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La série de cours « Controle transcriptionnel de la transformation cellulaire » est
disponible, en audio et/ou en vidéo, sur le site internet du College de France
(http://www.college-de-france.fr/site/hugues-de-the/course-2015-2016.htm), ainsi que
le colloque « Epigénétique et cancer » organisé en commun avec la chaire
« Epigénétique et mémoire cellulaire » (http:/www.college-de-france.fr/site/hugues-
de-the/symposium-2015-2016.htm).

ENSEIGNEMENT

INTRODUCTION

Silarégulation de I’expression des génes est un aspect essentiel du développement,
celle-ci fait également partie intégrante de la transformation cancéreuse. La
transcription des geénes fait I’objet de multiples régulations dont les grands principes
ont été rappelés. Le cours a ensuite été centré sur I’étude détaillée d’un facteur de
transcription particulier, P53. Cette protéine, qui joue un role central dans les
cancers, agit principalement a travers le controle de 1’expression des geénes. De ce
fait, ¢’est probablement I’un des facteurs de transcription qui a été le plus étudié, et
ce, dans ses aspects les plus divers. En particulier, ’analyse de mutants ponctuels
in vivo, par les approches de « knock-in » dans des modeles de souris, a été
particulierement poussée, faisant de P53 un facteur de transcription modele.

COURS — CONTROLE TRANSCRIPTIONNEL DE LA TRANSFORMATION CELLULAIRE

Les premiers cours ont présenté une large revue des mécanismes généraux de
régulation de la transcription (spécificité tissulaire, relations entre facteurs de
transcriptions et leurs cibles sur la chromatine, histones et leurs modifications post-
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traductionnelles, insulateurs, méthylation de I’ADN). Cette introduction a été
conclue par la présentation des cascades d’activation séquentielle, par exemple dans
le contrdle de la spéciation cellulaire lors du développement. En vue du colloque, les
modifications des histones et les marques épigénétiques sur I’ ADN ont été présentées
en détail, en particulier celles connues pour étre ciblées par la transformation
cellulaire. Ainsi, le réle des enzymes controlant I’acétylation et la désacétylation des
histones a été exposé, de méme que celui des méthylases/déméthylases. Le controle
de la méthylation et surtout de la déméthylation de I’ ADN par les dioxygénases a été
abordé. Compte tenu des développements récents dans le domaine du cancer,
I’implication des mutations de DNMT3A, TET2, IDHI, WT1 sera traitée en détail
dans un cours futur. Nous avons ensuite présenté le fonctionnement général des
facteurs de transcriptions : domaines canoniques de reconnaissance de 1’ADN,
domaines de dimérisation, sites reconnus sur I’ADN. L’intégration des différents
signaux par les acétylases de la famille P300, puis le complexe médiateur ont été
présentés. Enfin, nous nous sommes attachés a décrire les grands modeles de
régulation de I’activité de ces facteurs, par la phosphorylation, la protéolyse, la
dimérisation, la liaison de petites molécules a activité hormonale. Nous avons
présenté les techniques modernes d’exploration des facteurs de transcription, en
particulier I'immuno-précipitation de chromatine et le SELEX, ainsi que leur
utilisation pour déterminer les sites consensus de reconnaissance de I’ADN.

Nous avons ensuite abordé 1’étude fine d’un facteur particulier, P53, en
commengant par le rappel de ses multiples fonctions physiologiques. La diversité de
ses fonctions reflete I'extréme variété des geénes cibles. Comment un activateur
unique peut-il engendrer un tel spectre de réponses ? Les éléments historiques
impliquant directement P53 dans la biogénese des cancers ont été rappelés, en
particulier la liaison de P53 aux protéines virales oncogéniques et sa mutation
germinale dans les familles atteintes du syndrome de Li-Fraumeni. L’activation d’un
gene cible donné va dépendre de nombreux facteurs. Les quatre principaux sont
I’accessibilité et 1’affinité intrinseque de 1’élément de réponse et I’abondance de la
protéine P53, ainsi que les nombreuses modifications post-traductionnelles qui
contrdlent son activité.

L’extréme diversité des genes cibles est en partie reflétée par la diversité des
éléments de réponse. Les analyses récentes de CHIP-Seq ont permis de définir
ceux-ci avec précision, sans étre biaisées par les éléments canoniques. Les fonctions
pro-apoptotiques nécessitent une grande quantité de P53 et correspondent donc a des
éléments de faible affinité, alors que les fonctions de controle du cycle cellulaire et
du métabolique sont activables par des niveaux tres faibles de P53. La premiere
maniere de réguler I’abondance d’un facteur de transcription est de contrdler
I’expression de son gene. Dans le cas de P53, le seul facteur connu a ce jour pour
activer la transcription est I'interféron alpha. Néanmoins, ’activité de la protéine
P53 est surtout réglée par de trés nombreuses modifications post-traductionnelles,
qui vont moduler sur la stabilité, la localisation et/ou 1’activité intrinseque de cette
protéine. L’importance de cette régulation qualitative de P53 dans les cancers est
démontrée par les modulations fréquentes de ces régulateurs (MDM?2 et MDM4 sont
souvent amplifiés, ARF est trées fréquemment perdu ou son géne méthylé).

Alors que 1’on pensait que la fonction anti-tumorale de P53 était principalement
assurée par ses fonctions de contrdle sur le cycle et sur la mort cellulaire, des travaux
récents ont montré qu’il n’en était rien. Au moins chez la souris, les fonctions
anticancéreuses de P53 semblent plutdt assurées a travers ses activités sur le
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métabolisme, I’autophagie et la protection contre le stress oxydant. Ainsi, un aspect
important des recherches sur P53 tient aux liens entre ses différentes modifications
post-traductionelles et les fonctions cellulaires impliquées dans la protection contre
le développement des cancers spontanés.

A cette complexité biochimique se superposent des considérations de biologie
cellulaire. Celles-ci refletent la compartimentation au sein de la cellule des
différentes interactions et modifications de la protéine P53. Ainsi, ARF est
principalement une protéine nucléolaire. En cas d’anomalies de la syntheése des
ribosomes ou de stress oxydant, ARF peut sortir du nucléole, inhiber MDM2 et ainsi
activer P53. De méme, les corps nucléaires PML semblent &tre des sites
particulierement importants pour 1’acétylation et certaines phosphorylations. Ils sont
essentiels a 1’activation de la sénescence. Enfin, P53 peut cibler la mitochondrie et,
par la liaison a sa membrane externe, favoriser I’apoptose. De nombreux variants
d’épissage de P53 ont été décrits dans des cellules normales. Les plus étudiés ont été
les formes qui ont perdu le site d’interaction avec MDM?2. Ils conduisent a une
protéine plus stable et, chez la souris, a un vieillissement accéléré. Néanmoins,
I’importance physiologique de ces variants n’est pas encore bien comprise.

Le gene P53 est muté dans la moitié des cancers humains. Si I’on y ajoute les
anomalies des régulateurs d’amont, qui sont fonctionnellement voisines des
mutations, la fonction de P53 est probablement altérée dans la grande majorité des
tumeurs. En effet, la perturbation du cycle cellulaire et la résistance a la mort sont des
caractéristiques essentielles de beaucoup de cancers. Clairement, les tumeurs ayant
des mutations inactivant P53 proliferent plus et sont aussi caractérisées par une
grande instabilité génomique. Dans le domaine de leucémies, la mutation de P53 est
devenue I’'un des facteurs majeurs du pronostic. L’existence de mutations « hotspot »
suggere I'implication de mécanismes autres que de simples pertes de fonction.
Effectivement, 1’existence de gains de fonctions de certains de ces mutants a été
formellement démontrée chez la souris. Ces gains de fonctions conduisent en
particulier a des dérégulations métaboliques et des anomalies de la différenciation qui
semblent trés importantes dans les tumeurs épithéliales humaines. L’inactivation
germinale de P53 est associée a une compléte résistance a 1’apoptose induite par
I’irradiation massive. On pouvait donc imaginer que la réponse a la chimiothérapie
serait meilleure chez les tumeurs P53 sauvages. La complexité génétique de celles-ci
ainsi que la diversité des traitements anti-tumoraux chez I’homme rendent la réalité
beaucoup plus complexe.

Plusieurs polymorphismes génétiques ont été décrits sur I’ensemble de la voie P53 :
polymorphismes codants, polymorphismes contrdlant 1’expression des régulateurs
(MDM2) et polymorphismes contrdlant I’expression des cibles. Il existe un
polymorphisme codant sur le codon 72 de P53 avec deux positions possibles R ou P,
assez fréquent, selon I’ethnicité de la population. L’allele PP augmente fortement
I’incidence des tumeurs dans les familles présentant des rétinoblastomes familiaux. Il
a aussi €té 1ié a la longévité chez des personnes déja agées, soulignant la double
fonction de P53 anti-cancer et pro-sénescence. Le promoteur d¢ MDM?2 joue un role
dans les tumeurs et le vieillissement, en créant un site supplémentaire pour ETS, ce
qui augmente le niveau basal. L’un des alleles favorise la survenue de tumeurs dans
des familles présentant une inactivation germinale de P53 (syndrome de Li-Fraumeni).
Enfin, un polymorphisme d’un site de liaison a P53 dans le promoteur du ligand du
gene Kit augmente le risque de tumeurs de 2,7 par allele pour les cancers du testicule.
Au total, si dans des groupes a trés hauts risques de tumeurs ces polymorphismes sont
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importants, ils ne le sont pas dans la population générale. Au total, I’'importance
physiologique de P53 et son implication directe et essentielle dans la cancérogénese
en font I’'un des facteurs de transcription les plus étudiés et dont les mécanismes de
régulation sont les mieux cernés. De nombreuses recherches sont en cours pour
moduler ou restaurer son activité dans les tumeurs humaines.

COLLOQUE — EPIGENETIQUE ET CANCER

L’épigénétique est devenue une part importante, voire essentielle, de certaines
affections tumorales. Dans ce colloque (en langue anglaise), organisé conjointement
avec Edith Heard et la chaire « Epigénétique et mémoire cellulaire », des spécialistes
(Stephen B. Baylin, Stephan Beck, Ronan Chaligné, Manel Esteller, Andrew
P. Feinberg, Zachary A. Gurard-Levin, Jean-Pierre Issa, Nada Jabado, Cigall
Kadoch, Valérie Lallemand-Breitenbach, Raphaél Margueron, Thomas
Mercher, Paolo Salomoni, Henk Stunnenberg) ont exposé des syntheses de la
littérature, ainsi que leurs travaux les plus récents dans le domaine. Les aspects
technologiques, développementaux, médicaux et thérapeutiques ont été présentés.

COURS A L'EXTERIEUR

1) Régulation de I'expression génétique et transformation cellulaire

2) P53, un facteur de transcription modéle

Ces deux cours, destinés aux étudiants de la filiere francophone de 1’école de
médecine de I’université JiaoTong de Shanghai, ont eu lieu au mois de mai 2016.
Une coopération trés étroite entre 1’hopital Saint-Louis et ’hopital Rui Jin existe
depuis pres de trente ans. Ces cours permettent ainsi de maintenir la tradition
francophone dans 1'un des plus prestigieux hopitaux de Chine et d’entretenir les
liens historiques et scientifiques tres forts avec ce site. Dans la suite de I’enseignement
dispensé a Paris, ces deux cours ont présenté des notions classiques sur la régulation
de I’expression génétique, soulignant les facettes qui sont fréquemment altérées dans
les tumeurs. La présentation du P53 était plus ciblée sur les développements récents,
en particulier ceux touchant au rdle régulateur des modifications post-
traductionnelles de la région C-terminale, comme ceux touchant a 1’étude des
animaux présentant des modifications ponctuelles (knock-in) de ce gene.

RECHERCHE

La leucémie aigué promyélocytaire (LAP) est déclenchée par une translocation
chromosomique qui conduit a la formation d’une protéine de fusion PML/RARA,
nécessaire et suffisante pour la transformation leucémique. PML/RARA est une
protéine multifonction qui exerce des effets dominants négatifs aussi bien sur le
contrdle de 1’expression génétique par RARA que sur la biogénese des corps
nucléaires PML. L’existence de deux agents thérapeutiques découverts par hasard,
I’acide rétinoique et ’arsenic fait la puissance de ce systeme. L’un et 1’autre des
médicaments se fixent directement a PML/RARA, changeant profondément ses
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fonctions biologiques. L’acide rétinoique transforme PML/RARA d’un répresseur de
I’expression génétique & un activateur de celle-ci. L’arsenic induit 1’agrégation de
PML et PML/RARA, permettant la reformation des corps nucléaires PML. Enfin, ces
deux agents induisent la destruction de PML/RARA par le protéasome. En utilisant
des approches pharmacologiques et génétiques, nous avons formellement démontré
que la dégradation de PML/RARA est bien responsable de 1’éradication définitive de
la maladie par la combinaison acide rétinoique/arsenic. L’éradication de la maladie ne
fait pas appel a un programme d’apoptose (mort programmée), mais plutét a un
mécanisme de sénescence (vieillissement accéléré). De maniére inattendue, la
réponse a I’acide rétinoique nécessite la présence du gene PML normal, qui est requis
pour ’activation de P53, un gene-clé de réponse au stress cellulaire. L analyse de
patients historiques ayant présenté une résistance au traitement a permis de mettre en
évidence une mutation de I’allele normal de PML, démontrant formellement chez
I’homme I’'implication de PML dans la réponse thérapeutique.

L’équipe a investi beaucoup d’efforts dans la détermination de la fonction normale
des corps nucléaire PML. Ces domaines recrutent de nombreuses protéines
partenaires et nous avons pu montrer que ce recrutement s’accompagne de
modifications post-traductionnelles de ces protéines, modulant alors leur fonction ou
leur abondance. L’une de ces modifications est la conjugaison du peptide SUMO.
A ce titre, de nombreux régulateurs de P53 peuvent étre conjugués par le peptide
SUMO et sont localisés (au moins transitoirement) dans les corps nucléaires PML.
Ceci pourrait donc expliquer 1’activation de P53 par ceux-ci. Nos travaux en cours
cherchent a comprendre les mécanismes moléculaires impliqués et a identifier des
situations pathologiques ou, comme dans la LAP, I’activation des corps PML
pourrait avoir un bénéfice thérapeutique.
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