d’ARN interférence ou
encore des composeés naturels comme la Ginsenoside et le curcumin [324].
Cependant la grande majorité des études, ayant pour but de cibler MDM2, s’appuient
sur la recherche de composés chimiques visant a perturber l'interaction entre MDM2
et pb3 ou cherchant a induire la dégradation de MDMZ2. En effet, I'analyse
cristallographique de linteraction entre MDM2 et p53, a permis de montrer que la
région de liaison de ces deux protéines met en jeu la structure en hélice-a de p53
avec la structure Bapa de la région N terminal de MDM2. |l existe trois points clés sur
cette structure en hélice de p53, les acides aminés Phe19, Trp23 et Leu26, qui vont
directement interagirent avec trois cavités hydrophobes formées a la surface de
MDMZ2, appelées poche de liaison F19, poche de liaison W23 et poche de liaison L26
[325]. Ce sont ces caractéristiques qui vont étre exploitées pour le développement de
molécule ciblant MDMZ2. Dans cette partie, je passerai en revue ces principales
classes de composés pharmacologiques.

1) Les nutlines :

En 2004, I'équipe de Vassilev a développé la premiére classe de petites molécules a
noyau imidazol inhibitrices de MDM2 connue sous le nom de nutlines [326]
(Figure 31). Des études de structure par cristallographie ont montré que la cis-
imidazole se lie a p53 au niveau des sites de liaisons a MDM2 en imitant I'interaction
des résidus d’acides aminés importants évoqués précédemment [327]. En effet, en
raison de leur caractere hydrophobe, Trp23, Phe19 et Leu26 s’associent
parfaitement bien a la poche hydrophobe de MDM2 [229]. La poche de liaison de
p53 a MDM2 est stériguement inhibée par la liaison de la nutline, induisant ainsi une
accumulation de p53 et une restauration de son activité transcriptionnelle, suivie
d’'une apoptose dans les cellules tumorales surexprimant MDMZ2 [328]. Les
composeés de type nutline induisent la stabilisation de p53, I'expression des genes
cibles de p21, l'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose [329]. Nutlin-1, Nutlin-2 et
Nutlin-3 ont une perméabilité cellulaire suffisante pour provoquer une accumulation
de p53 de maniére dose dépendante. Seules les lignées cellulaires présentant p53
de type sauvage sont sensibles a ces composés. En effet, les cellules tumorales p53
mutantes ou p53 nulles pour le géne TP53 ne présentent pas d’arrét du cycle
cellulaire ou de régulation positive de p53 suite au traitement [330]. /n vitro et in vivo,
la Nutlin-3 a une activité contre un large éventail de cellules cancéreuses ayant p53
de type sauvage [331]. Cependant, cette molécule présente un profil
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pharmacologique inadéquat pour son utilisation en clinique. C’est pourquoi des
scientifiques de Roche ont synthétisé le RG7112, une molécule de Nutlin-3a
optimisée par modification structurelle, dont I'activité inhibitrice est environ 4 fois plus
forte que celle de Nutlin-3a. Le RG7112 a été testé dans des essais cliniques de
tumeurs solides et liquides notamment contre des tumeurs de liposarcome [332]. Le
point noir de ces études concerne les effets secondaires, comme l'apparition de
nausées, vomissements, neutropénies ou thrombocytopénies due a une toxicité
gastro-intestinale et hématologique, mais aussi une efficacité relativement faible.
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Figure 31 :
de Zhao et al (2013) [331]).

Les différentes formules des composés de la famille de la nutline. (Adapté
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2) Les imidazoles :

Comme les nutlines, les imidazoles reposent sur le méme principe de compétition
allostérique au niveau du site hydrophobique de liaison entre p53 et MDM2.

Le cceur de ces molécules est I'imidazole WK23 [331]. Les chimistes ont ensuite
congu et synthétisé des composés d’imidazole dotés de structures différentes afin
d’optimiser au maximum leurs effets biologiques (Figure 32). L'un des tournants
majeurs dans I'élaboration de ces composés a été fait par I'équipe de Miyazaki, qui a
remplacé le noyau imidazole par du dihydroimidazothiazole ayant une affinité et une
stabilité plus grande que le composé mere. lls ont par la suite congu et synthétisé
une série d’inhibiteurs contenant ce squelette du dihydroimidazothiazole dans
I'objectif d’avoir une meilleure activité inhibitrice et de meilleurs 1C50 [333][334].
Cependant, en raison du poids moléculaire élevé de ces composes, leurs effets
antitumoraux sont inférieurs a ceux des nutlines. On peut tout de méme noter que
des études récentes dans un modéle de xénogreffe de tumeur SJSA-1 ont montré
une amélioration de la cytotoxicité non spécifique, une bonne activité antitumorale a
une dose de 25 mg/kg-1, ainsi que de bonnes propriétés pharmacocinétiques, faisant
de ces molécules des candidats prometteurs pour de futures études cliniques [335].
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Figure 17 : Les différents dérivés d’imidazole qui ciblent I'interaction P53-MDM2. Les
composeés 1 et 2 sont les premiéres molécules ayant un coeur d’'imidazole. Les composés 3,
4, 5 et 6 sont des dérivés ayant un squelette du dihydroimidazothiazole. Le composé 7 est la
molécule ayant de meilleurs effets anti-tumoraux sur des modéles de xénogreffes de tumeur
SJSA-1 (Adapté de Liu et al (2019) [336]).
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3) Les benzodiazépines :

Les benzodiazepines sont une autre classe de petites molécules qui inhibent
l'interaction entre p53 et MDM2 [330][337] (Figure 33). En 2005, Grasberger et son
équipe, ont caractérisé pour la premiéere fois le 1,4-benzodiazépine-2,5-dione (BDP)
[338]. Le noyau benzénique de ce compose se lie a MDM2 en imitant la conformation
du motif en triplet de p53 [339]. Des études d’amarrage moléculaire du complexe
thiobenzodiazépine et MDM2 indiquent que l'interaction de liaison est médiée par les
trois poches hydrophobes de MDMZ2 qui vont étre comblées par trois cycles
aromatiques de thiobenzodiazépine.

Ces composés ont montré in vitro une action prometteuse dans les cellules de
cancer du sein MCF7 [340], mais également in vivo, sur des mélanomes. En effet,
ces études ont montré qu’associés a la doxorubicine, ils induisent une inhibition de la
croissance tumorale et une toxicité réduite en raison de la dose plus faible de
doxorubicine requise [327]. Ces composeés preésentent une excellente activité de
liaison pour MDM2 qui est méme supérieur a celle de la Nutlin-3a. En effet, in vitro, la
plupart des composés ont montré une meilleure activité biologique que la Nutlin-3a
dans des cellules d’ostéosarcome ayant une protéine p53 de type sauvage [337].
Ainsi, les benzodiazepines représentent de nouveaux inhibiteurs de linteraction
MDM2-p53 prometteurs qui nécessitent une évaluation plus approfondie.
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Figure 33 : Formules de certains Benzodiazépines développés ces derniéres années.
(Adapté de Barbieri et al (2006) [338]).
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4) Les spiro-oxindoles et indoles :

La spiruline ruthénium est une autre petite molécule qui inhibe l'interaction de p53 et
MDM2 [341]. Le cycle oxindole de cette classe de composeés, imite Trp23 de la
chaine latérale de p53, essentiel pour la liaison a MDM2. Une substitution
hydrophobe du cycle spiro-pyrrolidine permet de mimer les acides aminés Phe19 et
Leu26 du reste de la chaine latérale. Par la suite, des analyses ont montré que la
Leu 22 est également essentielle pour la liaison de p53 et de MDM2, suggérant
l'utilisation préférentielle de dérivés d’oxyde de ces molécules [341]. Ainsi, les spiro-
oxydes ont vu le jour.

Dans un premier temps, deux composés (MI-63 et MI-219) (Figure 34) ont montré
une activité in vitro significative, cependant, leurs profils pharmacocinétiques in vivo
n’étaient pas satisfaisants [330][342]. Par la suite, un autre composé de la série M| a
eté développé, le MI-43, qui inhibe plus efficacement la croissance des cellules de
type p53 sauvage. En effet, a de faibles concentrations, en raison de l'induction de
p21, il induit un arrét du cycle cellulaire et de la croissance dans les phases G1 et
G2. A des doses plus élevées, il induit une apoptose PUMA/NOXA dépendante. Des
études ont montré que l'utilisation en association de MI-43 avec I'étoposide, est
moins toxique pour les cellules pulmonaires saines que pour les cellules
cancéreuses et rend les cellules cancéreuses plus sensibles a I'apoptose induite par
I'étoposide [328][343].
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Figure 34 : Les premiers spiro-oxydes. (Adapté de Tonsing-Carter et al (2015) [341]).
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Plus tard, I'équipe de Bartkovitz [344] a développé trois puissants spiro-oxydes (RO-
5353, RO-8994 et RO-2468) (Figure 35), qui présentent tous des valeurs d’IC50 de
'ordre du nanomolaire. L’'optimisation structurelle de ces trois composés a donné
naissance au MI-888, testé ensuite dans des expériences in vivo chez le rat. Les
résultats de ces expériences menées sur deux modéles de xénogreffe de tumeurs
humaines, ont montré que le composé MI-888 possede d’excellentes propriétés
pharmacocinétiques et une efficacité in vivo accrue par rapport au composé MI-219
[329]. En effet, 'administration orale de ce composé sur les modéles d’ostéosarcome
et de leucémie lymphocytaire aigué a entrainé une régression tumorale rapide,
compléte et de longue durée.
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Figure 35 : Les spiro-oxydes optimisés par Bartkoviz. (Adapté de Wang et al (2014)
[344]).
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Toujours dans l'optique d’inhiber I'interaction p53-MDM2, le SAR405838 (Figure 36)
est un composé hautement optimisé de la famille des spiro-oxydes [345][346]. Son
mode de liaison est similaire a celui des autres spiro-oxydes qui consiste a mimer les
trois résidus clés de p53, Phe19, Leu26, Trp23. Cependant, contrairement aux
autres composés, le SAR405838 a une interaction supplémentaire au niveau de
'atome C1 de son groupe oxindole qui présente une interaction hydrophobe avec
MDMZ2. De plus, contrairement a la structure de l'interaction entre p53 et MDM2 et
entre la nutline et MDM2, I'extrémité N-terminale de MDM2 forme une interaction
étendue avec le SAR405838. Ceci est dU au repliement des résidus 10 a 18 de
MDMZ2, qui interagissent avec le SAR405838 via la Val14 et la Thr16 [345]. Grace a
ces interactions supplémentaires, le SAR405838 atteint un degré de liaison encore
plus élevé que les autres spiro-oxydes. Son utilisation en clinique reste cependant a
étre évaluée.

(SARA05838)
K = 0.88 nM

Figure 36 : Structure de SAR405838. (Adapté de Bykov et al (2002) [345]).
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Grace a la conception de médicaments assistée par ordinateur, I'équipe de Bista a
congu et synthétisé une série de dérivés de l'anthraquinone [347] (Figure 37).
Toujours en gardant le principe de mimer la liaison des trois résidus Phe19, Trp23 et
Leu26 de p53, Bista et al. ont pour la premiére fois proposé l'introduction d’une
quatrieme liaison hydrophobe a la surface de MDM2. Des études d’amarrage
moléculaire ont montré que ces composés ont une excellente affinité pour MDM2 et
qu’in vitro ils présentent des IC50 faibles (entre 400nM et 1,2nM). Cependant, peu
d’'informations concernant leurs effets in vivo sont disponibles. Seul le brevet
américain US8058269B2 [348] fait mention d’une bonne activité de suppression des
tumeurs [349].
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Figure 37 : Structure des différents dérivés de I'anthraquinone. (Adapté de Bista et al
(2013) [347]).

Finalement, pour cléturer ce chapitre sur les dérivés indolés, on peut citer un
composé découvert par le laboratoire de Wang Shaomeng en 2017, le APG-115
(Figure 38) [350]. Il possede une haute affinité pour MDM2 (Ki<1 nM), inhibe la
croissance cellulaire avec de faibles valeurs d’IC50 de l'ordre du nanomolaire et
possede un excellent profil pharmacocinétique par voie orale.

43 (APG-115)

Figure 38 : Structure de APG-115. (Adapté de Aguilar et al (2017) [350]).
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5) Les pyrido-indoles :

En 2014, toujours dans le but de développer de nouveaux inhibiteurs de MDM2, en
utilisant un criblage virtuel a haut débit de conception de médicament basé sur la
structure, I'équipe de Wei Wang a identifié une série de dérivés de pyrido-[b]-indole
en tant qgu’inhibiteurs hautement spécifiques de MDMZ2 [351]. Parmi plus de
200 composés synthétisés, seuls les 45 meilleurs candidats possédant une
excellente capacité de liaison a MDM2 ont été sélectionnés et synthétisés. Puis un
criblage de sensibilité et d’activité anticancéreuse in vitro a été réalisé. Parmi ces
composeés, une petite molécule, appelée SP-141 (6-méthoxy-1- (naphtalén-1-yl) -9 H-
pyrido [3,4-b] indole) (Figure 39) a montré une forte liaison a MDM2 et posséde un
effet in vitro puissant contre plusieurs lignées cellulaires de cancer du sein. De plus, il
diminue la croissance tumorale et inhibe les métastases in vivo.

Figure 39 : a) Structure du SP141. b) En vert, SP141 se fixe dans la poche hydrophobe
de MDM2. (Adapté de Wang et al (2014) [351]).

Il est important de noter, que dans les premiéres expériences réalisées avec le
SP141, I'équipe de Wang a constaté que ce composé induisait, en plus de la
stabilisation de p53, la dégradation de la protéine MDM2 dans les lignées MCF-7 et
MDA-MB-468. Grace a des expériences de complémentation par un mutant de
MDM2 (C464) dépourvu de son domaine E3 ligase, lui conférant ses propriétés
d’ubiquitinylation, ils conclurent que la dégradation de MDM2 était liée a son
autoubiquitinylation.

Plus tard, des analyses structurales de l'interaction MDM2-SP141 montrérent que la
fixation du SP141 au niveau de la poche hydrophobique de MDM2 induisait un
changement de conformation de la protéine favorisant ainsi son autoubiquitinylation
et sa dégradation protéasomique [352].

Par la suite, 'équipe de Wang tenta d’optimiser le SP141 en vue d’une utilisation en
cliniue. L’administration orale d’agents thérapeutiques anticancéreux est toujours
considérée comme la voie la plus commode et la plus privilégiée pour les soins aux
patients [353][354]. En effet, la chimiothérapie orale permet une libération stable et
prolongée du médicament et maintient une concentration modérée dans la circulation
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sanguine. Cependant, la plupart des médicaments anticancéreux ne sont pas
biologiquement adaptés pour la voie orale en raison de leur faible absorption. C’est
par exemple le cas pour le SP141 [355], qui a montré une efficacité limitée in vivo
lorsqu’il était administré par voie orale.

C’est pourquoi, I'équipe de Wang a mis au point un systéeme d’encapsulation du
SP141 dans une nanoparticule couplée a des portions Fc d’lgG. En effet, des études
récentes ont démontré que la conjugaison de la portion Fc dIgG a des
nanoparticules peut améliorer I'absorption intestinale des nanoparticules intactes et
prolonger leur persistance dans le sérum, entrainant une biodisponibilité orale
améliorée et une accumulation accrue de médicaments dans le tissu, par exemple
l'insuline [356][357]. Ainsi, une molécule SP141FcNP fut nouvellement développée
(Figure 40). Elle présente une biodisponibilité orale améliorée, une absorption plus
importante par la tumeur et une efficacité accrue in vitro et in vivo par rapport au
SP141 libre, sans toxicité apparente pour I'hnéte [355]. Bien que des recherches
supplémentaires soient nécessaires, ces données démontrent le potentiel important
du SP141FcNP en tant que systéme de délivrance orale pour le traitement du cancer
du sein, mais aussi pour les cancers présentant des amplifications de MDM2.
L’intérét du SP141 ou d’une molécule qui entraine la dégradation de MDM2, est
gu’elle offre 'opportunité de traiter des tumeurs sans tenir compte du statut de p53
puisqu’en plus de stabiliser p53, elle serait potentiellement efficace pour cibler les
fonctions de MDM2 indépendantes de p53.
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Figure 40 : Schéma de la conception du SP141FcNP. Les molécules de SP141 sont par
émulsion encapsulées dans une nanoparticule de Mal-PEG-PCL, puis des fragments Fc
d’lgG sont conjugués a cette enveloppe. (Adapté de Qin et al (2016) [355]).
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V - Le liposarcome

Les sarcomes sont des tumeurs rares d’origine mésenchymateuse représentant 1 %
de tous les cancers. Ces tumeurs sont hétérogénes puisque la derniére classification
aidée de la biologie moléculaire a permis d’identifier plus de 100 sous-types
histologiques différents [358]. Ces différents sous-types peuvent étre regroupés en
3 catégories tres hétérogénes : les sarcomes osseux, les sarcomes viscéraux et les
sarcomes des tissus mous. Parmi cette derniere catégorie, environ 20 % sont des
liposarcomes [359] pouvant également étre classifiés en 4 sous-types histologiques
différents selon leurs morphologies, leurs grades et leurs biologies moléculaires. On
distingue ainsi :

Bien différenciés Le plus fréquent (environ 40-50 %)
Bas grade, risque métastatique faible
Risque de récidive locale et a distance si mauvaise prise
en charge initiale
Risque de dédifférenciation.

Dédifférenciés 15-20 % des LPS.
Haut grade
Sous-type le plus fréquent dans les sarcomes
rétropéritonéaux
Risque élevé de métastases

Myxoides 20-30 % des LPS
Grade intermédiaire.
Inclut 2 sous-types différents : a cellules rondes et a haut
grade.
Sous-type histologique le plus fréquent chez les enfants.
Risque métastatique intermédiaire et risque élevé de
plurifocalité en particulier pour le type a cellules rondes.

Pléomorphes Sous-type histologique le plus rare (5 a 10 %)
Grade éleve
Risque de récidive locale et a distance élevé

Tableau 1 : Adapté de Sarcomahelp.org [360].

Les liposarcomes bien différenciés (WDL) et les liposarcomes dédifférenciés (DDL)
sont les sous-types histologiques les plus fréquents dans les liposarcomes et
partagent beaucoup de similitudes dans leur physiopathologie et leur évolution
[361][362]. Dans ce manuscrit et pour 'ensemble des études réalisées, les données
portent uniquement sur ces 2 sous-types histologiques.
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1) Caractéristiques cliniques :

Les WDL représentent environ 40 a 50 % des LPS, plus fréquents chez les hommes,
avec un pic d’incidence dans la catégorie d’age de 50 a 65 ans. Leur incidence
globale est d’environ 1/200 000 par année [363][364]. Leur localisation est
hétérogéne avec une atteinte prédominante sur les membres inférieurs (50 % des
cas sont localisés au niveau de la cuisse) et le rétropéritoine (30 % des cas). lIs
touchent aussi les membres supérieurs dans 10 % des cas et peuvent survenir plus
rarement dans les régions de la téte et du cou dans 5 % des cas [365]. Ces tumeurs
se présentent généralement sous forme de masses, ressemblant beaucoup au tissu
adipeux de type mature. Les circonstances de découverte sont souvent la palpation
par le patient lui-méme, la constatation d’'une augmentation de volume d’'un membre,
et plus rarement la découverte fortuite ou sur complications mécaniques liées a la
progression volumétrique de la tumeur (douleurs, occlusion digestive, compression
des voies urinaires).

Les WDL sont considérés comme des tumeurs de bas grade, car leur capacité a
métastaser est trés faible. Cependant, les WDL peuvent se dédifférencier sur
n'importe quelle zone, avec une incidence d’environ 10 %, pouvant aller jusqu’a
28 % pour les tumeurs profondes, en particulier celles du rétropéritoine [366][367].
En revanche, l'incidence de la dédifférenciation est beaucoup plus faible au niveau
des extrémités et des tissus mous superficiels [368].

Histologiquement, les WDL sont divisés en différents sous-types : adipocytaire,
sclérosant et inflammatoire. Le sous-type adipocytaire qui ressemble a un lipome est
le plus fréquent. Il se caractérise par la présence de vacuoles comparables a celle
des lobules d’adipocytes d’aspect mature ainsi que d’une cellularité faible. On y
retrouve aussi des cellules fusiformes présentant des noyaux géants et une
hyperchromatie.

Le WDL sclérosant, deuxiéme sous-type de WDL le plus commun, est plus fréquent
dans les sites rétropéritonéaux et paratesticulaires et présente des cellules stromales
atypiques au sein d’un stroma de collagéne proéminent. Ce stroma fibreux peut
s’étendre sur de larges zones rendant le diagnostic compliqué si les cellules
lipogéniques ne sont pas présentes sur la biopsie.

Le liposarcome inflammatoire est un sous-type rare et plus fréquemment observé
dans le rétropéritoine. Cette variante présente un infiltrat inflammatoire chronique
marqué, comprenant le plus souvent des lymphocytes et des plasmocytes, avec des
follicules lymphoides (Figure 41).
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Figure 41 : Coloration HES de tumeur de patients. (A-B) WDL de type adipocytaire. (C)
WDL de type sclérosant montrant des cellules stromales atypiques, dispersées dans un
stroma de collagéne proéminent. (D-E) WDL de type inflammatoire présentant un infiltrat
inflammatoire chronique marqué, comprenant le plus souvent des lymphocytes et des
plasmocytes. Le tissu adipeux de la tumeur est discernable ici (D), mais peut parfois étre
considérablement obscurci par l'infiltrat inflammatoire. (F) La jonction entre WDL et DDL
varie, mais est souvent bien délimitée comme présenté ici. (Adapté de Thway (2019) [369]).

Les liposarcomes dédifférenciés sont plus fréquents chez les adultes d’age moyen et
plus agés avec un pic entre 60 et 75 ans et une répartition a peu pres égale entre les
sexes. De rares cas ont également été observés chez les enfants et les adolescents
[370][371]. L'incidence de ce sous-type est d’environ 1/330 000 personnes par an et
représente environ 10 % de I'ensemble des LPS. Cependant, ce chiffre pourrait étre
revu a la hausse car les tumeurs de localisation rétropéritonéale sont parfois
faussement diagnostiquées comme des histiocytofibromes malins [372]. En effet, le
rétropéritoine est le site le plus fréquent, d’apparition des DDL, mais ils peuvent
également survenir sur les extrémités, la région paratesticulaire et, moins
fréquemment, dans le tronc, la téte et le cou [373][374].
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Tout comme les WDL, les circonstances de découverte de la maladie sont le plus
souvent la palpation par le patient lui-méme, la constatation d’'une augmentation de
volume d’'un membre, la découverte fortuite ou la survenue d’'une complication
mécanique liée a la progression volumétrique de la tumeur (douleurs, occlusion
digestive, compression des voies urinaires...) et contrairement aux WDL le
diagnostic peut étre fait sur les métastases a distance (pulmonaires le plus souvent)
ou par la découverte d’'un syndrome inflammatoire (hyperleucocytose, correspondant
a une augmentation de la vitesse de sédimentation et/ou de la protéine C réactive).
Ce syndrome inflammatoire décroit aprés résection de la tumeur [375][376]. Environ
90 % des DDL apparaissent de novo, tandis que le reste des DDL sont des WDL qui
se sont dédifférenciés avec une médiane de temps aux alentours de 7,7 ans [368]
[377].Les DDL se caractérisent souvent par le développement de masses indolores,
d’'une croissance rapide et d’'un fort potentiel métastatique. D’'un point de vue
morphologique, les DDL ont généralement I'apparence d’'un sarcome pléomorphe
indifférencié ou d’'un sarcome a cellules fusiformes [378]. Cependant, les DDL
peuvent ressembler a plusieurs autres types de sarcomes selon leur schéma de
dédifférenciation et leur grade, rendant leur diagnostic difficile. On peut définir les
DDL comme étant des sarcomes de haut grade, avec une croissance locale
agressive et un risque accru de récidive et de déceés lié a la tumeur. En effet, avec un
taux de récidive local d’environ 40 %, un taux de métastases de 15 a 30 % et une
mortalité liée a la maladie de 28 %, ils sont associés a un plus mauvais pronostic que
les WDL [368][379].

Type Taux de survie globale a 5
ans

LPS Bien différenciés 93 %

LPS Dédifférencié (grade 2) 57 %

LPS Dédifférencié (grade 3) 21 %

Tableau 2 : Adapté de Gronchi et al (2015) [380].

Les métastases peuvent avoir différentes localisations : (le plus fréquemment au
niveau du poumon, possibles au niveau des os, du foie et trés rarement au niveau du
cerveau). Elles peuvent étre localisées au niveau du péritoine et du rétropéritoine
pour les DDL dont la tumeur primitive avait une localisation rétropéritonéale. D’autres
localisations sont moins fréquentes comme la région paratesticulaire, le dos et la
cuisse [381][373][367]. L’évolution métastatique est plus fréquente pour les DDL de
novo avec une espérance de vie limitée aux environs d’'un an apres le début des
meétastases [381]. De plus, la localisation rétropéritonéale constitue le facteur
pronostique le plus défavorable pour les DDL [368].

Les DDL sont généralement des tumeurs multinodulaires volumineuses (>10 cm)
allant de molles, moyennement fermes a solides. Histologiquement, la démarcation
entre WDL et DDL est relativement nette (Figure 41F). Néanmoins, il arrive qu’elle
soit progressive, présentant un entremélement cellulaire de WDL et de DDL. Il arrive
aussi que des zones de DDL puissent s’intégrer dans le tissu adipeux mature sain
environnant et donner I'impression d’'un WDL (Figure 42A). Sur les coupes de
biopsie, on voit fréquemment que les DDL entourent et enveloppent les organes
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adjacents. Une invasion d’organes est d’ailleurs observée dans environ 60 % des
cas. Généralement, les DDL présentent une cellularité élevée et manifestent
morphologiquement des caractéristiques de sarcome pléomorphe indifférencié ou a
cellules fusiformes, bien que ce ne soit pas les seules présentations morphologiques
possibles : les cellules peuvent étre organisées en distributions sans motif, en
faisceaux laches ou avec une architecture en forme d’histiocytome fibreux malin
(Figure 42B - D).

Tout comme pour les WDL, les DDL peuvent dans certains cas, présenter un stroma
de type myxoide (une morphologie de haut grade ressemblant a wun
myxofibrosarcome) [382] (Figure 42E). Les DDL avec une composante myxoide
peuvent contenir de nombreux vaisseaux et présenter un stroma abondant
ressemblant a un ocedéme pulmonaire. Enfin, plus rarement, les DDL ont une
morphologie dite « de bas grade » et présentent une cellularité relativement faible
(Figure 42F).
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Figure 42 : Coloration HES de tumeur de patients. (A) DDL présentant un infiltrat dans du
tissu adipeux sain pouvant étre confondu avec un WDL. (B — D) DDL présentant différentes
morphologies, bien que la plupart présentent généralement une cellularité modérée ou
élevée. (E) DDL ayant une composante myxoide variable, semblable a celui du
myxofibrosarcome. (F) Moins fréquemment, les DDL présentent un motif de « bas grade »,
de cellularité relativement faible. (Adapté de Thway (2019) [369]).
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2) Génétique :

Les WDL et les DDL partagent la méme anomalie génétique de base, des
amplifications massives dans la région chromosomique 12q13-15. Les séquences
amplifiées provenant du bras long du chromosome 12 portent notamment plusieurs
génes tels que CDK4 et MDM2. Génétiquement, les WDL sont caractérisés par des
chromosomes surnuméraires anormaux, souvent sous forme de chromosomes en
anneaux, contenant les séquences du chromosome 12 [383]. La plupart des DDL
présentent aussi ces caractéristiques, bien que les amplicons soient incorporés a
l'intérieur des chromosomes [384][385]. Cette région comprend plusieurs génes,
notamment CDK4 et MDM2, mais aussi HMGAZ2, CPM, SAS | TSPAN31, YEATS4 et
DDIT3 [384][386][387]. Toutefois, il est intéressant de noter que parmi ces génes
(localisés sur des amplicons différents), seul MDM2 est amplifi€¢ de maniére
constante. C’est d’ailleurs pourquoi, dans la littérature, son amplification est souvent
évoquee comme étant probablement 'un des premiers événements de la formation
des WDL et des DDL [388][384]. On notera que CDK4 bien que fréquemment
amplifiée, ne I'est pas toujours dans les WDL et les DDL [389].

Les profils d’amplification des génes de la région 12913-15 varient de maniére
significative entre les différents WDL et DDL, mais de maniére générale, les rapports
d’amplification moyens sont significativement plus fréquents et plus élevés dans les
DDL par rapport aux WDL. Ces différences dans les profils d’amplification géniques
entre WDL et DDL sont probablement liées a la progression de la tumeur et a sa
différenciation. En effet, les DDL sont globalement considérés comme ayant une
complexité génomique plus importante [390][391]. Parmi les modifications
géneétiques supplémentaires entre les DDL et les WDL, on retrouve notamment une
co-amplification de la région 1p32.2. Environ un quart des DDL présentent cette
amplification de 1p32.2 portant le géne JUN, tandis qu’elle est absente chez les WDL
[392]. Il a été démontré que I'amplification de JUN et de ses kinases en amont
participerait a I'oncogenese des liposarcomes. En effet, des études in vitro et de
xénogreffes ont montré que I'amplification et la surexpression de JUN bloquent la
différenciation adipocytaire dans les sarcomes, ce qui pourrait constituer 'un des
points clefs de la différenciation des WDL en DDL [393][394].Bien que WDL et DDL
présentent des profils d’expression génique différents et des caryotypes complexes,
il est intéressant de noter que ces tumeurs sont trés rarement associées a des
mutations de TP53 [277][395].
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3) Diagnostic :

Au niveau protéique, la grande majorité des WDL et des DDL expriment MDM2 et
CDK4 (97 % et 92 % respectivement), avec une corrélation forte entre I'expression
protéique et le statut d’amplification génique [396]. Des marquages par
immunohistochimie sont donc couramment utilisés en clinique pour diagnostiquer les
liposarcomes. Sur I'aspect morphologique le diagnostic d’'un WDL peut étre difficile a
différentier d’'une tumeur adipeuse bénigne, pour les DDL le diagnostic peut étre
difficile a faire avec un sarcome indifférencié de haut grade. C’est pourquoi,
limmunohistochimie avec un triple marquage de la combinaison CDK4, MDM2 et
p16 est d’'une grande aide diagnostique. En effet, 100 % des WDL et 93 % des DDL
expriment au moins deux antigenes du groupe CDK4/MDM2/p16, permettant ainsi
une meilleure valeur discriminante que ceux réalisés avec MDM2 ou CDK4 seuls
[397]. Parfois avec les marquages MDM2 et CDK4, il est difficile de reconnaitre les
DDL n’ayant pas de composante WDL ou les DDL de novo. Afin d’améliorer les
performances diagnostiques, des expériences d’hybridation in situ en fluorescence
(FISH) (Figure 43), reflet de I'état de 'amplification d’'un géne, ont montré que 100 %
des DDL du rétropéritoine et de la cuisse présentaient une amplification de MDM2
et/ou CDK4 contre 13 % pour les sarcomes pléomorphes indifférenciés (souvent
confondu avec des DDL) [398]. L'utilisation de I'hybridation in situ en fluorescence
pour évaluer I'état de l'amplification de MDM2 est devenue une méthode plus
sensible et plus spécifique que I'immunohistochimie, permettant de distinguer les
WDL des lipomes [399][400] et les DDL des sarcomes indifférenciés [401].

Figure 43 : Amplification de MDM2 par FISH sur une biopsie de DDL. (Adapté de Thway
(2019) [369]).
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4) Prise en charge, traitements et thérapies futures :

Aujourd’hui, la résection chirurgicale radicale reste le pilier du traitement des LPS.
Les WDL et les DDL ont tendance a avoir une faible réponse aux agents
cytotoxiques (tels que la Doxorubicine, I'lfosfamide) et aux thérapies ciblées telles
que le Pazopanib [402][403][404]. La radiothérapie néoadjuvante peut étre proposée
dans des cas de LPS difficilement opérables. Pour les DDL récidivants localement, le
taux de récidive a 3 ans est de 49 % sans radiothérapie, comparativement a 34 %
avec la radiothérapie, avec un impact mineur sur la survie globale [405]. Les options
disponibles pour les patients atteints de WDL et DDL sont relativement limitées, d’ou
la nécessité de trouver de nouvelles approches thérapeutiques efficaces.
Lamplification de MDM2, une protéine qui, rappelons-le, altére I'activité apoptotique
de p53, provoquant la prolifération tumorale [325], a donné lieu a de nouvelles
approches pour le traitement des WDL et des DDL. Parmi elles, une approche visant
a bloquer linteraction entre MDM2 et p53, rétablissant ainsi I'activité de p53 afin
d’entrainer un arrét du cycle cellulaire et déclencher I'apoptose. L’utilisation des
nutlines, de petites molécules d’imidazole, agissant en tant qu’inhibiteurs spécifiques
et efficaces de cette interaction, ont montré leur efficacité in vitro sur des lignées de
sarcomes [406]. Cependant, les études cliniques réalisées avec ces composés, n'ont
pas montré de bénéfice pour les patients [332][407].

En paralléle, des inhibiteurs de CDK4, tels que PD0332991 et le flavopiridol, sont en
cours d’évaluation. lls ont démontré une activité clinique prometteuse pour le
traitement des WDL et des DDL, bien qu’ils présentent pour I'instant une forte toxicité
[408][409].En raison de la résistance relative des WDL et des DDL a la
chimiothérapie conventionnelle et des options encore limitées pour ces patients, il est
nécessaire de mieux comprendre les mécanismes par lesquels les liposarcomes ont
sélectionné une génétique si singuliere afin d’améliorer et revoir la stratégie
thérapeutique. C’est dans ce contexte que reposent les enjeux de ma these.
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VI - Objectif de la these

En 2015, lorsque jai rejoint I'équipe de Laurent Le Cam, le travail du Dr
Laetitia Linares et de son étudiant en thése Romain Riscal, visait a étudier les
mécanismes de recrutement de MDM2 au niveau de la chromatine et de décortiquer
son réle dans la cellule de fagon indépendante de p53. lls avaient alors montré que
MDM2 pouvait, en réponse a un stress oxydant ou une déprivation en sérine,
s’associer a ATF4 et former un complexe au niveau de la chromatine pour induire
I'expression d’un programme transcriptionnel lié au métabolisme de la sérine.

Ce travail auquel j'ai contribué lors des révisions de l'article (publié en 2016) est a la
base de mon projet de these.

En effet, I'objectif initial de mon projet était d’évaluer si cette nouvelle fonction de
MDM2 pouvait étre impliquée dans un développement tumoral particulier.

Comme évoqué dans l'introduction, les WD-LPS et les DD-LPS sont des tumeurs
rares caractérisées par une amplification quasi systématique de MDM2. Les options
thérapeutiques pour ces patients sont trés limitées et c’est dans ce contexte que ma
thése a cherché a évaluer le réle des fonctions métaboliques de MDM2 dans le
développement des LPS, dans le but de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques.

J’ai donc tenté de :

* Montrer pour la premiéere fois que MDM2 est un régulateur essentiel du
métabolisme de la sérine dans les WD/DD-LPS a la fois in vitro et in vivo.

* Montrer que le métabolisme de cet acide aminé non essentiel joue un role
déterminant dans le développement des WD/DD-LPS.

» Développer des outils techniques d’analyse métabolomique (en collaboration avec
la plateforme Métatoul de Toulouse) pour analyser les flux métaboliques des
cellules de liposarcome.

» Apporter des preuves moléculaires permettant d’expliquer la faible réponse
thérapeutique des patients atteints de LPS a la Nutlin-3a.

« Démontrer que linhibition génétique ou pharmacologique de MDM2 par une
nouvelle classe d’inhibiteurs de MDM2 conduisant a sa dégradation, ainsi que le
ciblage de certains de ses génes cibles impliqués dans le métabolisme de la
sérine, représente une nouvelle stratégie thérapeutique pour ces tumeurs.

Ce travail fait 'objet d’'une publication originale, en cours de révision chez Science
translational Medecine, dont je suis le premier auteur, et a également conduit a un
dépét de Brevet a '« Office européen des brevets » en décembre 2017 (patent
N°EP17306681).
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Parallélement a ce projet, jai participé au travail d’un post-doctorant (Giuseppe
Arena) qui a montré qu'une fraction de MDM2 pouvait étre localisée dans la
mitochondrie pour contréler la transcription du génome mitochondriale et les
conséquences qui en découlent sur la respiration. Ce travail, qui a fait 'objet d’'un
article dans Molecular Cell, dont je suis le deuxieme auteur, a permis de mettre en
lumiére une fonction encore inconnue de MDM2.

Dans la partie résultats de ce manuscrit, je présenterai donc dans un premier temps
les articles de Riscal et al., ainsi que d’Arena et al., auxquels j'ai contribué et qui ont
permis d’améliorer nos connaissances sur les fonctions de l'oncogene MDM2,
indépendante de p53. J'introduirai ensuite mon article en tant que premier auteur sur
'étude des fonctions métaboliques de MDM2 dans le développement du
liposarcome. Enfin je présenterai le brevet qui en découle et qui résume les
potentielles applications de ce travail.
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Article :

Chromatin-Bound MDM2 Regulates Serine Metabolism and Redox Homeostasis
Independently of p53.

Romain Riscal, Emilie Schrepfer, Giuseppe Arena, Madi Y. Cissé, Floriant Bellvert,
Maud Heuillet, Florian Rambow, Eric Bonneil, Frédérique Sabourdy, Charles Vincent,
Imade Ait-Arsa, Thierry Levade, Pierre Thibaut, Jean-Christophe Marine, Jean-
Charles Portais, Jean-Emmanuel Sarry, Laurent Le Cam and Laetitia K. Linares.

Molecular Cell (2016), 62, 1-13, June 16

Introduction :

L'oncoprotéine MDM 2 est connue pour étre le principal ré gulateur négatif du
suppresseur de tumeur p 53. De plus, MDM2 est fréquemment retrouvé surexprimé
dans un trés grand nombre de cancers . Cependant, des études récentes montrent
que MDM2 peut avoir des fonctions cellulaires indépendantes de p53, notamment au
travers de son activité E3 ligase. De plus, la surexpression de MDM2 dans des souris
aux fonds génétiques p53 KO ont une tendance a développer plus de sarcomes que
des souris p 53 KO. Les roles de MDM 2 indépendamment de p 53 sont trop peu
etudiés dans le développement des cancers.

L'importance du métabolisme dans le cancer a ravivé I'enthousiasme pour
comprendre la fagon dont ces voies sont controlées , révélant ainsi quelques
contributions intéressantes d’oncoprotéines et de protéines suppresseurs de tumeurs
bien connues. Parmi ceux-ci, p53, I'un des défenseurs les plus importants contre le
développement tumoral, est un acteur important dans la réponse et la régulation du
stress métabolique. Par rapport a nos connaissances des fonctions de p 53 dans le
contréle de la progression du cycle cellulaire et de 'apoptose , ceci est une nouvelle
zone d’influence pour p 53 qui est en plein essor . En outre, il est clair que le role de
p53 dans le métabolisme aura des conséquences dans | a mise en place et la
progression de la maladie.

Cependant la possibilité que des régulateurs en amont de p 53 puissent jouer un role
dans le métabolisme reste trop peu étudiée . L'article qui suit fait 'objet d’études sur
un nouveau réle de MDM 2 a la chromatine régulant un programme transcriptionnel
complexe impliqué dans le métabolisme des acides aminés et le controle de I'état
redox des cellules cancéreuses.
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Résultats :

Pour mieux comprendre les différentes fonctions oncogéniques de MDM2, nous
avons évalué la localisation cellulaire de MDM2 dans un panel de lignées de cellules
cancéreuses. Ces expériences de fractionnement subcellulaires ont montré qu’une
fraction de la quantité totale de MDM2 était associée a la chromatine et ce de
maniére indépendante de p53. En effet, la quantité de MDM2 liée a la chromatine ne
correspond pas au statut de p53 de ces lignées cellulaires et ce recrutement a
également été détecté dans la lignée cellulaire de cancer du poumon H1299 p53-
nulle. Par la suite, des analyses structure/fonction ont permis d’identifier le domaine
impliqué dans le recrutement de MDM2 a la chromatine. Le domaine acide central
contréle négativement ce recrutement. En effet la construction et la surexpression
d’'un mutant de MDM2 dépourvu de son domaine acide (désigné MDM2AAD) a été
principalement détecté dans la fraction enrichie en chromatine. L'ajout d’une
mutation ponctuelle supplémentaire dans le domaine RING de MDM2 qui supprime
son activitt E3 ligase (MDM2AAD-C464A) était comparable a celui du mutant
MDM2AAD, indiquant que la fonction E3 ligase de MDM2 n’est pas indispensable
pour son recrutement a la chromatine.

Par la suite, des analyses pan-génomiques par immuno-précipitation de chromatine
couplées a du séquengage haut débit (Chip-seq) et de Micro-array ont montré que la
signature des geénes régulés par MDM2 était significativement concordante avec les
génes cibles des facteurs de transcription ATF3/4. Nous avons ensuite montré que
MDM2 et ATF3/4 formaient ensemble un complexe au niveau de la chromatine pour
réguler directement I'expression de nombreux génes et notamment une grande partie
impliquée dans le métabolisme de la sérine/glycine, de la glutamine ou encore de la
cystéine.

Nous avons ensuite évalué I'impact du contréle par MDM2 du métabolisme de la
sérine/glycine sur la croissance tumorale. Des cellules H1299 exprimant de maniére
stable des shRNA contrbles ou dirigées contre MDM2 ont été xénogreffées sur des
souris nues placées sous régime alimentaire normal ou dépourvu de sérine/glycine.
De maniere frappante, I'absence de sérine et de glycine a altéré le potentiel
tumorigéne des cellules H1299 shMDM2, avec un impact nul ou faible sur celui des
cellules H1299 contréles. Nos données indiquent que la privation de sérine/glycine
déclenche le recrutement de MDM2 a la chromatine pour activer un programme de
transcription qui soutient la synthése de sérine et la croissance tumorale.

Les travaux de Romain Riscal ont également permis de montrer que la fraction
chromatinienne de MDM2 contrdlait aussi I'expression de geénes impliqués dans le
maintien de la balance redox de la cellule, notamment via la synthése de glutathion,
dans le but de prévenir les dommages liés au ROS et ainsi maintenir la prolifération
des cellules cancéreuses.

D’un point de vue mécanistique, nous avons observé qu’en réponse a un stress
oxydant ou une privation de sérine, MDM2 était recruté a la chromatine de fagon
dépendante de l'activité¢ de PKM2. En effet, MDM2 est efficacement recruté a la
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chromatine dans des cellules faiblement actives en PKM2, ainsi que dans ces deux
situations de stress, qui modifient I'activité de PKM2. Grace a I'utilisation de protéines
recombinantes in vitro, nous avons prouvé que PKM2 se liait directement a MDM2
ainsi qu’avec une kinase encore non identifier, pour jouer sur [l'état de
phosphorylation de la Ser166 et la Thr351. Lorsque ces deux sites du domaine acide
de MDM2 sont déphosphorylés, MDM2 est alors recruté a la chromatine pour jouer
son réle d’activateur transcriptionnelle.

Conclusion :

L'oncogene MDM 2 participe aux processus cancéreux par de nombreuses voies
Son action négative sur p53 y contribue grandement, mais le nouveau réle de MDM2
dans le métabolisme cancéreux au travers de la régulation de la voie de biosynthése
de la sérine et du maintien de ’lhoméostasie redox dans les cellules cancéreuses lui
confére une importance non négligeable dans la croissance tumorale . Ainsi nos
résultats montrent que MDM 2 est capable indépendamment de p 53 de controler le
métabolisme de s cellules cancéreuses faisant de lui une cible potentielle dans le
traitement de cancers en particulier ceux qui ont une amplification du géne MDM2 ou
une surexpression de la protéine MDM2.
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SUMMARY

The mouse double minute 2 (MDM2) oncoprotein is
recognized as a major negative regulator of the p53
tumor suppressor, but growing evidence indicates
that its oncogenic activities extend beyond p53.
Here, we show that MDM2 is recruited to chromatin
independently of p53 to regulate a transcriptional
program implicated in amino acid metabolism and
redox homeostasis. Identification of MDM2 target
genes at the whole-genome level highlights an
important role for ATF3/4 transcription factors in
tethering MDM2 to chromatin. MDM2 recruitment to
chromatin is a tightly regulated process that occurs
during oxidative stress and serine/glycine depriva-
tion and is modulated by the pyruvate kinase M2
(PKM2) metabolic enzyme. Depletion of endogenous
MDM2 in p53-deficient cells impairs serine/glycine
metabolism, the NAD*/NADH ratio, and glutathione
(GSH) recycling, impacting their redox state and
tumorigenic potential. Collectively, our data illustrate
a previously unsuspected function of chromatin-
bound MDM2 in cancer cell metabolism.

INTRODUCTION
The MDM2 oncoprotein is an essential component of the p53

pathway that is frequently overexpressed in several types of
human cancers (Biderman et al., 2012; Wade et al., 2013). The

890 Molecular Cell 62, 890-902, June 16, 2016 © 2016 Elsevier Inc.

antagonistic actions of MDM2 toward p53 are mediated by its
E3 ligase activity that targets p53 protein for proteasome-medi-
ated degradation, the control of its subcellular localization, and
through direct inhibition of p53 transactivation domains. The
critical role of MDM2 in p53 regulation was genetically demon-
strated by the rescue of the embryonic lethality of Mdm2-defi-
cient mice by the concomitant inactivation of p53 (Jones et al.,
1995; Montes de Oca Luna et al., 1995). Mutations of the p53
tumor suppressor are usually mutually exclusive with other can-
cer-promoting genetic hits leading to MDM2 deregulation. This
genetic feature of most human cancers has provided a rationale
for the development of therapeutic strategies aimed at reactivat-
ing the cytotoxic functions of p53 by pharmacological agents
targeting the MDM2-p53 interaction in tumors bearing wild-
type p53 (Khoo et al., 2014; Li and Lozano, 2013; Saiki et al.,
2015). However, evidence in both human tumors and mouse
models supports the notion that MDM2 oncogenic functions
extend beyond p53 regulation. Thus, some human tumors har-
bor both MDM2 overexpression and p53 mutations (Cordon-
Cardo et al., 1994; Watanabe et al., 1994), and MDM2-overex-
pressing mice in a p53-null background exhibit an increased
incidence of sarcomas relative to p53 knockout (KO) mice (Jones
et al., 1998). These p53-independent functions of MDM2 remain
poorly characterized, but several proteins with known links to
cancer development have been identified as direct interactors
or substrates of its E3 ligase activity (Bohiman and Manfredi,
2014; Marine and Lozano, 2010).

The mechanisms by which the p53 pathway suppresses
tumorigenesis have been mainly attributed to its ability to control
genome integrity and induce cell death, cell-cycle arrest, or
cellular senescence (Toledo and Wahl, 2006). However, growing
evidence supports the notion that the implication of p53 in

.
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metabolism is essential for its tumor-suppressive activities
(Li et al., 2012). Loss of p53 has been proposed to directly
contribute to the metabolic reprogramming of cancer cells
(Berkersetal., 2013; Liu et al., 2015). Besides its role in glycolysis
and oxidative phosphorylation, the complexity of the metabolic
network controlled by p53 is illustrated by its role in lipid and
amino acid metabolism (Goldstein and Rotter, 2012; Jiang
et al., 2015; Maddocks et al., 2013). However, the possibility
that upstream regulators of p53 play important roles in meta-
bolism remains poorly investigated. Here, we demonstrate that
MDM2 is recruited to chromatin independently of p53 to regulate
atranscriptional program involved in amino acid metabolism and
the control of the redox state of cancer cells. Furthermore,
we show that these previously undescribed functions of MDM2

RESULTS

Chromatin

MDM2 Is Localized in Chromatin
Independently of p53
To gain insights into MDM2 oncogenic
= functions, we assessed MDM2 localiza-
tion in a panel of cancer cell lines
- following biochemical fractionation of
- various cellular compartments. Consis-
- tent with its role as an E3 ligase, endoge-
nous MDM2 was localized in the cyto-
and nucleosoluble fractions in most of these cell lines. However,
we also detected by immunoblotting a variable but significant
amount of MDM2 in the chromatin-enriched fraction, ranging
from 20% to 80% of the total amount of MDM2 (Figures 1A
and S1A). Interestingly, the amount of chromatin-bound MDM2
did not correlate with the p53 status of these cell lines, and this
recruitment was also detected in the p53-null H1299 lung cancer
cell line. Consistent with the notion that MDM2 was recruited to
chromatin independently of p53, small hairpin RNA (shRNA)-
mediated depletion of p53 in 786.0 renal cancer cells or in
MDA-MB468 breast cancer cells (hereinafter referred to as
shp53-786 and shp53-MDA468 cells, respectively) did not alter
MDM2 localization in the chromatin-enriched fraction (Figures
1B, S1B, and S1C). Digestion of DNA in the chromatin-enriched

ization
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fraction prepared from shp53-786 or shp53-MDA468 cells
by micrococcal nuclease re-solubilized MDM2, confirming the
presence of endogenous MDM2 in chromatin (Figures 1C and
S1D). Next, we assessed in shp53-786 cells the protein half-
life of chromatin-associated and soluble MDM2 upon treatment
with cycloheximide. While cyto- and nucleosoluble endogenous
MDMZ2 protein appeared very unstable with a half-life of ~20 min,
chromatin-bound MDM2 displayed increased stability with a
half-life longer than 3 hr (Figure 1D).

To identify the domains involved in MDM2 recruitment to chro-
matin, we ectopically expressed wild-type (WT) and various
MDM2 deletion mutants in H1299 cells. In line with our finding
that a minor fraction of endogenous MDM2 localizes to chro-
matin in H1299 cells, ectopic WT MDM2 was detected in the
fraction enriched in chromatin-bound proteins but mainly local-
ized in the fraction containing soluble proteins in these cells.
Strikingly, a MDM2 mutant lacking the central acidic domain
(MDM2 A222-302, hereinafter referred to as MDM2AAD) was
predominantly detected in the chromatin-enriched fraction (Fig-
ures 1E and S1E). Chromatin recruitment of a MDM2AAD mutant
harboring an additional point mutation in the RING domain of
MDM2 that abolishes its E3 ligase activity (MDM2AAD-C464A)
was comparable to that of the MDM2AAD mutant, indicating
that the E3 ligase function of MDM2 was dispensable for its
recruitment to chromatin (Figures S1F and S1G).

Collectively, these data indicate that MDM2 is recruited to
chromatin independently of p53 and that its central acidic
domain negatively controls this recruitment.

Chromatin-Bound MDM2 Regulates an ATF-Dependent
Transcriptional Program

To further characterize the roles of chromatin-bound MDM2, we
then performed genome-wide chromatin immunoprecipitation
(ChIP) experiments combined with next generation sequencing
(ChIP-seq) using an anti-MDM2 antibody. To identify the full
repertoire of p53-independent MDM2 binding sites on the
genome, these ChlP-seq experiments were performed in parallel
in H1299 cells transduced with a retrovirus encoding a shRNA
targeting human Mdm2 or a control shRNA and in cells express-
ing the chromatin-bound MDM2AAD mutant. The gene expres-
sion profile of H1299 cells expressing the MDM2AAD mutant
was also compared to that of control cells by microarrays
covering 35,775 human genes. Computational analyses of these
datasets identified an overlay of 159 genes that were bound by
MDM2 and displayed deregulated mRNA level upon increased
recruitment of MDM2 to chromatin (Figure 2A; Tables S1 and
S2). We confirmed in shp53-MDA468 cells the direct binding of
endogenous MDM2 to several of these identified MDM2 target
genes by quantitative ChIP-gPCR (gChlP), including asparagine
synthetase (Asns), phosphoserine aminotransferase 1 (Psat1),
and Dickkopf Wnt signaling pathway inhibitor 1 (Dkk1) (Fig-
ure 2B). The specificity of MDM2 qChlIP signal was verified in
shp53-MDA468 cells expressing a Mdm2-shRNA (Figures 2B
and S2A). In H1299 cells, the MDM2-AAD and MDM2-AAD-
C464A mutants were equally recruited to Asns and Psat1 pro-
moters and were both capable of increasing the mRNA levels
of Asns, Pck2, and Chac1, indicating that MDM2-mediated regu-
lation of its target genes occurs independently of its E3 ligase
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activity (Figures 2C, S2B, and S2C). Consistent with its role as
a transcriptional activator, knockdown of MDM2 in H1299 cells
decreased expression of this representative panel of MDM2-
target genes (Figure 2C).

Bioinformatic analysis of MDM2-ChIP-seq data with two
different software programs, MEME and iRegulon, revealed a
statistically significant enrichment of activating transcription fac-
tor 3 and 4 (ATF3/4) motif within the chromatin fragments immu-
noprecipitated with MDM2 antibody, defining a subgroup of 26
out of 159 MDM2-direct target genes that were potentially co-
regulated by ATFs and MDM2 (p = 1.23E-07) (Figures 2D and
2E). Moreover, although not performed in the same cells, we
compared ATF3 and ATF4-ChlP-seq data available in ENCODE
to our MDM2-ChIP-seq and microarray datasets. These com-
parisons identified a significant overlap between MDM2 and
ATF3/4 target genes that varies from one cell type to another
(Figures S2J-S2M). We experimentally confirmed in a subset
of these MDM2 direct target genes (Asns, Ddit4, and Trib3)
that they were controlled by ATF3/4, as shown by qChIP
and gRT-PCR analyses performed in H1299 cells expressing
ATF3/4 shRNAs (Figure S2D). To further decipher the functional
relationship between chromatin-bound MDM2 and ATF3/4, we
evaluated whether MDM2 and ATF4 proteins interacted using
co-immunoprecipitation and GST pull-down assays. Consistent
with their respective subcellular localization, endogenous ATF4
co-immunoprecipitated more efficiently with MDM2AAD than
with WT MDM2 in H1299 cells (Figures 2F and S2H). In line
with this result, in-vitro-translated ATF4 directly interacted with
bacterially produced GST-MDM2AAD but weakly with WT
GST-MDM2, as shown by GST pull-down experiments (Fig-
ure 2G). Furthermore, depletion of ATF3/4 in shp53-MDA486
cells impacted the recruitment of endogenous MDM2 and of
the MDM2AAD mutant to chromatin and to Asns and Psat1
promoters (Figures 2H, 21, and S2E-S2I).

Altogether, these results indicate that chromatin-bound
MDMz2 is involved in the transcriptional activation of a subset
of ATF target genes independently of p53.

A Subgroup of MDM2-Target Genes Is Involved in
Serine/Glycine Metabolism

Functional classification of the biological processes regulated by
chromatin-bound MDM2 highlighted a potential role in amino
acid metabolism and transport (Figures 3A and S3; Table S2).
More specifically, MDM2 target genes were significantly en-
riched in genes involved in serine/glycine, glutamine, and
cysteine metabolism. Since the p53 pathway was recently linked
to serine and glycine metabolism (Maddocks et al., 2013), we
initially focused on this class of MDM2-target genes. Serine
and glycine, which are inter-converted through the activity of
serine hydroxymethyltransferases (SHMTs), are two non-essen-
tial amino acids that provide anabolic precursors for the biosyn-
thesis of macromolecules such as proteins, nucleic acids, and
lipids and are also involved in redox homeostasis through the
biosynthesis of glutathione. Intracellular levels of serine and
glycine are maintained through uptake of exogenous pools and
by de novo synthesis from the glycolytic intermediate 3-phospho
glycerate (3PG) (Locasale, 2013). MDM2-responsive genes
involved in serine metabolism included genes encoding the
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Figure 2. Chromatin-Bound MDM2 Regulates an ATF-Dependent Transcriptional Program

(A) Venn diagram illustrating the number of MDM2 target genes identified by MDM2 ChIP-seq and gene expression profiling of H1299 cells expressing the
MDM2AAD mutant. MDM2 binding sites were identified by ChiP-seq performed in H1299 cells using MACS with a p = 5.10~° by subtracting peaks identified in
Mdm2-shRNA-treated cells to those identified in control-shRNA treated cells and cells expressing the MDM2AAD mutant. This gene list was intersected with the
list of transcripts identified by microarray showing differential expression between cells expressing MDM2-AAD and control cells transfected with the empty
vector (p < 0.001). The number of MDM2 target genes known to be regulated by ATFs is indicated in red in the Venn diagram. Bottom: functional annotation of this
restricted list of 159 MDM2 direct target genes. The numbers of MDM2 target genes for each Gene Ontology (GO) category and the associated p value (Fisher
exact test) are indicated.

(B) qChIP experiments showing the relative recruitment of endogenous MDM2 on the Asns, Psat1, and Dkk1 loci in shp53-MDA468 cells expressing control or
Mdm2-shRNAs. Results were represented as the relative ratio between the mean value of immunoprecipitated chromatin (calculated as a percentage of the input)
with MDM2 antibody and the one obtained with a control irrelevant antibody (mean + SEM; n = 3 independent experiments).

(C) Relative mRNA levels of a representative panel of ATF target genes (Asns, Pck2, and Chac1) in H1299 cells, 48 hr after knockdown of MDM2 (shMdm?2)
(mean = SD; n = 3), or 48 hr after expression of the MDM2AAD mutant (mean + SD; n = 8). mRNA levels were determined by gRT-PCR and normalized to the
corresponding control samples prepared from H1299 cells transduced with a lentivirus expressing a control-shRNA or cells transfected with an empty vector.
(D) Gene to transcription factor associations within MDM2 target genes showing significant enrichment in ATF3/4 target genes.

(E) Representation of the ATF4 motif significantly enriched in the genomic regions bound by MDM2, as determined using MEME software.

(F) Co-immunoprecipitation assays in H1999 cells showing interaction between ectopic WT MDM2 or the MDM2AAD mutant and endogenous ATF4 proteins.
ATF4 or control immunoprecipitates were resolved on SDS-PAGE and immunoprobed with anti-MDM2 or anti-ATF4 antibodies.

(G) GST pull-down assays performed with in vitro translated [*°S]-methionine-radiolabeled ATF4 and GST, GST-MDM2-WT, or GST-MDM2AAD.

(H) Immunoblot analyses showing the level of endogenous MDM2, TBP, and TUB in shp53-MDA468 cells expressing control or a combination of Atf3- and
Atf4-shRNAs, in fractions enriched in chromatin-associated (chromatin) or nucleo- and cytosoluble (soluble) proteins.

(I) gChIP experiments showing the relative recruitment of MDM2, ATF3, and ATF4 on the Asns locus in shp53-MDA468 cells expressing control shRNA or a
combination of Atf3- and Atf4-shRNAs (mean + SEM; n = 3 independent experiments).

*p < 0.05, *p < 0.01, and **p < 0.001 indicate statistical significance of the observed differences. See also Figure S2.
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Figure 3. Chromatin-Bound MDM2 Regulates Serine Metabolism

(A) Gene set enrichment analysis (GSEA) of MDM2 responsive genes determined by gene expression profiling of H1299 cells expressing the MDM2AAD mutant
(p < 0.005). Subclasses within the amino acid transport and metabolism category highlighted serine/glycine, glutamine/glutamate, and cysteine metabolism.
(B) qChIP experiments showing the relative amounts of chromatin-associated MDM2 and of mono-methylation of lysine 9 of histone H3 (H3K9Me1) on the Psat1
promoter in control or H1299 cells expressing the MDM2-AAD mutant. Results were represented as the relative ratio between the mean value of immunopre-
cipitated chromatin (calculated as a percentage of the input) with the indicated antibodies and the one obtained with a control irrelevant antibody (mean + SEM;
n = 4 independent experiments).

(C) Relative mRNA levels of the MDM2-target genes Psph, Psat, Phgdh, and Sic1a4 in H1299 cells 48 hr after shRNA-mediated depletion of MDM2 (shMdm?2) or
48 hr after expression of the MDM2AAD mutant. mRNA levels were determined by gRT-PCR and normalized to the corresponding control samples prepared from
H1299 cells transduced with a lentivirus expressing a control shRNA (mean + SD; n = 3) or cells transfected with an empty vector (mean + SD; n = 8).

(D) Protein levels of PSPH, PHGDH, and SLC1A4 were determined by quantitative immunoblotting of whole-cell extracts prepared from H1299 cells, 48 hr after
transduction with a lentivirus encoding a control or Mdm2 shRNA.

(E) Protein levels of PSPH, PHGDH, and SLC1A4 in whole-cell extracts prepared from Mdm2°*/1°%: h53~/~ MEFs 48 hr after transduction with an empty control or
a Cre-encoding retrovirus.

*p < 0.05, *p < 0.01, and **p < 0.001 indicate statistical significance of the observed differences. See also Figure S3.

3 rate limiting enzymes involved in de novo serine synthesis,
phosphoglycerate dehydrogenase (Phgdh), Psat1, and phos-
phoserine phosphatase (Psph), as well as the neutral amino
acid transporter Sic1a4. Binding of endogenous MDM2 on
Psat1 promoter was confirmed by qChlP in shp53-MDA468 cells
(Figure 2B). Furthermore, and consistent with reports showing
that the serine-glycine synthesis pathway is regulated at the
epigenetic level through methylation of histone H3 on lysine 9
(H3K9) (Ding et al., 2018; Zhao et al., 2016), the relative level
of the monomethylation of H3K9 (H3K9Me1) activation mark
increased upon expression of the MDM2AAD mutant in H1299
cells (Figure 3B). gRT-PCR analyses indicated that the mRNA
levels of Phgdh, Psat1, Psph, and Sic1a4 decreased in H1299
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cells expressing Mdm2-shRNA, while they increased upon
ectopic expression of the MDM2AAD mutant (Figure 3C). Finally,
immunoblotting also showed that MDM2-deficient H1299 cells
as well as Mdm2 KO; p53 KO murine embryonic fibroblasts
(MEFs) displayed lower amounts of PHGDH, PSPH, and
SLC1A4 proteins relative to control cells (Figures 3D and 3E),
confirming the role of endogenous MDM2 in the regulation of
this metabolic program involved in serine/glycine metabolism.

Serine and Glycine Deprivation Regulates MDM2
Recruitment to Chromatin

Interestingly, the amount of chromatin-associated MDM2 in-
creased when H1299 cells were shifted from a complete medium
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Figure 4. Serine/Glycine Deprivation Regulates MDM2 Recruitment to Chromatin

(A) Serine/glycine deprivation increases MDM2 recruitment to chromatin. Quantitative immunoblotting of MDM2, TBP, and tubulin (TUB) in whole-cell extracts
(Total) or in fractions enriched in chromatin-associated (chromatin) or nucleo- and cytosoluble (soluble) proteins prepared from H1299 cells cultured in complete
(Comp) or serine and glycine deprived medium (—SG). For quantification, the level of MDM2 protein detected in the soluble fraction prepared from H1299 cells
cultured in Comp medium was considered as the reference level.

(B) gChlIP experiments showing the relative recruitment of MDM2 and ATF4 on the Psat1 promoter in H1299 cells cultured in Comp medium or in —SG medium.
Results are represented as the relative ratio between the mean value of immunoprecipitated chromatin (calculated as a percentage of the input) with the indicated
antibodies and the one obtained with a control irrelevant antibody (mean + SEM; n = 3 independent experiments).

(C) Stable isotope tracing experiments. H1299 cells expressing a control or Mdm2-shRNA were cultured in Comp or —SG medium for 24 hr, in the presence of
uniformly labeled [U-’3C]glucose for the final hour. LC-MS was used to detect the relative intracellular levels of '*C-labeled (m+3) serine (left) or (m+2) glycine
(right). Histobars represent the mean value of the peak area + SD (arbitrary unit) corresponding to the serine and glycine peaks on the MS chromatogram. The
experiment was performed in triplicate.

(D) Histobars represent the number of cells in control- or Mdm2-shRNA-treated H1299 cells cultured for 4 days in Comp medium changed every 24 hr or in —SG
medium (mean + SD; n = 3 independent experiments performed in triplicate).

(E) FACS analysis of the cell-cycle profile of H1299 cells expressing control or Mdm2 shRNAs after 4 days of culture in —SG medium (mean + SEM; n = 3 in-
dependent experiments).

(F) Nude mice were subcutaneously xenografted with H1299 cells stably expressing control- or Mdm2-shRNAs and fed with a complete or a serine- and glycine-
deprived diet (—SG). Box and whisker plots represent the tumor volume (mean + SD, n = 7 tumors per group) in each experimental group measured when one
animal reached the ethical endpoint.

(G) Microphotograph of a representative tumor for each experimental group is shown.

*p < 0.05, *p < 0.01, and **p < 0.001 indicate statistical significance of the observed differences. NS, not significant. See also Figures S4 and S5.

to the same medium lacking serine and glycine (Figure 4A). More-  in vitro culture, an effect that was abolished when the culture me-

over, the level of chromatin-bound MDM2 also increased as cells  dium was replenished every 12 hr with fresh serine (Figure S4A).
progressively exhausted the exogenous pool of serine during The recruitment of endogenous MDM2 paralleled that of ATF4
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on Asns and Psat1 promoters upon serine and glycine deprivation
(Figures 4B and S4C). In this experimental condition, we detected
amild increase in the total level of MDM2 protein (Figure 4A) but no
induction of Mdm2 transcription (Figure S4B), suggesting that the
recruitment of MDM2 to chromatin was regulated at the post-tran-
scriptional level.

To investigate whether perturbation of this MDM2-controlled
program affects the channeling of glucose-derived carbon
sources into serine/glycine biosynthesis, we performed stable
isotope tracing experiments. H1299 cells expressing control or
Mdm2-shRNAs were incubated with uniformly labeled [U-13C]
glucose for the last hour of culture and '3C-labeled intracellular
metabolites were analyzed by liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS). When cultured in complete medium,
H1299 cells expressing Mdm2 shRNA showed a slight decrease
of the total amounts (unlabeled and labeled) of intracellular serine
and glycine relative to control cells (Figures S4D-S4F). Consis-
tent with the role of MDM2 in de novo serine synthesis, the
amounts of glucose-derived '*C-labeled serine and glycine
were further reduced when MDM2-depleted H1299 cells were
cultured in serine/glycine-deprived medium (Figure 4C).

Because some cancer cells are highly dependent on serine/
glycine metabolism for proliferation (Jain et al., 2012; Locasale
etal., 2011; Possemato et al., 2011), we hypothesized that inter-
fering with this MDM2-regulated metabolic program would
impact the growth of serine/glycine-deprived cells. Accordingly,
the growth defect of MDM2-depleted H1299 cells was enhanced
when these cells were cultured in serine/glycine-deprived
medium (Figures 4D, S5A, and S5B). A comparable effect was
observed in HCT116 p53KO and shp53-786 cells (Figures
S5C-S5F). Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis
of the cell-cycle profile of MDM2-deficient H1299 cells indicated
that these cells underwent a potent arrest in the G1 phase of the
cell cycle when cultured in a serine/glycine-deprived medium
(Figure 4E). Next, we evaluated the impact of MDM2-mediated
control of serine/glycine metabolism on tumor growth in vivo.
H1299 cells stably expressing control or Mdm2 shRNAs were
subcutaneously injected in nude mice that were fed with a
normal diet or a serine/glycine deprived diet of equivalent calo-
rific value and equal content in total amino acids. Strikingly, the
lack of diet-derived serine and glycine impaired the tumorigenic
potential of MDM2-depleted H1299 cells, with no or little impact
on that of control H1299 cells (Figures 4F, 4G, and S5G-S5I).

Thus, these data indicate that serine/glycine deprivation trig-
gers MDM2 recruitment to chromatin to activate a transcriptional
program that sustains serine synthesis and tumor growth.

MDM2 Regulates Redox Homeostasis in Cancer Cells
Independently of p53

Notably, genes implicated in redox homeostasis were also
statistically overrepresented among MDM2 target genes. This
category contained genes controlling glutathione (GSH) synthe-
sis and recycling, as well as genes involved in anti-oxidant de-
fenses (Figure 5A; Table S2). The mRNA levels of genes of this
category decreased upon MDM2-depletion in H1299, as exem-
plified by glutathione peroxidase 1 (Gpx1), NAD(P)H dehydroge-
nase quinone 1 (Nqo1), and pyrroline-5-carboxylate reductase 1
(Pycr1) (Figure 5B).

896 Molecular Cell 62, 890-902, June 16, 2016

To study the role of MDM2 in redox homeostasis, we investi-
gated how chromatin-bound MDM2 impinged on GSH meta-
bolism, on the NAD*/NADH ratio, and on the level of reactive
oxygen species (ROS). In H1299 cells cultured in complete
medium, the level of reduced GSH increased moderately in
MDM2-depleted cells, whereas it decreased in cells expressing
the MDM2AAD mutant. The amount of oxidized glutathione
(GSSQG) strongly decreased in MDM2-depleted H1299 cells (Fig-
ure 5C), suggesting that MDM2 deficiency did not impair GSH
synthesis in those fed conditions but rather impacted on the
GSH-GSSG cycle. Then, we evaluated whether MDM2 also influ-
enced the NAD*/NADH ratio. In H1299 cells, the NAD*/NADH
ratio dropped upon MDM2 depletion (Figure 5D). To further
illustrate the role of MDM2 on redox homeostasis, we measured
the intracellular ROS levels by flow cytometry using the
CM-H2DCFDA probe and by immunoblot detection of carbonyl
groups introduced into proteins by oxidative reactions (Oxyblot).
MDM2 depletion resulted in increased ROS levels, whereas
ectopic expression of the MDM2AAD mutant reduced ROS
levels in H1299 cells (Figure 5E). The increased ROS levels in
MDM2-depleted H1299 cells were partly rescued upon ectopic
expression of a shRNA-resistant WT-MDM2 protein (Figure S6F).
Moreover, ROS levels in H1299 cells expressing the MDM2AAD
and the MDM2AAD-C464A mutants were comparable (data not
shown), indicating that MDM2 function in redox homeostasis
was independent of its E3 ligase activity. Protein carbonylation
correlated with these changes in ROS levels. Thus, MDM2-
depleted cells displayed uncompensated oxidative damages
to proteins, whereas cells expressing the MDM2-AAD mutant
exhibited the opposite profile (Figure 5F).

Next, we evaluated whether the role of MDM2 in redox homeo-
stasis influenced cell growth. Consistent with their imbalanced
redox status, we found that the ROS scavenger N-acetyl-
cysteine (NAC) partly rescued the growth of MDM2-depleted
H1299 cells in vitro as well as their tumorigenic potential in vivo
under serine/glycine-deprived conditions (Figures 5G, 5H, S6A,
and S6B). These data indicated that increased ROS production
partly contributed to the growth defect of MDM2-depleted
H1299 cells. We also addressed the impact of the altered
NAD*/NADH ratio on the proliferation rate of these cells by
providing an exogenous source of pyruvate to MDM2-depleted
H1299 cells. Pyruvate has several metabolic fates, both in the
mitochondria and in the cytosol. Cytosolic pyruvate can
generate NAD™ through the lactate dehydrogenase (LDH)-driven
reaction (Sullivan et al., 2015). Strikingly, pyruvate addition
potently rescued the growth of MDM2-depleted H1299 cells un-
der serine/glycine deprivation (Figures 51 and S6D). We excluded
that pyruvate restored cell growth of MDM2-depleted cells by
fueling mitochondria, since a comparable rescue was observed
upon concomitant addition of a pharmacological inhibitor of the
mitochondrial pyruvate transporter MPC1 (Halestrap, 1975) (Fig-
ure S6C). Addition in the culture medium of alpha-ketobutyrate
(AKB), an electron acceptor that can act as an alternative sub-
strate for LDH, also partly restored the proliferation of MDM2-
depleted cells under serine/glycine deprivation (Figure SGE).
Hence, these data demonstrate that the p53-independent role
of MDM2 on redox homeostasis is important for cell growth of
cancer cells.
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Figure 5. MDM2 Regulates Redox Homeostasis

(A) Gene list of MDM2 target genes implicated in glutathione metabolism and oxidative stress determined by gene expression profiling of H1299 cells expressing
the MDM2AAD mutant (p < 0.005).

(B) qRT-PCR analysis of Gpx1, Nqo1, and Pycr1 mRNA levels in H1299 cells expressing control or Mdm2 shRNAs cultured in complete medium (mean + SD of
n = 3 independent experiments).

(C) Relative levels of oxidized (GSSG) and reduced (GSH) glutathione in H1299 cells expressing control or Mdm2-shRNAs (left) or in H1299 cells transfected with
an empty vector or expressing the MDM2AAD mutant (right) (mean + SD, n = 3).

(D) NAD*/NADH ratio in H1299 cells expressing control- or Mdm2-shRNAs.

(E) Left: ROS levels in H1299 cells transfected with an empty vector or with the MDM2AAD mutant determined by flow cytometry using the fluorophore
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA) probe. Right: ROS levels in H1299 cells expressing control or Mdm2-shRNAs. Data are representative of four
independent experiments.

(F) Immunoblot analyses of the levels of protein carbonylation (DNP) in control H1299 cells or cells expressing ectopic WT MDM2 or the MDM2AAD mutant (left) or
in H1299 cells expressing control or Mdm2-shRNAs (right panel).

(G) The ROS scavenger NAC partly rescues the growth of MDM2-deficient H1299 cells cultured in serine/glycine-deprived medium (—SG). Histobars represent
the number of cells after 4 days of culture in the indicated conditions (mean + SD; n = 3 independent experiments performed in triplicates).

(H) NAC treatment partly rescues tumor growth of MDM2-deficient H1299 cells in nude mice fed with a serine- and glycine-deprived (—SG) diet. Box and whisker
plots representing the tumor volume (mean + SD, n = 7 tumors per group) in each experimental group measured when the first animal reached the ethical endpoint.
(I) Pyruvate (PYR) partly rescues the growth of MDM2-deficient H1299 cells cultured in —SG medium. Histobars represent the number of cells after 4 days of
culture in the indicated conditions (mean + SD; n = 3 independent experiments performed in triplicate).

*p < 0.05, *p < 0.01, and **p < 0.001 indicate statistical significance of the observed differences. See also Figure S6.

PKM2 and Oxidative Stress Control MDM2 Recruitment in p53-deficient H1299, HCT116 p53KO cells and p53~/~ MEFs
to Chromatin exposed to various stress conditions. Addition of pro-oxidant
In order to gain insights into the molecular mechanisms underly-  molecules including menadione or hydrogen peroxide (H2O.),
ing MDM2 recruitment to DNA, we monitored MDM2 localization  but not genotoxic stress induced by 5-fluoro-uracil (5FU), UV,
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Figure 6. PKM2 and Oxidative Stress Con-
trol MDM2 Recruitment to Chromatin

(A) Quantitative immunoblotting of MDM2, TBP,
and tubulin (TUB) in fractions enriched in chro-
matin-associated (chromatin) or nucleo- and cy-
tosoluble (soluble) proteins prepared from H1299
cells after DNA damage (5-fluorouracil [5FU], UV,
or ionizing radiation [IR]) or after treatment with
pro-oxidants (H,O,, menadione [MENA]).

(B) The levels of chromatin-bound or soluble
endogenous MDM2 were determined in H1299
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cells upon menadione-induced oxidative stress in
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(E and F) Protein-protein interactions between
ectopic WT-MDM2 and endogenous ATF4 or
endogenous PKM2 under oxidative stress were
evaluated in H1299 cells by co-immunoprecipita-
tion assays. 48 hr after transfection, H1999 cells
expressing WT-MDM2 were treated for 1 hr with
menadione (MENA) before being processed for
immunoprecipitation using anti-PKM2 (E) or anti-
ATF4 (F) antibodies. Immunoprecipitates were
analyzed by immunoblotting with anti-MDM2,
anti-PKM2, or anti-ATF4 antibodies.

(G) GST pull-down assays performed with in-vitro-
translated [*®S]-methionine-radiolabeled PKM2
and GST or GST-tagged WT-MDM2, MDM2AAD,
MDM2ARING, and the RING domain of MDM2
alone (MDM2 RING).

(H) In vitro kinase assays performed with a control
immunoprecipitation (IP CTR) or immunoprecipi-
tated PKM2 (IP PKM2) from H1299 cells and
purified recombinant GST-WT-MDM2 or GST-
MDM2AAD proteins as a substrate in the presence
of [*2P]-ATP.

(I) Alanine substitution of the two major PKM2-
dependent phosphorylation sites (residues S166
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and T351) identified by MS-MS phosphopeptide mapping increases MDM2 recruitment to chromatin. Levels of chromatin-bound or soluble WT-MDM2 or
MDM2-S166A/T351A were determined by quantitative immunoblotting in H1299 cells. Experimental conditions were adjusted to ensure equal expression of both
proteins that display different stability at the time chromatin fractionation was performed. For quantification, the level of MDM2 protein detected in the soluble
fraction prepared from H1299 cells expressing WT-MDM2 was considered as the reference level.

See also Figure S7.

or ionizing radiation, relocalized cyto/nucleosoluble MDM2 to
chromatin in H1299 cells (Figures 6A, S7A, and S7B). In H1299
cells, recruitment of endogenous MDM2 to chromatin occurred
as early as 5 min after incubation with menadione and was abol-
ished in the presence of NAC (Figure 6B). A previous report
showed that the activity of the M2 isoform of pyruvate kinase
(PKM2), a key metabolic enzyme that converts phosphoenol-
pyruvate into pyruvate, is inhibited by ROS. ROS-mediated
inhibition of PKM2 activity increases anti-oxidant defenses by
promoting the redirection of glycolytic intermediates toward
the serine biosynthetic and the pentose phosphate pathways
(Anastasiou et al., 2011). Moreover, serine is an allosteric acti-
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vator of PKM2 (Chaneton et al., 2012). These data prompted
us to evaluate whether PKM2 is involved in the control of
MDM2 recruitment to chromatin. Consistent with this hypothe-
sis, we found that pharmacological inhibition of PKM2 activity
by shikonin in H1299 cells, or knockdown of PKM2, relocalized
endogenous MDM2 in chromatin (Figures 6C and 6D). Shiko-
nin-mediated recruitment of MDM2 to chromatin was abolished
in H1299 cells expressing shRNAs targeting ATF3 and ATF4 (Fig-
ure S7C), linking PKM2 activity and MDM2-mediated control of
ATF target genes.

To further characterize the mechanisms by which PKM2 regu-
lates MDM2, we performed co-immunoprecipitation, pull-down
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and in vitro phosphorylation assays. Ectopic WT-MDM2 co-
immunoprecipitated with endogenous PKM2 in protein extracts
prepared from H1299 cells cultured in absence of menadione
(Figure 6E). Strikingly, the PKM2-MDM?2 interaction was lost
upon menadione-induced oxidative stress that instead pro-
moted the association of WT-MDM2 with endogenous ATF4
(Figures 6E and 6F). MDM2 and PKM2 interacted directly, as
shown by GST pull-down assays, and this protein-protein inter-
action required both the RING-ES3 ligase and the acidic domains
of MDM2 (Figure 6G). Furthermore, GST-WT MDM2, but not
GST-MDM2AAD, was efficiently phosphorylated in vitro by a
PKM2 complex that was immunoprecipitated from H1299 cells
(Figure 6H). Pre-incubation of H1299 cells with shikonin pre-
vented the phosphorylation of MDM2 by immunoprecipitated
PKM2 (Figure S7D). Next, we analyzed MDM2 phosphopeptides
by mass spectrometry and identified serine 166 (S166) and thre-
onine 351 (T351) of MDM2 to be phosphorylated in vitro by
this immunoprecipitated PKM2 complex (Figure S7E). A MDM2
mutant in which S166 and T351 were mutated to non-phosphor-
ylatable alanine residues (MDM2-S166A/T351A) displayed
increased stability and increased localization in chromatin rela-
tive to WT-MDM2 (Figure 6l; data not shown), confirming the
inhibitory role of PKM2-dependent phosphorylation on MDM2
recruitment to chromatin.

Altogether, these data show that MDM2 is involved in a regu-
latory loop in which oxidative stress and PKM2 control MDM2-
recruitment to chromatin to sustain an anti-oxidant response.

DISCUSSION

Metabolic rewiring is considered a hallmark of malignant trans-
formation, and multiple oncogenes and tumor suppressors con-
trol various metabolic pathways (Boroughs and DeBerardinis,
2015). Among those, the p53 protein is recognized as a central
regulator of metabolism, but the role of other components of
the p53 pathway in metabolism has been so far poorly investi-
gated. Here, we show that MDM2, a bona fide oncogene
and essential component of this pathway, regulates serine
metabolism and redox homeostasis independently of p53. Our
data, together with a previous report showing that MDM2 can
ubiquitylate and directly control dihydrofolate reductase
(DHFR) (Maguire et al., 2008), underline a previously underesti-
mated function of MDM2 in metabolism.

Serine/glycine metabolism supports the growth of cancer cells
by contributing to their anabolic demands and epigenome as
well as by regulating their redox state (Locasale, 2013). Strik-
ingly, we found that MDM2 operates independently of p53 to
control serine/glycine metabolism and sustain cancer growth in
conditions of serine and glycine deprivation. Our results indicate
that interfering with MDM2 functions when cancer cells face
depleted pools of exogenous serine and glycine compromises
their proliferative capacities and tumorigenic potential. These
phenotypes result, at least in part, from perturbations of
their redox state, likely through several mechanisms impinging
on GSH metabolism, the NAD*/NADH ratio, and ROS levels.
Consistent with this notion, addition of the ROS scavenger
NAC or exogenous pyruvate partly rescued the growth of
MDM2-depleted cells under serine and glycine deprivation.

However, given the central role of serine/glycine metabolism in
various anabolic pathways, the metabolic consequences of
MDM2 depletion under serine and glycine deprivation are likely
to be broader than the observed perturbation of the redox state
of these cells. The recent findings that serine metabolism
plays an essential role in one carbon cycle for the generation
of S-adenosyl-methionine (SAM) (Miaddocks et al., 2016), a ma-
jor methyl-donor co-factor involved in histone and DNA/RNA
methylation, raise interesting questions regarding the potential
links between MDM2 deregulation and epigenetic alterations
that commonly occur during cancer progression. Our pan-
genome analysis of MDM2-target genes suggests that MDM2
functions in cancer cell metabolism extend beyond serine/
glycine metabolism and may also control cysteine and glutamine
levels.

Our data support the notion that MDM2 plays a central role in
the metabolic network regulated by PKM2. Indeed, MDM2 is effi-
ciently recruited to chromatin in cells exhibiting low PKM2 activ-
ity, as well as in two experimental conditions, oxidative stress
and serine deprivation, that alter PKM2 activity. Furthermore,
we identified Ser166 and Thr351 to be phosphorylated in a
PKM2-dependent manner. Nevertheless, our results obtained
with recombinant proteins, as well as those from a recent study
showing that PKM2 lacks protein kinase activity (Hosios et al.,
2015), do not support the notion that MDM2 is a direct target
of PKM2 but rather of a yet-unidentified kinase that associates
with PKM2. Interestingly, phosphorylation of MDM2 on Ser166
by AKT was previously shown to control its subcellular localiza-
tion (Mayo and Donner, 2001), and Thr351 was recently identi-
fied as a minor phosphorylation site of the mitotic checkpoint
kinase MPS1 in response to oxidative stress (Yu et al., 2016).
Here, we show the inhibitory role of these phosphorylation sites
on MDM2 recruitment to chromatin. Our data also identified the
central acidic domain as an inhibitory domain limiting MDM2
recruitment to chromatin. A recent study suggested that
this domain plays a conformational role for the protein that is
required for MDM2-E3 ligase activity through intramolecular
binding with the RING domain (Cheng et al., 2014). Consistent
with these data, we found that MDM2-E3 ligase activity is
dispensable for its recruitment to chromatin, regulation of its
target genes, and control of ROS levels.

Several studies have underlined the role of ATF transcription
factors in the regulation of a subset of MDM2 target genes,
including those implicated in serine biosynthesis (DeNicola
et al.,, 2015; Ye et al., 2012). Our data clearly indicate that
MDM2-recruitement to chromatin triggered by oxidative stress
or low PKM2 activity is independent of p53 but involves the
ATF3/4 transcription factors. These results, together with those
showing that MDM2-mediated ubiquitylation of ATF3 controls
its stability (Mo et al., 2010) and that ATF3 enhances transactiva-
tion of p53 target genes, including Mdm2 (Yan et al., 2005), illus-
trate a complex interplay between the p53 pathway and ATF
family members. Interestingly, the G9A methyltransferase and
the histone lysine demethylase KDM4C have been linked to the
transcriptional regulation of serine synthesis genes (Ding et al.,
2013; Zhao et al., 2016). Further studies are warranted to eval-
uate whether these epigenetic regulators are recruited together
with MDM2 and ATF4 to control the transcription of these genes.
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In line with this hypothesis, MDM2 recruitment to its target
genes correlated with increased histone H3 monomethylation
on lysine 9, an epigenetic mark regulated by KDM4C and
GO9A. Altogether, these data highlight a previously unsuspected
network involving PKM2, MDM2, and ATFs in the regulation of
a transcriptional program involved in serine metabolism and
redox homeostasis (Figure 7).

A previous study pinpointed that p53-mutated cells are hyper-
sensitive to serine and glycine deprivation (Maddocks et al.,
2013). The potential connections of these observations with
our findings showing that MDM2 regulates serine metabolism
may reflect the well-described role of p53 on Mdm?2 transcription
and the documented downregulation of MDM2 in many p53 null
cells (Barak et al., 1993; Wu and Levine, 1997). However, other
reports showing that p53 directly represses several MDM2 target
genes identified in our study, including Phgdh (Ou et al., 2015)
and SIc7A11 (Jiang et al., 2015), illustrate the complex roles of
the p53 pathway in these metabolic pathways. Finally, the clin-
ical implications of our findings are underlined by bioinformatic
analyses showing the significance of the expression level of
genes involved in serine metabolism, including Phgdh and
Shmt2, to predict breast and lung cancer patient survival (Anto-
nov et al., 2014; DeNicola et al., 2015). Our data showing
that MDM2 controls cancer cell metabolism pave the way for
therapeutic strategies targeting these unexpected functions of
this commonly deregulated oncogene, in particular in cancers
harboring MDM2 overexpression.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Subcellular Fractionation and Micrococcal Nuclease Treatment

The protocol for subcellular fractionation was adapted from a previously
described method, as described in Supplemental Experimental Procedures
(Wysocka et al., 2001). Pooled cyto- and nucleosoluble proteins and chro-
matin-associated proteins were then analyzed in parallel by immunoblotting.

ChIP-Seq Analysis

Next-generation sequencing was performed upon ChIP with anti-MDM2 N20
antibody in H1299 cells expressing a shRNA targeting Mdm2 and in cells over-
expressing MDM2-AAD mutant. Samples were processed in vitro to generate
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form. Reads were trimmed at 50 bp for single-

read runs using the “forward” sequencing primer.

The data were then processed using bioinformat-
ics tools to extract biologically useful information. Briefly, alignment with hu-
man genome Hg19 was done with Bowtie for lllumina and Pics calling with
model-based analysis of ChlP-seq (MACS) 1.0.1. Functional gene annotation
was performed using Great, and GO term analysis was performed with
Genomatix.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + SD. The results were analyzed by a Student’s
ttest, and p values less than 0.05 were considered to be statistically significant
(*p < 0.05, 0.01 < **p < 0.001, and ***p < 0.001).

Xenografts

Bilateral subcutaneous injections of H1299 cells were carried out on 8-week-
old CD-1-Foxninu mice (Charles River) as described in the Supplemental
Information. Mice were housed in a pathogen free barrier facility in accordance
with the regional ethic committee for animal warfare (n°CEEA-LR- 12067).
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Introduction :

Par écho au précédent article et comme détaillé dans I'introduction de ce manuscrit,
il est maintenant reconnu que les activités oncogéniques de MDM2 vont au-dela du
contrdle direct de p53.

Les travaux menés par Giuseppe Arena, un ancien post-doctorant du laboratoire, ont
montré qu’'une fraction de la protéine MDMZ2 se localise dans la matrice
mitochondriale indépendamment de p53 et régule la transcription du génome
mitochondrial afin de contrdler la respiration tant dans les cellules normales que
cancereuses.

Reésultats :

L’étude de la localisation cellulaire de MDMZ2 nous a permis de constater, qu’en plus
de sa présence dans le noyau et dans le cytoplasme, MDM2 était également
retrouvé significativement (de l'ordre de 2 % a 5 % du pool total de la protéine) dans
la mitochondrie et ce, de facon indépendante du statut de p53. Une observation fine
par microscopie électronique en transmission a permis de montrer que MDM2 est
retrouvé dans la matrice mitochondriale. Etant donné que la protéine MDM2 ne
posséde pas de séquence signal de localisation mitochondriale comme c’est tres
souvent le cas des protéines délivrées dans la matrice mitochondriale, nous avons
réalisé des études structures fonction et constaté que la translocation de MDM2 vers
la matrice mitochondriale faisait intervenir un complexe de transport mitochondrial
comprenant les sous-unités TOM20 et TIM23 ainsi que la mortaline et TID1,
suggérant ainsi que son transport se fait de fagon active.
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Une modulation des niveaux intracellulaires et mitochondriaux de MDM2 a montré
une modification générale de la structure du réseau des mitochondries. C’est
pourquoi, afin d’étudier plus en détail le role de mtMDM2 (mitochondrial MDM2),
Giuseppe Arena a généré une protéine chimérique de MDM2 fusionnée a la
séquence N-terminale de signal de localisation mitochondriale (MTS-MDM2). Cette
construction, permettant I'expression d'un mutant de MDM2 exclusivement
mitochondriale, nous a donc permis d’étudier les fonctions de mtMDM2. Par
immunofluorescence notamment, nous avons constaté que I'expression de mtMDM2
influencgait fortement la structure des mitochondries mais aussi leur organisation dans
la cellule. Les cellules sur-exprimant MTS-MDM2, présentent un regroupement
périnucléaire de mitochondries. En revanche, les cellules dont I'expression de MDM2
est diminuée, présentent davantage de mitochondries fragmentées que des cellules
témoins.

Ces phénotypes forts nous ont poussés a examiner la respiration mitochondriale.
Nous avons observé que mtMDM2 jouait sur I'activité du complexe | de la chaine
respiratoire et donc sur la respiration. La consommation d’oxygene induite par le
complexe | est reduite dans les cellules H1299 exprimant MTS-MDM2.

D’un point de vue mécanistique, grace a des expériences d'immunoprécipitation de
chromatine quantitative, nous avons déterminé que mtMDM2 se fixait sur le
promoteur de la chaine légére (LSP) du génome mitochondrial, inhibant ainsi la
transcription. |l est a noter que le transcrit piloté par LSP ne code qu'un seul
composant structural de la chaine de transport des électrons, la NADH-
déshydrogénase 6 (MT-NDG6), une sous-unité importante du complexe | de la chaine
respiratoire.

Nous avons également constaté que l'induction d’un stress oxydant ou d’un stress
hypoxique dans les cellules H1299, entrainait une augmentation des niveaux de
mtMDM2 d’au moins 3 fois par rapport a la normal. Ce recrutement a la mitochondrie
se fait au niveau du LSP et est associé a une diminution de la protéine MT-NDG6 et
induit une agrégation périnucléaire rapide des mitochondries. Nous avons donc
conclu que dans les cellules cancéreuses, les ROS et I'hypoxie déclenchent le
recrutement de MDM2 dans les mitochondries pour réprimer I'expression de MT-
NDG6, contrdler la respiration et réguler la dynamique du réseau mitochondrial.

D’un point de vue physiologique, nous avons confirmé in vivo que lorsque des souris
étaient placées dans des conditions hypoxiques (atmosphere a 15 % d’oxygéne), les
niveaux de mtMDM2 étaient significativement augmentés tandis que ceux de MT-
ND6 étaient diminués. D’'un autre cété, des souris génétiquement modifices KO
inductibles pour MDMZ2 spécifiquement dans le muscle, présentent des niveaux de
MT-NDG6 supérieurs, entrainant une augmentation des capacités respiratoires et une
augmentation de 'endurance musculaire lors de tests de résistance a la course sous
hypoxie.

Ces données indiquent que le contréle de l'activité du complexe | par le biais de
mtMDM2 est essentiel pour réguler 'endurance musculaire in vivo.

D’un point de vue potentiel tumorigénique, I'expression de MTS-MDM2 n’augmente
pas le taux de croissance de tumeurs H1299 in vivo mais augmente clairement le
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potentiel clonogénique des cellules H1299 cultivées dans des cultures monocouches
ainsi que leur capacité a former des sphéroides dans une croissance en
3 dimensions. Nous avons constaté que mtMDM2 améliorait les propriétés
migratoires et invasives des cellules cancéreuses.

Conclusion ;

Le travail de Giuseppe Arena a mis en lumiére une nouvelle fonction de MDM2 dans
la mitochondrie et ce de maniére indépendante de p53. Son rdle dans le contrble de
la respiration via MT-ND6 a montré que des taux élevés de mtMDM2 améliorent les
propriétés migratoires et invasives des cellules cancéreuses suggérant que les
fonctions mitochondriales de MDM2 contribuent a ses propriétés oncogéniques. |l
fournit également une explication moléculaire du probable potentiel métastatique
plus élevé et du mauvais résultat clinique des patients présentant des tumeurs
arborant une expression élevée de MDM2.

Ce travail vient fournir de nouveaux éléments a I'hypothése selon laquelle les
fonctions « métaboliques » de MDM2 favorisent la tumorigenése.
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SUMMARY

Accumulating evidence indicates that the MDM2
oncoprotein promotes tumorigenesis beyond its
canonical negative effects on the p53 tumor sup-
pressor, but these p53-independent functions
remain poorly understood. Here, we show that a
fraction of endogenous MDM2 is actively imported
in mitochondria to control respiration and mito-
chondrial dynamics independently of p53. Mito-
chondrial MDM2 represses the transcription of
NADH-dehydrogenase 6 (MT-ND6) in vitro and
in vivo, impinging on respiratory complex | activity
and enhancing mitochondrial ROS production.
Recruitment of MDM2 to mitochondria increases
during oxidative stress and hypoxia. Accordingly,
mice lacking MDM2 in skeletal muscles exhibit
higher MT-ND6 levels, enhanced complex | activity,
and increased muscular endurance in mild hypoxic
conditions. Furthermore, increased mitochondrial
MDM2 levels enhance the migratory and invasive
properties of cancer cells. Collectively, these data
uncover a previously unsuspected function of the
MDM2 oncoprotein in mitochondria that play critical

594 Molecular Cell 69, 594-609, February 15, 2018 © 2018 Elsevier Inc.

roles in skeletal muscle physiology and may
contribute to tumor progression.

INTRODUCTION

The p53 pathway is functionally inactivated in most, if not all,
cancers. Somatic mutations in TP53 occur in about 50% of hu-
man tumors, and many cancers retaining wild-type TP53 display
functional inactivation of the p53 pathway by viral oncoproteins
or alterations of p53 regulators, including the Mouse Double
Minute 2 (MDM2) oncogene (Wade et al., 2013). MDMZ2 is a major
negative regulator of the p53 pathway through its well-docu-
mented E3 ligase activity that targets p53 protein for proteaso-
mal degradation. MDM2 also contributes to the regulation of
p53 target genes by directly inhibiting p53 transactivation do-
mains and by ubiquitylating histones at p53-responsive genes
(Momand et al., 1992; Oliner et al., 1993; Minsky and Oren,
2004). However, it is now recognized that MDM2 oncogenic ac-
tivities extend beyond the direct control of p53. Thus, MDM2-
mediated ubiquitylation of several transcription factors or
transcriptional co-regulators contributes to the regulation of
p53-independent programs (Biderman et al., 2012). Recent find-
ings also identified a p53-independent role for chromatin-bound
MDM2 in the transcriptional control of genes involved in cell fate
and metabolism (Wienken et al., 2016; Riscal et al., 2016).
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Figure 1. MDM2 Localizes in the Mitochondrial Matrix

(A) Subcellular localization of FLAG-tagged full-length (aa 1-491) MDM2 (FL-MDM2) in H1299 cells. MDM2 levels were determined by immunoblotting of fractions
enriched in mitochondrial (MITO), cytosolic (CYTO), and nuclear (NUCL) proteins with an anti-FLAG antibody. Equal loading was verified with TATA binding
protein (TBP), tubulin (TUB), and TIM23 protein levels.

(B) Immunobilot (IB) analysis of endogenous MDM2 subcellular localization in H1299 cells transduced with lentiviruses expressing control or MDM2 shRNAs.
(C) IB analysis of total (left) and mitochondrial (right) endogenous MDM2 levels in different human cancer cell lines. The p53 status of each cell line is indicated: WT
or mutant (mut).

(legend continued on next page)
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Moreover, the RING domain of MDM2 is required for its binding
to the mRNAs of several cancer-related genes to control their
stability or translation, including those encoding p53 itself, the
X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), N-MYC, and vascular
endothelial growth factor (VEGF) (Fahraeus and Olivares-lllana,
2014). Here, we show that a fraction of MDM2 protein localizes
in the mitochondrial matrix independently of p53 and regulates
the transcription of the mitochondrial genome to control respira-
tion in both normal and cancer cells.

RESULTS

MDMZ2 Localizes to the Mitochondrial Matrix

We assessed MDM2 subcellular localization in several cancer
cell lines by immunoblotting following biochemical fractionation
of various cellular compartments and isolation of purified organ-
elles. As anticipated, MDM2 was detected in fractions enriched
in cytosolic or nuclear proteins prepared from p53 null H1299
lung cancer cells. Unexpectedly, significant fractions of both
ectopic FLAG-tagged MDM2 and endogenous MDM2 were de-
tected in protein extracts prepared from purified mitochondria.
The specificity of MDM2 immunoreactivity was confirmed using
extracts prepared from MDM2-depleted H1299 cells, and the
quality of the fractionation was verified by measuring the levels
of cytosolic tubulin (TUB), nuclear TATA binding protein (TBP),
and mitochondrial TIM23 proteins (Figures 1A and 1B). Next,
we evaluated the amount of mitochondrial MDM2 in a panel of
human cancer cell lines. When detectable by immunoblotting,
a variable amount of endogenous MDM2, ranging from 2% to
5% of total MDM2, localized to mitochondria in these cells (Fig-
ures 1C, 1D, and S1A). The amount of mitochondrial MDM2
(mtMDM2) did not correlate with the p53 status of these cell
lines, suggesting that MDM2 localized to mitochondria in a
p53-independent manner. Consistent with this notion, short
hairpin RNA (shRNA)-mediated depletion of wild-type (WT) p53
in MCF7 or of mutant p53 in T47D breast cancer cells did not
alter the relative proportion of mtMDM2, indicating that neither
WT nor mutant p53 was required for the localization of endoge-
nous MDM2 to mitochondria (Figures 1E and S1B). Confocal mi-
croscopy analysis showed that FLAG-tagged full-length (FL)
MDM2 (residues 1 to 491) exhibited different subcellular localiza-
tion in H1299 cells. Approximately 35% of H1299 cells displayed
a strictly nuclear pattern for ectopic FL-MDM2, 55% of them ex-
hibited both nuclear and cytoplasmic MDM2, and 10% of them

displayed a staining pattern that was restricted to the cytoplasm
(Figure S1C). Super-resolution microscopy performed at a reso-
lution of 100 nm indicated that approximately 8% of FL-MDM2
co-localized with the mitochondrial marker TFAM (Figure 1F).
Mitochondrial localization of ectopic FL-MDM2 in H1299 cells
was further confirmed by immunogold labeling and transmission
electron microscopy (TEM). Consistent with MDM2 localization
in different subcellular compartments, gold particles were de-
tected in the nucleus and the cytoplasm, but also inside the mito-
chondrial matrix, at the edge of mitochondrial cristae (Figures 1G
and S1D). We next performed protease protection assays on pu-
rified mitochondria isolated from H1299 cells expressing FL-
MDM2. At concentrations of 0.5 and 1 pg/mL Proteinase K
(PK), the outer mitochondrial membrane (OMM) protein TOM20
and the inner mitochondrial membrane (IMM) protein TIM23
were progressively degraded. In contrast, MDM2 and the mito-
chondrial matrix protein TFAM were both resistant to mild prote-
ase digestion. Complete PK-mediated digestion of TFAM and
MDM2 proteins occurred only after treatment with Triton
X-100, indicating that both proteins localized in the same mito-
chondrial compartment (Figure 1H). These data demonstrate
that a fraction of MDM2 protein localizes to the mitochondrial
matrix.

MDM2 Is Actively Imported in Mitochondria through
Mitochondrial Transporters

Mitochondrial proteins often contain an N-terminal leader pep-
tide that is cleaved in the IMM before they can be released in
the matrix (Dudek et al., 2013). Analysis of the MDM2 protein
sequence failed to identify a canonical mitochondrial localization
signal. In order to ascertain which domain of MDM2 was required
for its recruitment to mitochondria, we performed subcellular
fractionation assays and immunogold staining for TEM in
H1299 cells expressing FL-MDM2 or different MDM2 deletion
mutants. Deletion of its N-terminal region increased the total
levels of MDM2 but did not change its relative subcellular local-
ization, whereas the deletion of the C-terminal region (amino
acids [aa] 292-491) impacted on its localization in mitochondria
(Figures 2A-2C and S2A-S2C). Smalller deletions of the C-termi-
nal region indicated that the last 61 aa (aa 430-491) of MDM2,
and a more central region (aa 291-391) played a significant
role in MDM2 localization in mitochondria (Figures S2D and
S2E). We next asked whether MDM2 recruitment to this organ-
elle was dependent on mitochondrial transporters. FL-MDM2

(D) Quantitative IB analysis of endogenous MDM2 subcellular localization in different human cancer cell lines. Histobars represent the relative levels of nuclear,

cytosolic, and mtMDM2 in the indicated cell lines.

(E) IB analysis of endogenous MDM2 subcellular localization in MCF7 cells transduced with lentiviruses encoding control or p53 shRNAs.
(F) Super-resolution microscopy analysis of FL-MDM2 (green) and TFAM (red) subcellular localization in H1299 cells. Nuclei were stained with DAPI (blue). Scale
bars, 10 uM. tM indicates the Manders coefficient representing the colocalization of the signal detected with the anti-FLAG antibody and that detected with the

anti-TFAM antibody.

(G) Immunogold staining for transmission electron microscopy (TEM) analysis of MDM2 subcellular localization in H1299 cells expressing FL-MDM2. Scale

bar, 500 nM.

(H) Protease protection assays performed on purified mitochondria isolated from H1299 cells expressing FL-MDM2. Left: IB analysis of MDM2, the outer
mitochondrial membrane (OMM) protein TOM20, the inner mitochondrial membrane (IMM) protein TIM23, and the mitochondrial matrix (MM) protein TFAM, after
incubation of purified mitochondria with 0.5 or 1 pg/mL PK. NT, mock-treated mitochondria. Right: protease protection assays performed in the presence of the
permeabilizing agent Triton X-100. MDM2 and TFAM proteins were only digested in presence of Triton X-100, confirming their localization in the mitochondrial

matrix.
See also Figure S1.
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Figure 2. MDM2 Is Actively Imported in Mitochondria through Mitochondrial Transporters

(A) Schematic representation of MDM2 protein structure and of the selected deletion mutants. NLS, nuclear localization signal.

(B) Subcellular localization of FL-MDM2 and of the indicated deletion mutants in H1299 cells, determined by IB using anti-FLAG antibody in whole-cell lysates
(TOTAL) and in extracts prepared from purified mitochondria (MITO). Equal loading was verified with TUB and TIM23 protein levels.

(C) Quantitative 1B analysis of the subcellular localization of the indicated MDM2 proteins in H1299 cells. Histobars represent the relative levels of nuclear,
cytosolic, and mtMDM2.

(D) Co-immunoprecipitation assays showing association between FL-MDM2 and endogenous TOM20, TIM23, and mtHsp70/mortalin proteins in H1299 cells.
IP, immunoprecipitation; CTR, control.

(E) Subcellular localization of FL-MDM2 in H1299 cells cultured in the presence of the mitochondrial uncoupler FCCP for 12 hr. NT, untreated. MDM2, TUB, and
TIM23 protein levels were determined by IB in fractions enriched in cytosolic or MITO proteins.

(legend continued on next page)
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co-immunoprecipitated with endogenous TOM20 and TIM23
proteins, two components of the mitochondrial translocator
complexes located in the OMM and the IMM, respectively (Fig-
ure 2D). Transport through these mitochondrial translocator
complexes depends on the membrane potential (AW) across
the IMM (Geissler et al., 2000). Accordingly, the amount of
mtMDM2 in H1299 cells decreased upon treatment with
carbonyl cyanide4-(trifuoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP),
a protonophore that disrupts mitochondrial membrane potential
(Figure 2E). Moreover, MDM2 co-immunoprecipitated with the
mitochondrial 70-kDa heat shock protein (mtHsp70), also known
as mortalin, as well as with its direct partner TID1 (Figures 2D and
S2F). These two proteins are central components of the mito-
chondrial protein import motor that play a key role in the import
and proper folding of proteins localized in mitochondrial matrix
(Syken et al., 1999; Schneider et al., 1994). In H1299 cells,
mtHsp70/mortalin and TID1 co-immunoprecipitated with FL-
MDM2 but not with the MDM2 1-291 mutant that displayed
impaired mitochondrial localization (Figure 2F). Importantly,
pharmacological inhibition (by treatment with MKT-077) or
shRNA-mediated depletion of mtHsp70/mortalin decreased
the basal levels of mtMDM2 (Figures 2G and 2H). Thus, our
data indicate that MDM2 is actively imported into the mitochon-
drial matrix by specific mitochondrial transporters.

MDM2 Regulates Mitochondrial Network Dynamics and
Mitochondrial Ultrastructure

Next, we assessed by confocal microscopy whether modulating
mtMDM?2 levels influenced the organization of the mitochondrial
network. Immunostaining of the ATP5A subunit of the ATP
synthase complex or staining with the mitochondrial dye
MitoTracker Red indicated that MDM2-depleted cells exhibited
amore fragmented mitochondrial network than control cells (Fig-
ures 3A, 3B, S3A, and S3B). MDM2 depletion also resulted in
enhanced phosphorylation of dynamin-related protein 1 (DRP1)
on serine 637, an event previously associated with increased
mitochondrial fission (Wang et al., 2012), but had no significant
effect on the levels of Mitofusin 2 (MFN2) and Optic Atrophy 1
(OPAT1) proteins, which promote fusion (Figure 3C). Strikingly,
H1299 cells expressing FL-MDM2 displayed an asymmetrical
perinuclear clustering of mitochondria (Figures 3D and 3E).
This spatial redistribution of mitochondria was observed only in
cells exhibiting cytoplasmic staining of FL-MDM2 but not in cells
exhibiting exclusively nuclear MDM2 localization or in cells ex-
pressing MDM2 1-291 (Figures 3D, 3E, and S3C), suggesting
that the mitochondrial pool of MDM2 was directly implicated in
this clustering of mitochondria. To confirm this notion, we gener-
ated a chimeric MDM2 protein fused to the N-terminal mitochon-
drial targeting sequence (MTS) of the E1 subunit of the pyruvate
dehydrogenase complex. Biochemical fractionation and immu-
nofluorescence (IF) assays indicated that MTS-MDM2 localized
predominantly to mitochondria and that its expression further
increased the percentage of cells exhibiting perinuclear clus-

tering of mitochondria (Figures 3D-3E and S3D). A similar pheno-
type was observed upon expression of MTS-MDM2 in U20S and
MCF7 cells (Figures S3E and S3F), and videomicroscopy indi-
cated that this reorganization of the mitochondrial network
occurred as soon as 6 hr after transfecting H1299 cells with a
vector encoding MTS-MDM2 (mv1).

To investigate whether alterations in mitochondrial dynamics
were also accompanied by changes in ultrastructure, we per-
formed conventional TEM analysis in H1299 cells expressing
control or MDM2 shRNAs and in cells expressing FL-MDM2,
MTS-MDM2, or the MDM2 1-291 mutant. MDM2-depleted
H1299 cells displayed more fragmented mitochondria than
control cells but no significant abnormalities of mitochondrial
ultrastructure (Figure 3F). In contrast, H1299 cells expressing
ectopic FL-MDM2 exhibited loss of mitochondrial matrix elec-
tron density, and cristae appeared narrower in these cells,
misoriented, and/or reduced in number. These morphological
changes were significantly amplified and more frequent upon
expression of MTS-MDM2, whereas cells expressing MDM2
1-291 contained mitochondria with an electron-dense matrix
and well-organized intact cristae that were indistinguishable
from those of control cells (Figure 3G). Importantly, changes of
mitochondrial ultrastructure triggered by higher mtMDM2 levels
were not associated with increased apoptosis, as shown by the
lack of mitochondrial swelling and the absence of detectable
cytochrome c release or caspase-3 cleavage (Figures 3G and
S3G-Sa3l).

MtMDM2 Controls Electron Transport Chain Complex |
Activity and Respiration

The mitochondrial localization of MDM2 prompted us to investi-
gate its role in respiration. First, we analyzed the consequences
of MDM2 deficiency on oxygen consumption and respiratory
chain enzymatic activities. State Ill respiration linked to the
electron transport chain (ETC) complex | (Cl), measured in the
presence of glutamine, malate, and pyruvate (Elll GMP) as sub-
strates, increased significantly upon MDM2 depletion in H1299
cells, as well as after Cre-mediated inactivation of murine
Mdm2 in Mdm21o¥fox: 5530 primary mouse embryonic fibro-
blasts (MEFs) (Figures 4A, 4B, and S4A). In contrast, oxygen
consumption driven by complex Il (Cll), measured in the pres-
ence of the Cl inhibitor rotenone and succinate (Elll SR) as a
substrate, was not affected by MDM2 deficiency (Figure S4B).
Of note, increased oxygen consumption in MDM2-depleted
H1299 cells was abolished upon incubation with the Cl inhibitor
metformin, further supporting the role of mtMDM2 in Cl-driven
respiration (Figure S4C). In line with these results, Cl enzymatic
activity significantly increased upon shRNA-mediated depletion
of MDM2, whereas CIl and IV activities remained unchanged
(Figure 4C). Next, we measured mitochondrial respiration in cells
expressing MTS-MDM2 before these cells exhibited morpholog-
ical changes in their mitochondrial ultrastructure. Cl-driven
oxygen consumption was reduced in H1299 cells expressing

(F) Co-immunoprecipitation assays performed in H1299 cells expressing FL-MDM2 or the indicated MDM2 deletion mutants.
(G and H) Quantitative immunoblotting (qIB) analysis of endogenous MDM2 subcellular localization (G) in H1299 cells expressing control or mtHsp70/mortalin
shRNAs or (H) in H1299 cells cultured in the presence of the mtHsp70/mortalin pharmacological inhibitor MKT-077 (MKT).

See also Figure S2.
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MTS-MDM2, whereas ClI-driven respiration was only marginally
affected (Figures 4D and S4D). Consistently, Cl activity
decreased, whereas that of Cll and IV was unaffected in these
cells (Figure 4E). Moreover, expression of the MDM2 1-291
that was marginally detected in mitochondria failed to impact
on oxygen consumption (Figure 4D). Finally, we evaluated
whether the E3 ligase function of MDM2 was implicated in the
regulation of mitochondrial respiration. An MDM2 mutant
harboring the C464A mutation that abolishes its E3 ligase activity
(MDM2-C464A) was efficiently recruited to mitochondria and in-
hibited Cl-driven respiration to an extent similar to that of FL-
MDM2 following transient transfection in H1299 cells (Figures
S4E and S4F). Inhibition of mitochondrial respiration was also
observed in H1299 cells transduced with a lentivirus encoding
MTS-MDM2 harboring the C464A mutation (MTS-MDM2-
C464A) but not in cells expressing an MDM2 E3 ligase-deficient
isoform that predominantly localized to chromatin due to the
deletion of its central acidic domain (AAD-MDM2-C464A) (Riscal
et al., 2016) (Figure S4G).

Since abnormal ETC Cl activity is often associated with oxida-
tive stress, we then measured the effect of mtMDM2 on reactive
oxygen species (ROS) levels by IF, using the MitoSox probe
that specifically detects mitochondrial superoxide ions. H1299
cells expressing MTS-MDM2 exhibited increased mitochondrial
ROS levels when compared to control cells (Figure 4F).
Conversely, MCF7-sh p53 cells exhibited decreased ROS levels
upon acute depletion of endogenous MDM2 (Figure 4G). There-
fore, these data indicate that mtMDM2 interferes with ETC ClI-
driven respiration, leading to increased mitochondrial ROS
production.

MtMDM2 Represses MT-ND6 Transcription

Next, we explored the mechanism by which mtMDM2 controls
ETC ClI activity. The role of chromatin-bound MDM2 in the tran-
scription of metabolic genes encoded by the nuclear genome
(Riscal et al., 2016) prompted us to evaluate whether MDM2
also regulates transcription of the mitochondrial genome inde-
pendently of p53. Supporting this hypothesis, quantitative
chromatin immunoprecipitation (qChIP) assays showed that
MTS-MDM2, but not MDM2 1-291, associated with the light

strand promoter (LSP) that drives the transcription of the light
strand of the mitochondrial genome (Figure 5A). No binding of
MTS-MDM2 on the heavy strand promoter (HSP) was detected
under the same experimental conditions (Figure S5A). Impor-
tantly, binding of endogenous MDM2 to the LSP promoter was
also detected in parental but not in MDM2-depleted T47D cells
(Figure 5B). Interestingly, these qChIP assays indicated that
increased mtMDM2 levels correlated with decreased associa-
tion of mitochondrial transcription factor A (TFAM) with the
LSP, despite total TFAM protein levels remaining constant (Fig-
ures 5C and S5B). Consistent with the absence of MDM2 on
the HSP, TFAM binding to HSP was not affected by MTS-
MDM2 (Figure S5C). The impact of mtMDM2 on TFAM binding
to the LSP was confirmed by mTRIP, a single-cell confocal imag-
ing technique combining fluorescence in situ hybridization (FISH)
performed with an LSP-specific probe with TFAM IF (Figures 5D
and S5D) (Chatre and Ricchetti, 2013). Moreover, atomic force
microscopy (AFM) showed that purified recombinant MDM2 pro-
tein distributed preferentially to the control region of mtDNA con-
taining the LSP but failed to bind to an irrelevant DNA probe
in vitro (Figures 5E and S5E). To further assess the selective
inhibitory activity of MDM2 at the LSP, we evaluated the ability
of recombinant MDM2 to inhibit mitochondrial transcription
in vitro using a dual-promoter template containing both LSP
and HSP1 (Uchida et al., 2017). At TFAM concentrations in which
both promoters were maximally activated, MDM2 reduced LSP
transcription in a dose-dependent manner, whereas it had a
much lesser impact on HSP-driven transcription (Figures 5F
and S5F).

Transcription from the LSP and HSP generates long polycis-
tronic transcripts encoding rRNAs, tRNAs, and structural
subunits of respiratory complexes. The LSP-driven transcript
encodes only one structural component of the ETC, NADH-de-
hydrogenase 6 (MT-ND6), an important subunit of the ETC ClI
(Montoya et al., 1982). RNA-FISH/mTRIP analyses showed that
MT-ND6 RNA levels were lower in H1299 cells expressing
MTS-MDM2 than in control cells (Figure 5G). Conversely,
shRNA-mediated depletion of endogenous MDM2 resulted in
increased MT-ND6 RNA levels (Figure 5H). gRT-PCR analyses
showed that MDM2 depletion increased the RNA level of

Figure 3. MDM2 Regulates Mitochondrial Network Dynamics and Mitochondrial Ultrastructure

(A) Microphotographs of H1299 cells transduced with lentiviruses encoding control (sh Ctr) or MDM2 (sh MDM2) shRNAs. Cells were stained using an antibody
recognizing the ATP5A subunit of the ATP synthase complex (green) and nuclei with DAPI (blue) and then were analyzed by confocal microscopy. Insets show
microphotographs at higher magnification (Zoom). Scale bars, 10 uM.

(B) Mitochondrial fragmentation in MDM2-depleted H1299 cells. Histobars represent the frequency of cells exhibiting fragmented mitochondria (mean + SEM;
n = 120 cells from four independent experiments).

(C) IB analysis of total and phosphorylated DRP1 (on Serine 616 or 637), OPA1, MFN2, TIM23 (loading control), and MDM2 protein levels in the same cells as in
(A) and (B).

(D) Confocal microscopy analysis of the mitochondrial network in H1299 cells expressing ectopic FL-MDM2 (FL), MTS-MDM2 (MTS), MDM2 1-291 (1-291), or in
control cells transfected with the corresponding empty vector (Empty). ATP5A (green), MDM2 (red) and nuclei (blue). Insets show microphotographs at higher
magnification (Zoom). Scale bars, 10 uM.

(E) IB analysis (upper panels) of the subcellular localization of the indicated MDM2 proteins in H1299 cells. Histobars (lower panels) represent the percentage of
cells exhibiting perinuclear clustering of mitochondria upon expression of the indicated MDM2 proteins in H1299 cells (mean + SEM; n = 150 cells from five
independent experiments).

(F and G) TEM analysis of mitochondrial ultrastructure in (F) H1299 cells expressing control (sh Ctr) or MDM2 (sh MDM2) shRNAs and in (G) H1299 cells expressing
FL-MDM2 (FL), MTS-MDM2 (MTS), or MDM2 1-291 (1-291) or in control cells (Empty). Insets show representative microphotographs at higher magnification
(Zoom). Scale bars, 500 nM.

*p < 0.05 and *p < 0.01, indicating statistical significance of the observed differences. ns, not significant. See also Figure S3.

600 Molecular Cell 69, 594-609, February 15, 2018

125



A Elll GMP B Elll GMP C
—* * cl/cs cli/cs CIV/CS
U P H— o 50 - 03 — 004 ———— 06
S - o - ** - ns - ns
Q o o o 4
w40 ® 40 | 5 0 5 5%
£ S w0 o 0,03 "
= < £ 02 £ € 04 4+
= 30 ¢ = 30 - ~ ~ ~
£ £ £ £ £
~ = € 015 71 £ 0,02 + €03 -
O 20 o 20 = =~ =
—_ - o o o
[} Qo £ 01 1 £ £ 0,2
E £ < € 0,01 + <
10 10 1 0,05 4| 01 -
0 - . - ~ o -+ o o - o -
NN ) Q Q
s S 32 5 S 5 S s S
3 a Mdm2fiex/flex - p53+/- @ @
S S ViEFs 5 5 5
< < s
wv %]
D Elll GMP E
ns cl/cs Cli/cs Clv/cs
30 %% 0,08 0,3 03— hs
5 - ns -
£ s 4 L goo Bop ———— &
= [oR
céo uQE 0,06 3 o
a B € 005 £ £
= < £ £
EN 15 4 — ‘€ 004 E £
S | 3 003 E E
g g 0,02 c c
< 5 | -
0,01
0 - o0 - -
z @ 2 g g 2 ¢ z z g g = g
£ = 3 £ = £ = £ s
w w w w
F DAPI MitoSOX Merge
=)
3
Empty %
T
=
H1299 5
(%]
2
MTS >
g &
€
w
G DAPI MitoSOX Merge e
o
8 20 7%
X
sh CTR =15
2 10
MCF7 2
sh P53 2T
= ol
sh MDM2 & o
S
3
<
a3
&

Figure 4. mtMDM2 Controls ETC Complex | Activity and Respiration
(A) Oxygen consumption in H1299 cells transduced with lentiviruses encoding control or two independent MDM2 shRNAs. ETC Cl-driven respiration, in the
presence of glutamine, malate, and pyruvate (Elll GMP) as substrates, was measured by using a high-resolution Oxygraph respirometer (mean + SEM; n = 3).
(B) ETC Cl-driven respiration (Elll GMP) in Mdm2*/1°*: 553/~ primary MEFs transduced with control (CTR) or CRE-expressing retroviruses (CRE) (mean = SEM;

n = four independent populations).

(C) Enzymatic activities of the ETC complexes prepared from H1299 cells expressing control or MDM2 shRNAs. ETC ClI, Cll, and CIV activities were normalized to

that of citrate synthase (CS) (mean + SEM; n = 3).

(legend continued on next page)
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MT-ND6 in H1299 cells but not that of MT-ND2, MT-ND4, and
MT-ND5 (Figures 51 and S5G). Moreover, expression of MTS-
MDM2-C464A in MDM2-depleted cells still repressed MT-ND6
expression, confirming that the E3 ligase activity of MDM2 was
dispensable for the transcriptional repression of MT-ND6 (Fig-
ure 5J). Consistent with that repressive function, increased
MT-ND6 protein levels were detected both in MDM2-depleted
H1299 cells and in Mdm2X®; p53K° MEFs, whereas expression
of MTS-MDM2 in H1299 cells decreased MT-ND6 protein levels
(Figures 5K, 5L, and S5H). Importantly, the specificity of MT-ND6
immunoblots was confirmed in cell lines harboring a frameshift
mutation in MT-ND6 abolishing its expression (Figure S5I) (Per-
ales-Clemente et al., 2010). These data demonstrate that
mtMDM2 directly represses the expression of MT-ND6, a key
subunit of ETC CI.

Oxidative Stress and Hypoxia Increase mtMDM2
Activities

While screening for MDM2 subcellular localization in H1299 cells
exposed to different stress conditions, we found that oxidative
stress led to the rapid accumulation of MDM2 in mitochondria.
The 4-fold increase of endogenous mtMDM2 levels induced by
menadione was abrogated by the addition of the ROS scavenger
N-acetyl-cysteine (NAC). MtMDM2 levels also increased upon
treatment with rotenone or the pyruvate kinase M2 inhibitor shi-
konin, likely reflecting the ability of these compounds to induce
oxidative stress. In contrast, UV irradiation, the genotoxic agents
SN38 and etoposide, or the endoplasmic reticulum (ER)-stress
inducer thapsigargin, had no major effect on the amount of
mtMDM2 (Figures S6A-S6C). Interestingly, shifting H1299 cells
from a 21% O, to a 1% O, atmosphere, or treatment with the
hypoxia-mimetic cobalt chloride (CoCly), led to a 3-fold increase
of mitochondrial, but not of total, MDM2 levels (Figures 6A and
S6D). Co-immunoprecipitation experiments showed that hypox-
ia increased the binding of endogenous MDM2 to mtHsp70/mor-
talin and TID1, suggesting that it stimulated the active import of
MDM2 into mitochondria (Figures 6B and S6E). Mild PK diges-
tion of purified mitochondria prepared from hypoxic H1299 cells
was sufficient to degrade the OMM protein TOM20, but not
MDM2 or TFAM, supporting the notion that both basal and hyp-
oxia-induced mtMDM2 are located in the mitochondrial matrix
(Figure S6F). Moreover, qChIP assays indicated that hypoxia
increased the recruitment of endogenous MDM2 to the LSP
and significantly decreased TFAM association with the LSP (Fig-
ure 6C). Accumulation of endogenous MDM2 in mitochondria
also occurred in NAC-treated H1299 cells cultured in low-oxy-
gen conditions, indicating that increased recruitment of MDM2
into mitochondria during hypoxia was not an indirect effect of
electron leakage through defective ETC that leads to superoxide

production (Figure S6G). In line with our findings, increased
levels of mtMDM2 during hypoxia or oxidative stress correlated
with decreased MT-NDG6 protein levels, and hypoxia-induced
repression of MT-ND6 was abolished upon MDM2 depletion
(Figures 6D and S6C). Importantly, MDM2 deficiency altered
neither HIF1a stabilization nor the induction of its target genes
Lactate dehydrogenase A (LDHA) and Pyruvate Dehydrogenase
Kinase 1 (PDK1) during hypoxia, excluding the possibility that the
impact of MDM2 depletion on MT-ND6 regulation was indirectly
linked to alterations in HIF-mediated responses (Figures S6H
and S6l). Consistent with a previous report, hypoxia induced a
rapid perinuclear aggregation of mitochondria in H1299 cells
(Al-Mehdi et al., 2012) that was similar to that observed upon
expression of MTS-MDM2. Notably, shRNA-mediated depletion
of endogenous MDM2 impaired this hypoxia-induced perinu-
clear clustering of mitochondria (Figure 6E). Thus, we conclude
that in cancer cells, both ROS and hypoxia trigger MDM2 recruit-
ment to mitochondria to repress expression of MT-ND6, control
respiration, and regulate mitochondrial network dynamics.

Mdm2 Inactivation in Striated Muscles Results in
Enhanced CI Activity and Increased Muscular
Endurance in Mild Hypoxic Conditions

To investigate the relevance of MDM2-mediated control of the
ETC CI activity in vivo, we first analyzed the impact of hypoxia
in murine skeletal muscles. As soon as 3 hr after exposing WT
C57BL/6 mice to an atmosphere composed of 15% O,
mtMDM2 levels in skeletal muscles increased, whereas those
of MT-ND6 decreased (Figure 6F). Next, we evaluated the
consequences of Mdm2 inactivation in striated muscle cells
by crossing Mdm2 conditional knockout (Mdm2 flox) animals
(Grier et al., 2002) with Actal-Cre transgenic (Acta) mice
that express the Cre recombinase under the control of the
skeletal a-actin promoter (Miniou et al., 1999). To confirm that
the phenotypes resulting from Mdm2 inactivation in striated
muscles were p53 independent, these animals were also
crossed with p53 knockout (KO) mice. We then monitored
Cre-driven deletion of the Mdm2™ allele in different tis-
sues harvested from Mdm2"fex. ActaCre™; p53~/~ and
Mdm2*/fiex or +/++ ActaCre™; p53~/~ mice (hereinafter referred
to as Mdm2KOCACTA: p53K0 and Mdm2CTRACTA), r53K0 mice,
respectively). In this mouse model, Mdm2 inactivation was
restricted to striated skeletal muscles, as evidenced by the
strong reduction of Mdm2 mRNA levels in the gastrocnemius,
tibialis, and soleus but not in the heart, lungs, liver, and brain
(Figure S6J). Mdm2 inactivation had no impact on the mRNA
levels of the muscular differentiation markers Myf6, Mef2c,
MyoD, and Myogenin or on the overall histological organization
of muscle fibers (Figures S6K and S6L). However, skeletal

(D) ETC Cl-driven respiration (Elll GMP) in H1299 cells expressing FL-MDM2 (FL), MTS-MDM2 (MTS), or MDM2 1-291 (1-291) and in control cells transfected with

the corresponding empty vector (Empty) (mean + SEM; n = 3).

(E) ETC Cl, Cll, and CIV activities in H1299 cells expressing FL-MDM2 or MTS-MDM2. Complex activities were normalized to that of CS (mean + SEM; n = 3).
(F) MitoSOX staining of control (Empty) and H1299 cells expressing ectopic MTS-MDM2.

(G) MitoSOX staining (red) of MCF-7 shp53 cells expressing CTR or MDM2 shRNAs. Nuclei are indicated in blue.

Histobars in (F) and (G) represent the mean fluorescence intensity (MFI) per cell corresponding to the MitoSOX signal (mean + SEM; n = 60 cells from three
independent experiments). Scale bars, 10 uM. *p < 0.05 and **p < 0.01, indicating statistical significance of the observed differences. ns, not significant. See

also Figure S4.
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Figure 5. mtMDM2 Represses MT-ND6 Transcription
(A) Quantitative chromatin immunoprecipitation (QChIP) experiments showing the relative recruitment of mtMDM?2 to the light strand promoter (LSP) in H1299
cells expressing MTS-MDM2 (MTS) or MDM2 1-291 (1-291), or in control cells transfected with the corresponding empty vector (Empty). Results were repre-
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(N20) and the one obtained with a control irrelevant antibody (mean + SEM; n = 3).
(B) gChIP analysis of endogenous MDM2 recruitment to the LSP in T47D transduced with lentiviruses expressing control of MDM2 shRNAs (mean + SEM; n = 4).
(C) qChlIP analysis of TFAM recruitment to the LSP in the same cells as in (A) (mean + SEM; n = 4).
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muscles of 12- to 16-week-old Mdm2XCACTA: p53%C mice

exposed to 15% O, for 3 hr displayed higher MT-ND6 RNA
and protein levels than their age-matched Mdm2CTRACTA:
p53KO control littermates in the same hypoxic conditions (Fig-
ures 6G and 6H). Of note, HIF1a. protein and LDHA mRNA
levels were identical in the skeletal muscles of control and
Mdm2XCACTA: 53K mice exposed to mild hypoxia, confirming
that MDM2 deficiency did not impair HIF-mediated transcription
(Figures S6M-S60). Notably, ETC CI activity was significantly
higher in the hindlimb muscles of Mdm2XCACTA: p53K0 mice
than in control littermates in these mild hypoxic conditions,
whereas ETC CIl and IV activities were unaffected (Figure 6l).
Next, we evaluated whether MDM2-mediated regulation of ClI
activity in hypoxic muscles influenced muscular endurance. To
answer this question, we measured the locomotor activity of
12- to 16-week-old Mdm2KXCACTA: ph53KC males and control lit-
termates during an acute exercise workload of forced treadmill
running in a normoxic (21% O,) or a hypoxic (15% O,) environ-
ment. In 21% O,, the physical capacity of Mdm2XCACTA:
p53X° males was indistinguishable from that of control
Mdm2CTRACTA. rh53K0 animals. Strikingly, while these control
mice exhibited an expected alteration of their running capacity
when shifted to a 15% O, atmosphere, the physical endurance
of Mdm2KCACTA- 55340 mice was identical in normoxic and hyp-
oxic conditions (Figure 6J). Collectively, these data indicate that
mtMDM2-mediated control of Cl activity is critical to regulate
muscular endurance in vivo.

MtMDM2 Regulates Migration and Invasion of

Cancer Cells

Next, we addressed the relative contribution of the mitochondrial
and chromatin-associated pools of MDM2 to the tumorigenic
potential of cancer cells. To answer this question, we first as-
sessed the effect of stable expression of MTS-MDM2-C464A
or AAD-MDM2-C464A on the tumorigenic potential of H1299
cells expressing control or MDM2 shRNAs in xenograft assays
in immunocompromised mice. Stable expression of MTS-
MDM2-C464A did not enhance the growth rate of control or
MDM2-depleted H1299 xenografts, whereas expression of
chromatin-bound MDM2 efficiently rescued the tumorigenic po-

tential of MDM2-depleted cells in vivo (Figure S7A). However,
expression of MTS-MDM2-C464A clearly increased the clono-
genic potential of H1299 cells grown in monolayer cultures
(two-dimensional; 2D), as well as their ability to form spheroids
in 3-dimensional (3D) anchorage-independent growth conditions
(Figures 7A, S7B, and S7C). Of note, MTS-MDM2-C464A H1299
cells in clones that grew in 2D conditions exhibited a more
dispersed distribution pattern than that observed in control
clones (Figure S7D), suggesting that mtMDM2 influenced cancer
cell migration and/or invasion. Videomicroscopy coupled with
single-cell tracking analyses confirmed that mtMDM2 enhanced
the motility of H1299 cells, as illustrated by the longer distance
H1299 cells stably expressing MTS-MDM2 traveled in 7 hr and
their enhanced ability to maintain directionality during migration
(Figures 7B and S7E). Moreover, MDM2-depleted H1299 cells
complemented with MTS-MDM2-C464A exhibited enhanced
chemotaxis-induced migration in a Transwell assay compared
to shRNA-MDM?2 cells transduced with an empty lentivirus, as
well as increased capacity to invade a semi-solid matrix in 3D-
spheroid invasion assays (Figures 7C and 7D). Interestingly,
the enhanced invasive properties of H1299 cells expressing
MTS-MDM2-C464A correlated with the increased expression
of epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) markers, as
shown by increased ZEB1, ZEB2, and EPHA2 mRNA levels (Fig-
ure 7E). Taken together, these findings indicate that mtMDM2
enhances the migratory and invasive properties of cancer cells.

DISCUSSION

The data presented here point to a novel and unexpected role for
MDM2 in mitochondria independent of p53. The mitochondrial
localization of MDM2 raises important questions regarding the
respective roles of the different components of the p53 pathway
in mitochondria and the mechanisms by which they are imported
in this organelle. Since neither p53 nor MDM2 contains an MTS, it
is likely that their active import in mitochondria through the same
mitochondrial TOM/TIM transporters involves binding partners
that contain classical MTS such as the TID1 protein (Ahn et al.,
2010). It is noteworthy that p53 was previously detected both
in the OMM and in the mitochondrial matrix and found to control

(D) Confocal microscopy analysis of TFAM (green) recruitment to the LSP (red) following the mTRIP procedure. Histobars represent the percentage of LSP/TFAM
co-localization per cell (mean + SEM; n = 45 cells from three independent experiments).

(E) In vitro binding assay using purified recombinant MDM2 and a 1.6-kb biotinylated DNA probe of the mitochondrial genome encompassing the LSP and the
HSP1. Left panel: AFM image showing MDM2 binding to the regulatory region of mtDNA (arrow). # indicates the biotinylated 5’ end of the probe used for
orientation. Scale bar, 100 nm. Right panel: quantitative distribution of MDM2 binding along the mtDNA probe or a pUC18-derived DNA probe used as a control
for non-specific binding (n = 200 DNA fibers).

(F) Upper panel: Autoradiography of a representative in vitro mitochondrial transcription assay using a dual-promoter template performed in the presence of
increasing concentrations of recombinant MDM2. Lower panel: histobars represent the quantification of LSP-driven transcription (mean + SEM; n = 3).

(G) RNA-FISH/mTRIP analysis of MT-ND6 RNA levels in H1299 cells expressing MTS-MDM2 or in CTR cells transfected with the empty vector (Empty). MT-ND6
probe is indicated in red; Hoechst is indicated in blue. Scale bars, 10 uM. Histobars represent the mean fluorescent intensity (MFI) per cell corresponding to MT-
ND6 RNA (mean + SEM; n = 45 cells from three independent experiments).

(H) RNA-FISH/mTRIP analysis of MT-ND6 RNA levels in H1299 cells transduced with lentiviruses expressing control of MDM2 shRNAs. Scale bars, 10 uM (mean +
SEM; n = 45 cells from three independent experiments).

() gRT-PCR analysis of MT-ND6 RNA levels in H1299 cells expressing control or MDM2 shRNAs (mean + SEM; n = 3).

(J) gRT-PCR analysis of the relative MT-ND6 RNA levels in MDM2-depleted H1299 cells upon transduction with a lentivirus encoding MTS-MDM2-C464A or a
control empty virus (mean + SEM; n = 3).

(Kand L) qlB of MDM2, MT-ND6, and TIM23 (loading control) protein levels in purified mitochondria (MITO) prepared (K) from H1299 cells expressing MTS-MDM2
or transfected with the corresponding empty vector and (L) from H1299 cells expressing control (sh Ctr) or two different MDM2 shRNAs.

*p < 0.05, *p <0.01, and “**p <0.001, indicating statistical significance of the observed differences. See also Figure S5.
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Figure 6. mtMDM2 Represses MT-ND6 Expression and Mitochondrial Respiration during Hypoxia

(A) Top: representative IB analysis of endogenous total (TOTAL) or mitochondrial (MITO) MDM2, TUB, and TIM23 (loading controls) proteins in H1299 cells
cultured in 21% or 1% O, for 3 hr. Bottom: histobars represent the relative level of endogenous mtMDM2 determined by qIB (mean + SEM; n = 5).

(B) Co-immunoprecipitation assays showing increased association between endogenous MDM2 and mtHsp70/mortalin in H1299 cells cultured in 21% or 1% O,
for 3 or 24 hr.

(C) qChIP experiments showing the relative recruitment of endogenous MDM2 (left) and TFAM (right) proteins to the LSP in H1299 cells cultured in 21% or 1% O,
for 3 hr (mean + SEM; n = 3).

(legend continued on next page)
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cell death through its direct interaction with members of the
BCL2 family or Cyclophilin D (Marchenko et al., 2000; Mihara
et al., 2003; Vaseva et al., 2012). MDM4, another member of
the p53 pathway and direct partner of MDM2, has also been
detected in mitochondria where it sustains the pro-apoptotic ac-
tivities of mitochondrial p53 (mtp53) (Mancini et al., 2009). Inter-
estingly, mtp53 was also found to promote the assembly of the
FoF1-ATPase and to bind TFAM to increase the expression of
the ETC CIV subunit MT-CO1 (Bergeaud et al., 2014; Saleem
and Hood, 2013), suggesting that the role of some components
of the p53 pathway in mitochondria extends beyond regulation of
cell death. Consistent with that notion, increasing mtMDM2
levels did not trigger apoptosis but, instead, led to MT-ND6
repression and decreased CI activity. Collectively, these data
suggest that mtMDM2 and mtp53 mediate antagonistic, yet in-
dependent, activities to fine-tune mitochondrial respiration.
Mechanisms coordinating MDM2 and p53 mitochondrial activ-
ities are likely to play important functions in several tissues where
mitochondria play a central role in physiological responses to
environmental changes, including skeletal muscles. Consis-
tently, p53-TFAM interaction increases upon acute physical
exercise and p53 KO animals display decreased muscular
endurance due to impaired oxidative metabolism (Park et al.,
2009; Saleem et al., 2009; Saleem and Hood, 2013). Strikingly,
we found that, in the absence of p53, animals lacking MDM2 in
their skeletal muscles exhibited increased exercise endurance
that associated with higher MT-ND6 levels and enhanced ETC
Cl activity. This phenotype was only detected under mild hypoxic
conditions, a situation that leads to the rapid accumulation of
MDM2 in mitochondria. These results indicate that several com-
ponents of the p53 pathway, including MDM2, have important
physiological functions in muscles. Future studies will be needed
to determine whether mitochondrial functions of MDM2 are also
at play in other tissues.

Our data also revealed an important role of MDM2 in the regu-
lation of mitochondrial network dynamics. Perinuclear clustering
of mitochondria similar to that triggered by mtMDM2 has been
described in hypoxic cells (Al-Mehdi et al., 2012), and consis-
tently, we found that hypoxia triggers active MDM2 import into
mitochondria. The exact molecular consequences of this clus-
tering remain enigmatic, but it was suggested that it protects
cells from apoptosis induced by mitochondrial depolarization

(Xiao et al., 2017). Thus, it is possible that increasing mtMDM2
levels is part of a defense mechanism to avoid cell death in
mild stress conditions. We previously reported that MDM2 is
rapidly recruited to chromatin during oxidative stress to control
a transcriptional program implicated in redox homeostasis, a
function mediated, at least partly, through aa and glutathione
metabolism (Riscal et al., 2016). Therefore, it is tempting to spec-
ulate that the mitochondrial and chromatin-associated pools of
MDMZ2 contribute to a global metabolic response that is required
to cope with an imbalanced redox state.

The potent oncogenic functions of MDM2 prompted us to
evaluate the importance of mtMDM2 activities in cancer cells.
The exact role of the ETC in cancer development remains contro-
versial. However, our results are consistent with data showing
that increased superoxide production by partial inhibition of
the ETC ClI, or mutations of MT-ND6, confers a pro-metastatic
phenotype (Ishikawa et al., 2008; Li et al., 2015; Porporato
et al., 2014). Further work will be required to investigate whether
the effects of mtMDM2 on migration are also linked to increased
ROS production or to other effects that may derive from altered
ETC activity, such as a change in the NAD*/NADH ratio. Never-
theless, our data showing that high mtMDM2 levels enhance the
migratory and invasive properties of cancer cells suggest that
mitochondrial functions of MDM2 contribute to its oncogenic
properties. It also provides a potential molecular explanation
for the higher metastatic potential and poor clinical outcome of
patients with tumors exhibiting high MDM2 expression (Chen
etal., 2012).

STARxMETHODS

Detailed methods are provided in the online version of this paper
and include the following:

® KEY RESOURCES TABLE
® CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING
o EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS
O Cell Culture and Treatments
O Mouse Models
e METHOD DETAILS
O Constructs, Cloning, and Mutagenesis
O Transfection and Transduction

(D) IB analysis of endogenous MDM2, MT-ND6, and TIM23 (loading control) protein levels in purified mitochondria prepared from H1299 cells expressing control
(sh Ctr) or MDM2 (sh MDM2) shRNAs cultured in 21% O, or 1% O, for 3 hr.

(E) Analysis of the mitochondrial network in H1299 cells expressing control (sh Ctr) or MDM2 (sh MDM2) shRNAs cultured in 21% O, or 1% O, for 24 hr. Left:
microphotographs acquired by confocal microscopy after staining with anti-ATP5A (green) antibody and DAPI (blue). Arrows indicate perinuclear clustering of
mitochondria. Scale bars, 10 uM. Right: histobars represent the percentage of cells exhibiting perinuclear clustering of mitochondria (mean + SEM; n = 3).

(F) MDM2, MT-NDB8, and TIM23 (loading control) protein levels in purified mitochondria isolated from hindlimb muscles of WT C57BL/6 males housed in normoxic
(21% Oy) or mild hypoxic (15% O,) conditions for 3 hr.

(G) gRT-PCR analysis of MT-ND6 RNA levels in hindlimb muscles of Mdm2CTRACTA: p53K0 (CTR) and Mdm2XC“ACT; p53K° (KO) animals housed in 15% O, for
3 hr (mean + SEM; n = 6 mice per group).

(H) 1B analysis of MT-ND6 and TIM23 (loading control) protein levels in purified mitochondria isolated from the hindlimbs of Mdm2 CTR and KO animals housed in
21% or 15% O, for 3 hr.

(I) ETC Cl, Cll, and CIV activities in the hindlimb muscles of Mdm2 CTR and KO animals housed in 15% O, for 3 hr. Enzymatic activities were normalized to that of
CS (mean + SEM; n = 6 mice per group).

(J) Physical endurance of Mdm2 CTR and KO males was determined by forced treadmill running in a 21% or 15% O, atmosphere. Histobars represent maximal
aerobic velocity, expressed in meters per minute (mean + SEM; n = 10 mice per group).

*p < 0.05, ™p < 0.01, and **p < 0.001, indicating statistical significance of the observed differences. ns, not significant. See also Figure S6.
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Figure 7. mtMDM2 Increases Migration and Clonogenic Potential of Cancer Cells

(A) Clonogenic potential in anchorage-independent growth conditions of MDM2-depleted H1299 cells transduced with a lentivirus encoding a shRNA-MDM2-
resistant version of MTS-MDM2-C464A (MTS) or with a control empty lentivirus (CTR). Left panel: clones were microphotographed 7 days after seeding a single-
cell suspension. Scale bar, 500 uM. Right panel: histobars represent the number of clones per well after 7 days of culture (mean + SEM; n = 3).

(B) Single-cell tracking analysis of H1299 cells transduced with a lentivirus encoding MTS-MDM2-C464A (MTS) or with an empty lentivirus. Distance (in microns)
to origin and the migratory path of ten representative cells for each population are indicated.

(C and D) mtMDM2 increases invasion in anchorage-independent growth conditions.

(C) Left: microphotographs of Transwell assays performed with MDM2-depleted H1299 cells transduced with a lentivirus encoding MTS-MDM2-C464A (MTS) or
with an empty lentivirus. Right: histobars represent the number of living cells estimated by a colorimetric MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-
trazolium bromide) assay after 16 hr of culture (mean + SEM; n = 3).

(D) 3D tumor invasion assay. 20,000 MDM2-depleted H1299 cells transduced with a lentivirus encoding MTS-MDM2-C464A (MTS) or with an empty lentivirus
(CTR) were seeded into ultra-low attachment plates. 24 hr later, the resulting spheroids were transferred in Matrigel-coated plates and microphotographed after
5 days in culture. Scale bars, 100 uM. Histobars represent the invasion area (histobars at left) or the total surface area (histobars at right) of the spheroids (mean +
SEM; n = 70 from three independent experiments). Double arrows indicate the width of the invasion ring.

(E) gRT-PCR analysis of EPHA2, ZEB1, and ZEB2 mRNA levels in MDM2-depleted H1299 cells transduced with a lentivirus encoding MTS-MDM2-C464A (MTS),
or with a control empty lentivirus, after 5 days of culture (mean + SEM; n = 3).

(F) Schematic representation of mtMDM2 activities in normal muscle and cancer cells. Oxidative stress and hypoxia induce MDM2 localization to mitochondria to
repress LSP-driven MT-ND6 transcription, leading to decreased respiration.

*p < 0.05, *p < 0.01, and **p < 0.001 indicate statistical significance of the observed differences. ns = not significant. See also Figure S7.
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KEY RESOURCES TABLE

REAGENT OR RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

Mouse monoclonal a-FLAG Sigma-Aldrich Cat# F4042

Mouse monoclonal a-BTubulin Sigma-Aldrich Cat# T4026, RRID: AB_477577

Mouse monoclonal a-TFIID (TBP)
Mouse monoclonal a-TIM23

Mouse monoclonal o-MDM2 (4B2C1.11)
Mouse monoclonal a-MDM2 (2A10)
Rabbit polyclonal a-MDM2 (N-20)
Mouse monoclonal a-p53

Rabbit monoclonal a-TFAM (D5C8)
Rabbit polyclonal a-TFAM

Mouse monoclonal z-TOM20

Mouse monoclonal a-TID1

Rabbit monoclonal a-Grp75 (Mortalin)
Rabbit polyclonal a-ATP5A

Rabbit polyclonal a-OPA1

Rabbit monoclonal a-MFN2

Rabbit monoclonal a-DRP1

Rabbit monoclonal a-Phospho-DRP1 (Ser616)
Rabbit monoclonal a-Phospho-DRP1 (Ser637)
Rabbit monoclonal a-HSP90

Mouse monoclonal a-Cytochrome C
Rabbit monoclonal a-Akt1

Rabbit polyclonal «-cleaved caspase 3
Rabbit polyclonal ¢-ND6 (FL-174)
Rabbit polyclonal «-ND6 (V-16)

Rabbit monoclonal a-HIF1a
HRP-linked a-mouse 1gG

HRP-linked a-rabbit IgG

Alexa Fluor 488 a-mouse IgG

Alexa Fluor 555 a-mouse IgG

Alexa Fluor 488 o-rabbit IgG

Alexa Fluor 555 a-rabbit IgG

10 nm gold-conjugated a-mouse IgG
Normal mouse IgG

Normal rabbit IgG

Santa Cruz Biotechnology
BD Biosciences

Millipore

Millipore

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Abcam

BD Biosciences

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Abcam

Abcam

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Abcam

Sigma-Aldrich

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Cat# sc-56795, RRID: AB_786004
Cat# 611223, RRID: AB_398755
Cat# OP145, RRID: AB_2235250
Cat# OP115, RRID: AB_564806
Cati# sc-813, RRID: AB_2250633
Cat# 2524, RRID: AB_331743
Cat# 8076S, RRID: AB_10949110
Cat# ab131607, RRID: AB_11154693
Cat# 612278, RRID: AB_399595
Cat# 4775, RRID: AB_2094258
Cat# 3593S, RRID: AB_2120328
Cat# ab151229

Cat# ab42364, RRID: AB_944549
Cat# 119258

Cat# 8570, RRID: AB_10950498
Cat# 4494S, RRID: AB_11178659
Cat# 6319S, RRID: AB_10971640
Cat# 4877S, RRID: AB_2233307
Cat# 12963, RRID: AB_2637072
Cat# 2938, RRID: AB_915788
Cat# 9661

Cat# sc-20667, RRID: AB_2282522
Cat# sc-20510

Cat# 14179, RRID: AB_2622225)
Cat# 7076, RRID: AB_330924
Cat# 7074, RRID: AB_2099233
Cat# A-11029, RRID: AB_2534088
Cat# A-21425, RRID: AB_2535846
Cat# A-11034, RRID: AB_2576217
Cat# ab150078

Cat# G7777

Cat# sc-2025

Cat# sc-2027

Bacterial and Virus Strains

ElectroMAX DH10B Cells
TOP10 chemically competent E. Coli
Rosetta (DE3) competent cells

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Novagen

Cat# 18290015
Cat# C404010
Cat# 70954

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

DMEM, high glucose, GlutaMAX
MEBM Basal Medium
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Thermo Fisher Scientific
Lonza

Cat# 10566016
Cat# CC-3151
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B27 supplement w/o Vitamin A
Heparin

Human FGF-2IS

Human EGF

MTT formazan

6.5 mm Transwell with 8.0 um Pore
Matrigel

ULA plates

Protease Inhibitor Complete
VECTASHIELD mounting medium +DAPI
Proteinase K

Triton X-100

Glutaraldehyde 25%
Paraformaldehyde 20%

Epon resin (EMBed-812 kit)
Uranyl acetate

LR White Embedding Resin
Bovine Serum Albumin

FCCP

MKT-077

17-AAG

Ganetespib (STA-9090)
Dynabeads Protein G
Mitotracker Red FM

MitoSOX

N-Acetyl-L-cysteine (NAC)
Staurosporine

Digitonin

Metformine

L-Glutamine

ADP

Malate

Pyruvate

Succinate

Rotenone

Menadione

H,0,

Shikonin

SN-38

Thapsigargin

Etoposide

Cobalt Chloride

TRI reagent

Atto488 NT Labeling kit
Atto550 NT Labeling kit

Pierce ECL Western Blotting Substrate
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
Muscovite Mica V1 25x25mm

Thermo Fisher Scientific
Fisher Scientific

Miltenyi Biotech

Miltenyi Biotech
Sigma-Aldrich

Corning

Corning

Corning

Roche

Vector Laboratories

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Electron Microscopy Science
Electron Microscopy Science
Electron Microscopy Science
BDH Chemicals

Electron Microscopy Science
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Selleck Chemicals

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Jena Bioscience

Jena Bioscience

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Electron Microscopy Science

Cat# 12587010
Cat# 10639163
Cat# 130104922
Cat# 130099750
Cat# M2003
Cat# 3464
Catff 354248
Cat# 3473
Cat# 11836153001
Cat# H-1200
Catf#f 25530049
Cat# T9284
Cat# 16220
Cat#f 15713
Cat# 14120
Cat# 30550
Cat# 14381
Cat# A2058
Cat# C2920
Cat# M5449
Cat# A8476
Cat# S1159
Cat# 10004
Cat# M22425
Cat# M36008
Cat# A7250
Cat#f S5921
Cat# D5628
Cat# M0605000
Cat# 25030024
Cat# A2754
Cat# M1125
Cat# P5280
Cat# S9637
Catf#f R8875
Cat# M5625
Cat# H1009
Cati#f S7576
Cat# H0165
Cat# T9033
Cat# E2600000
Cat# 449776
Cat# T9424
Cat# PP-305-488
Cat# PP-305-550
Cat# 32106
Cat# 34094
Cat# 56-25
(Continued on next page)
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Streptavidin Sigma-Aldrich Cat# S4762
Ulp1 LifeSensors Cat# 4010
TFAM Indigo Biosciences Cat# MV200
TFB2M Indigo Biosciences Cat# MV300
POLRMT Indigo Biosciences Cat# MV100
Critical Commercial Assays

QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies Cat# 200521

NucleoBond Xtra Maxi Plus
SuperScript lll Reverse Transcriptase
SYBR Green Master Mix
REDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit
NucleoSpin Extract Il kit

In-Fusion HD Cloning Plus

MACHEREY-NAGEL
Thermo Fisher Scientific
Takara

Sigma-Aldrich
MACHEREY-NAGEL
Takara

Cat# 740416.10
Cat# 18080093
Cat# RR820L

Cat# XNAT-100RXN
Cat# 740609.250
Cat# 638909

Deposited Data

Original imaging data

This paper; Mendeley Data

https://doi.org/10.17632/
86vx3svs8t.1

Experimental Models: Cell Lines

Human: H1299 ATCC Cat# CRL-5803
Human: 786.0 ATCC Cat# CRL-1932
Human: MCF7 ATCC Cat# HTB-22
Human: T47D ATCC Cat# HTB-133
Human: MDA-MB 231 ATCC Cat# CRM-HTB-26
Human: MDA-MB 468 ATCC Cat# HTB-132
Human: U20S ATCC Cat# HTB-96
Human: 293T ATCC Cat# CRL-3216
Murine: 3T3 Dr. Enriquez lab (CNIC, Madrid) N/A

Murine: 3T3 ND6 delC13887 Dr. Enriquez lab (CNIC, Madrid) N/A

Murine: Mdm2 floX/flox. 553/~ MEFs This paper N/A
Experimental Models: Organisms/Strains

C57BL/6 Charles River Laboratory Cat# 027
C57BL/6 Mdm2 */flox Grier et al., 2002 N/A

C57BL/6 Actal1-Cre Miniou et al., 1999 N/A

C57BL/6 p53 KO Jacks et al., 1994 N/A

C57BL/6 Mdm2 */+ (Acta): pS3 KO This paper N/A

C57BL/6 Mdm?2 flox/flox (Acta): p53 KO This paper N/A
Hsd:AthymicNude-Foxn1™ Envigo Cat# 6904F
Oligonucleotides

See Table S1 N/A N/A
Recombinant DNA

pcDNA 3.1 (empty) Riscal et al., 2016 N/A
pCMV-FLAG MDM2 FL (1-491) Riscal et al., 2016 N/A
pCMV-FLAG MDM2 101-491 This paper N/A
pCMV-FLAG MDM2 201-491 This paper N/A
pCMV-FLAG MDM2 301-491 This paper N/A
pCMV-FLAG MDM2 1-391 This paper N/A
pCMV-FLAG MDM2 1-291 This paper N/A
pCMV-FLAG MDM2 A291-381 This paper N/A
pCMV-FLAG MDM2 A331-381 This paper N/A
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pCMV-FLAG MDM2 A382-429 This paper N/A

pCMV-FLAG MDM2 A429-491 This paper N/A

pPCMV-HSP90 This paper

pCMV-MDM2 R181A/K182A/R183A (ANLS) This paper N/A

pCMV-MDM2 MTS This paper N/A

pPCMV-MDM2 C464A This paper N/A

PLENTI6-MDM2 MTS C464A shMdm2 #2 resistant This paper N/A

PLENTI6-MDM2 A222-302 C464A (AAD C464A) This paper N/A

shMdma2 #2 resistant

pLKO.1_Puro control shRNA (sh Ctr) Sigma-Aldrich Cat# SHC002

pLKO.1_Puro shMdm2 #1 Sigma-Aldrich Cat# TRCN0000003377

pLKO.1_Puro shMdm2 #2 Sigma-Aldrich Cat# TRCN0000003378

pT-REx-DEST30 Mortalin miRNA R. Kruger and J. Fitzgerald, N/A
Hertie-Institute Tubingen

pT-REx-DEST30 neg miRNA control R. Kruger and J. Fitzgerald, N/A
Hertie-Institute Tubingen

pRS-shLuc Netherlands Cancer Institute (NKI) N/A

pPMKO.1 Puro shp53 Addgene Cat# 10671

HR-MMP Cre GFP Silver and