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Fonction inattendue

de p63 dans

le développement cardiaque

Un phénotype peut en cacher un autre

Matthieu Rouleau, Michel Pucéat, Daniel Aberdam

Le gene P63 code pour un facteur de
transcription de la famille de p53. Deux
isoformes majeures, TAp63 et ANp63,
aux fonctions antagonistes, sont pro-
duites par l'utilisation de promoteurs
alternatifs. L'épissage alternatif du
geéne en 3' aboutit a la formation de
multiples isoformes de TA et ANp63
aux fonctions encore inconnues. La
complexité de cette famille vient de
ce que les isoformes p63 peuvent for-
mer des oligoméres avec les membres
p53 et p73 et reconnaissent des genes
cibles communs responsables de régu-
lations agonistes et antagonistes [1].
De plus, les genes de cette famille
sont des geénes cibles les uns pour les
autres, ce qui engendre des boucles de
régulation complexes de I"expression
et des fonctions de chaque isoforme.
Alors que ANp63 est impliquée dans
de nombreuses fonctions épithéliales
telles que la prolifération et I’adhésion
cellulaires [2], TAp63 régule 'apoptose
et la sénescence cellulaires ainsi que la
stabilité génomique [2-4]. Uexpression
balancée des deux isoformes régule
I’lhoméostasie tissulaire, soit en contro-
lant la prolifération cellulaire, soit en
limitant la survie cellulaire, selon le
tissu et I’état de différenciation de la
cellule. Cette dualité fonctionnelle des
deux principales isoformes de p63 est
aussi observée dans le développement
tumoral [1, 2, 5, 6]. ANp63, qui sti-
mule la prolifération, est surexprimée
dans de nombreux tissus tumoraux et
considérée comme oncogénique. A I'in-
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verse, I'activité apoptotique de TAp63
explique qu’on la considére comme un
suppresseur de tumeur, bien qu’aucune
mutation de son géne n’ait été identi-
fiée dans des tumeurs.

Réle de p63 au cours
du développement

L'importance de p63 dans le dévelop-
pement embryonnaire a été démon-
trée en 1999 par I’identification de
mutations germinales du gene TP63
humain chez des patients atteints
de dysplasies ectodermales séveres
[7]. Ces syndromes, de transmis-
sion autosomique dominante, sont
caractérisés par plusieurs anoma-
lies touchant le développement des
membres (ectrodactylie), les dérivés
de I'ectoderme (poils, peau, dents,
ongles, glandes sudoripares et mam-
maires) et la face (fente labiopala-
tine). Ce phénotype, lié a des défauts
de I’ectoderme embryonnaire, a été
confirmé la méme année par deux
équipes qui ont produit des souris
dont le gene pé3 avait été invalidé
[8, 91 (Figure 1A). Ces souris nais-
sent sans épithélium cutané et se
caractérisent aussi par I"absence de
membres, d’épithéliums malpighiens
et d’appendices épithéliaux dérivés
de I'ectoderme (glandes mammai-
res, prostatiques, salivaires, etc.).
L'absence de barriere cutanée sem-
ble étre responsable de la mort des
nouveau-nés par déshydratation
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[8, 9]. Méme si le phénotype décrit
par les deux groupes était similaire,
les différences morphologiques entre
les lignées de souris p63™/~ ont entre-
tenu une polémique conceptuelle qui
dure depuis une décennie. Le groupe
de D. Roop suggere que p63 est
nécessaire a 'initiation de la strati-
fication de I’épiderme embryonnaire
[10] alors que I’équipe de F. McKeon
considere que la fonction de pé3
n'est pas de permettre la différen-
ciation de I’ectoderme embryonnaire
en épiderme, mais d’assurer I’auto-
renouvellement des cellules souches
épidermiques [1, 8]. Pour clarifier
ce point, notre laboratoire a mis au
point un modele cellulaire, a partir
de cellules souches embryonnaires
(CSE), qui permet de mimer in vitro
le développement épidermique [11,
12]. Les cellules sont d’abord enga-
gées dans la voie neuronale puis
détournées vers une spécification
épidermique par I'ajout de BMP-4
(bone morphogenetic protein), un
morphogéne dont nous avons montré
qu’il induisait apoptose des progé-
niteurs neuronaux tout en stimulant
la différenciation épidermique [13]
(Figure 1B). Ce modéle a permis de
démontrer que I'isoforme ANpé63,
produite en réponse au morphogene
BMP-4, est essentielle a I'engage-
ment des progéniteurs ectodermiques
vers la voie épidermique [14, 15], et
que I'introduction dans les cellules
de mutations de p63 identiques a
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Figure 1. Modéles d’étude du role de p63. A. Phénotype d’em-
bryons déficients en p63. Au 14€ jour de gestation, on observe une
absence de membres, de revétement cutané ainsi qu’un défaut
facio-cranien chez les embryons p63~~. Uabsence d’épithélium
pluristratifié est visible au niveau histologique. B. Représentation
schématique de "engagement des cellules souches embryonnaires
(CSE). (1) Les CSE cultivées sur une couche de cellules nourriciéres
fixées et en I’absence de sérum se différencient en précurseurs
neuronaux sox-1*. €n présence de BMP-4, ces précurseurs sox-1"
entrent en apoptose [13] et permettent & la population sox1™ de
s’engager dans la différenciation ectodermique et épidermique
[14]. (2) La différenciation des CSE en corps embryoides permet
'engagement des cellules pluripotentes vers les trois feuillets
embryonnaires : I'ectoderme, le mésoderme et I’endoderme. (3)
Nos études montrent que I'inhibition de p63 dans les CSE bloque
les engagements épidermique et cardiaque. Ces effets sont repro-
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5-.-‘ {_ _.f-.v'.-':".‘ duits par ’inactivation de ANp63 pour I'engagement épidermique
— ’:,'!-; :..‘d et de TAp63 pour la différenciation cardiaque, via son expression
T o e par les cellules endodermiques sox-17* (adapté de [8, 971).
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celles qui sont observées chez les
patients perturbe la cascade molé-
culaire nécessaire a cette diffé-
renciation [16]. Des souris invali-
dées ou mutées spécifiquement pour
ANp63 sont en cours de production
et semblent confirmer ces résultats
(communications personnelles). €n
revanche, les souris chez lesquelles
TAp63 a été spécifiquement inactivée
dans la peau ne souffrent d’aucun
phénotype cutané, ce qui confirme
que, contrairement @ ANp63, TAp63
n’est pas essentielle a I'engagement
et a la stratification cutanés [4].

p63 est essentiel
au développement cardiaque

p63 et la différenciation

cardiomyocytaire des CSE

Au cours de notre étude, une obser-
vation nous a intrigués [17] : si nous
remplagions le BMP-4 par une expres-
sion exogéne de p63 au cours de I’enga-
gement neuroectodermique, la produc-
tion de kératinocytes était remplacée
par celle de corps battants, signant la
formation de cardiomyocytes (d’ori-
gine mésodermique) a partir des CSE
(Figure 1B). Ce résultat imprévu, et a
priori difficilement explicable compte
tenu de notre connaissance des fonc-
tions épithéliales de p63, nous a permis
d’identifier une fonction totalement
ignorée de TAp63 dans le développement
cardiaque et de décrire un phénotype
méconnu des souris p63~ produites il
y a plus d’une décennie. Lutilisation
de CSE murines dans lesquelles chaque
isoforme de p63 a été inactivée par
IPutilisation de siARN nous a permis
de confirmer que I"absence de TApé63
bloque la production de cardiomyo-
cytes (corps battants) (Figure 24) et
I’activation des genes cardiaques pré-
coces (Tbx5, Nkx2.5, isletl) et tardifs
(troponine-T, ot-actinine, Mlc2v), mais
aussi de génes endodermiques (sox-17,
gatad/6, activine-A). €n revanche, les
génes du mésoderme précoce (bra-
chyury) ou mésocardiaques (Mespl) ne
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semblent pas dépendre de TAp63. Ainsi,
p63 et sox-17 sont exprimés simulta-
nément au cours de la différenciation
précoce des CSE et les transcrits p63
sont détectés dans I’endoderme d’em-
bryons a €7,5. Ces données démontrent
in vitro et in vivo la production de
TAp63 par des cellules endodermiques
et suggerent que ce facteur agit de
maniere paracrine sur I’engagement
cardiaque. C’est effectivement le cas
puisque des cardiomyocytes fluores-
cents peuvent &tre dérivés de CSE p63~/~
exprimant I’eGFP des lors que ces CSE
sont cultivées en présence de CSE sau-
vages non marquées dont on induit la
différenciation en cardiomyocytes. Des
expériences de Chip-PCR et d’analyses
de promoteurs confirment le contrdle
par p63 des facteurs cardiogéniques de
I’endoderme. Cependant, nous ne pou-
vons pas exclure que certaines cellules
mésodermiques cardiaques (Mespl®,
Thx5*) puissent exprimer de maniére
transitoire TAp63, qui exercerait alors
une fonction intrinséque.

Une cardiopathie sévere

et méconnue chez les souris p63~/-

Les souris knock-out pour pé3 ont été
produites en 1999 et étudiées par de
nombreux laboratoires, sans qu’aucune
pathologie cardiaque nait été décrite.
Or, notre analyse de ces souris a révélé,
en total accord avec nos études in vitro
sur les CSE, que les embryons p63~/~
souffrent d’une cardiopathie sévere qui
implique les ventricules et les oreillet-
tes, et se caractérise par un déficit en
trabéculation et une paroi ventricu-
laire fine (Figure 2B), et fonctionnel-
lement par une déficience sévere de
contractilité enregistrée par la mesure
des transitoires calciques [17]. Uana-
lyse en microscopie électronique des
cardiomyocytes de ces souris a la nais-
sance montre des myofibrilles et mito-
chondries totalement désorganisées.
Ces données suggeérent fortement que
IYisoforme TAp63 est bien exprimée au
niveau de I’endoderme embryonnaire,
lieu d’induction cardiogénique lors de

la formation du lignage primaire car-
diaque au stade embryonnaire €7,0-7,5.
Elle agirait sur la spécification et/ou
la prolifération des progéniteurs car-
diaques avant méme leur migration au
sein de la ligne primitive et la forma-
tion du croissant cardiaque. Le nombre
tres diminué de progéniteurs cardiaques
Islet-1" dans les cceurs des embryons
p637 plus tardifs (stade €10,5) est en
accord avec cette hypothese. Le coeur
embryonnaire dérive de deux lignages
cardiaques qui ségregent a partir d’un
précurseur commun. Chacune de ces
deux populations mésodermiques se
caractérise par I’expression spécifique
de marqueurs, en particulier les fac-
teurs de transcription Nkx2.5 pour le
premier territoire et Isl1 pour le second.
Les défauts morphologiques cardiaques
observés chez les embryons précoces -
qui concernent aussi bien les ventricules
que les oreillettes gauche et droite -,
et 'absence d’expression de Nkx2.5 et
Islet-1 suggerent que I’absence de p63
perturbe les deux lignages cardiaques.
Nous avons fait ces observations dans
la lignée de souris brdm2 129Sv/B57BL/6
produite par A. Bradley (disponible au
JAXY) [8]. Or, nous n’avons pas observé
de phénotype cardiaque flagrant chez
les souris produites par I’équipe de
F. McKeon (lignée B57BL/6/BALB/c) [9].
S’il existe plus de cellules apoptotiques
dans le cceur de ces souris, en revan-
che aucun défaut morphologique n’y
est associé. Nous pensons que, comme
cela arrive souvent, le fond génétique
de ces souris permet une compensa-
tion meilleure que pour la lignée brdm2
129Sv/B57BL/6. L'importance du fond
génétique des animaux est confirmée
par I’équipe de E. Flores, qui a produit
des souris déficientes en TAp63 : plus
d’un tiers des embryons meurent tres tot
au cours du développement, mais cette
mortalité peut disparaltre si ’on modi-
fie le fond génétique de ces souris [4].

1 Désigne le catalogue de souris modifiées génétiquement
qu’offre le Jackson Laboratory.
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Figure 2. Réle respectif des deux isoformes p63 dans le développement embryonnaire. A. Représentation schématique de la régulation des isoformes
p63 au cours du développement embryonnaire. Uisoforme ANp63 est exprimée par les précurseurs ectodermiques et induit leur différenciation en
cellules épidermiques. €n paralléle, 'isoforme TAp63 est produite par des précurseurs endodermiques sox-17*, contrdle I’expression de facteurs
cardiogéniques dont I'activine-A, GATA4/6 pour la régulation de génes cardiaques des premier et second champs cardiaques. B. La morphologie des
ceeurs embryonnaires confirme I"implication de TAp63 dans I’engagement des deux champs cardiaques. On retrouve une cardiopathie dilatée avec

un défaut de réticulation des deux ventricules avec une paroi trés fine.
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Morale de I’histoire

Ces résultats suscitent de nombreuses
questions auxquelles nous allons ten-
ter de répondre : (1) & quel moment
précis TAp63 est-elle exprimée dans
les stades précoces du développement
cardiaque, et quelle en est la source
cellulaire ? (2) Quels génes et voies de
signalisation controlent TAp63 lors de
la cardiogenese ? (3) D’autres tissus ou
populations cellulaires sont-ils affectés
par le déficit en facteurs endodermi-
ques dii a I’absence de TAp63 ? (4) Des
mutations des exons/introns de TApé3
sont-elles responsables de cardiopa-
thies congénitales parmi celles pour
lesquelles aucun gene responsable n'a
encore été désigné ? En effet, toutes les
mutations identifiées chez les patients
atteints de dysplasies ectodermiques
sont localisées sur les domaines spéci-
fiques de ANp63 ou régions communes.
Aucune n’a été identifiée sur les exons
spécifiques de TAp63. On ne peut donc
exclure que de telles mutations soient
létales chez ’lhomme.

La sévérité du phénotype des souris
p637~ au niveau de la peau et des
membres est si importante qu’elle
explique parfaitement la mortalité des
embryons juste avant ou a la naissance.
Or, nos résultats démontrent qu’un
phénotype (sévere) peut en cacher un
autre et qu’il faut parfois des hasards
heureux pour le découvrir. Cela ren-
force notre conviction que les cellules
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pluripotentes (€S ou iPS, induced plu-
ripotent stem cells) sont un formidable
outil, non seulement comme modéle de
pathologie [18], mais également pour
découvrir de nouvelles fonctions pour
des génes dont I’étude in vivo n’est pas
toujours accessible. ¢

Unexpected role for p63 during heart
development: one phenotype can hide
another one
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