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RESUME 
 
 

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

La plupart des mutations de TP53 affectent le domaine de liaison à l’ADN de la 
protéine, et sont situées au niveau de sept « hotspot » mutationnels. Parmi elles, la mutation 
Y220C présente un intérêt particulier. Elle est retrouvée dans 100 000 nouveaux cas de cancer 
par an et dans 10 familles Li-Fraumeni de prédisposition au cancer. Pour étudier cette 
mutation in vivo, j’ai créé au cours de ma thèse le modèle murin exprimant une protéine p53 
portant la mutation Y217C équivalente à la Y220C humaine. La caractérisation phénotypique 
de cette souris nous a permis de démontrer que non seulement la mutation inactive la fonction 
de la protéine mais qu’elle semble également conférer de nouvelles fonctions oncogéniques. 
Plus intéressant encore, ce modèle propice au développement de cancers, constitue un très 
bon outil pour le test d’une nouvelle stratégie thérapeutique spécifique de cette mutation et 
élaborée par notre collaborateur Alan Fersht. 

Par ailleurs, le modèle murin p53∆31/∆31, créé dans notre laboratoire, a permis de 
démontrer in vivo le rôle de régulateur négatif du domaine C-terminal de p53 sur son 
activité, et, de façon surprenante, s’est avéré modéliser la dyskératose congénitale, un 
syndrome de dysfonctionnement télomérique conduisant à une insuffisance médullaire.  Au 
cours de mes travaux de recherche, j’ai identifié les mécanismes responsables du 
dysfonctionnement des télomères, et j’ai ensuite montré que les cellules de cette souris 
miment également les cellules d’un autre syndrome d’insuffisance médullaire ; l’anémie de 
Fanconi. 

Mes deux projets de recherche démontrent qu’une p53 hyperactive est tout autant 
délétère pour l’organisme qu’une p53 inactive ou dont l’activité est modifiée. Ma thèse place 
ainsi cette protéine à double facette au sein de nouvelles voies cellulaires mais également au 
centre de stratégies thérapeutiques prometteuses. 
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I. Le cancer 
 

I.A. Généralités 
Le cancer est une pathologie multifactorielle caractérisée par la présence d'unetumeur 

maligne formée à partir de la transformation, la croissance incontrôlée et la propagation 
anarchique de cellules anormales au sein d’un tissu de l’organisme. Le terme cancer recouvre 
un vaste ensemble de maladies, cataloguées selon les cellules et les tissus à partir desquels les 
cancers se forment. Les tumeurs sont des tissus complexes composés de types cellulaires 
multiples et distincts qui participent à l’hétérogénéité tumorale à travers des interactions entre 
elles et avec le « microenvironnement tumoral »1. Au moins 200 types de cancers sont répartis 
en deux grandes catégories selon leur origine cellulaire : les cancers « solides » (les 
carcinomes, les sarcomes) et les cancers « liquides» ou hématologiques(les leucémies, les 
lymphomes). Le cancer constitue un enjeu mondial de santé publique car son incidence ne 
cesse d’augmenter en raison du vieillissement de la population ainsi que de l’adoption de 
modes de vie aggravant les risques de cancer (tabagisme, obésité, reproduction tardive, 
etc.).En 2012, 14,1 millions de nouveaux cas de cancer, 8,2 millions de décès causés par le 
cancer et 32,6 millions de personnes vivant avec un cancer ont été recensés dans le monde par 
l’étude « GLOBOCAN 2012 »2. Selon cette étude, les cancers des poumons et des seins sont 
les plus fréquemment diagnostiqués chez les hommes et les femmes respectivement. Selon 
cette même étude, les données épidémiologiques sont différentes dans les pays développés 
(cancer de la prostate chez les hommes et des poumons chez les femmes), probablement de 
par le développement des thérapies anti-cancéreuses et de la détection précoce de la 
maladie2,3. 

 
I.B. Le processus de tumorigenèse 
Les processus de prolifération cellulaire et de mort cellulaire programmée sont à l’état 

basal finement régulés pour assurer l’intégrité des tissus et des organes. Le processus de 
tumorigenèse est caractérisé par des changements au niveau cellulaire, génétique et 
épigénétique induisant la reprogrammation de la cellule qui va perdre le contrôle des divisions 
cellulaires. En cas d’agressions environnementales (exposition à des carcinogènes chimiques, 
des rayonnements, des virus, des xénobiotiques, etc.), génétiques (mutations germinales ou 
somatiques, réarrangements chromosomiques, etc.) ou même épigénétiques, cette balance 
peut être déséquilibrée en faveur de la prolifération de la cellule qui va coloniser le tissu et 
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perturber son homéostasie cellulaire. En effet, le cancer est une pathologie clonale qui est 
caractérisée par une hétérogénéité cellulaire au sein d’une même tumeur 4. La transformation 
maligne est un processus avec de multiples étapes d’accumulations successives d’altérations 
des gènes codant pour des onco-protéines, des suppresseurs de tumeur et des gènes de la 
réparation de l’ADN(voir paragraphe I.C ci-dessous). Les cancers sporadiques sont 
majoritaires (90 % des cancers humains) et causés par des mutations somatiques. De 
plus,desaltérations germinales peuvent entraîner la transmission héréditaire de la 
prédisposition à certaines formes de cancers. Les cancers héréditaires sont rares (comme 
le rétinoblastome) et certains syndromes de prédisposition aucancersont définis par le fait 
qu'il existe des familles présentant une incidence élevée de cancers, comme les cancers 
coliques familiaux ou des familles avec association de cancers du sein et de l'ovaire.  

Les caractéristiques (hallmarks) du cancer sont des capacités tumorales acquises 
progressivement par les cellules et essentielles à leur transformation. Ainsi, selon Hanahan et 
Weinberg, les cellules cancéreuses peuvent survivre, proliférer et se disséminer grâce à leurs 
capacités à maintenir les signaux de prolifération, échapper aux suppresseurs de croissance, 
résister à la mort cellulaire, permettre l’immortalité réplicative, induire l’angiogenèse,activer 
l’invasion et la dispersion métastatique, auxquelles s’ajoutent les capacités d’échapper à la 
destruction par le système immunitaire et à déréguler le métabolisme énergétique1 (Figure 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 : Les caractéristiques du cancer. Figure adaptée de réf.1 
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Une thérapie anti-tumorale efficace devrait combiner des stratégies qui ciblent 
plusieurs de ces capacités à la fois, afin d’éviter que les cellules cancéreuses modulent leurs 
dépendances vis-à-vis de ces différentes voies. Il est important de noter que ces multiples 
facettes du cancer sont reliées les unes aux autres par certains facteurs clés. L’étude de ces 
facteurs pourrait donc permettre de mieux comprendre les mécanismes de la progression 
tumorale et l’élaboration de stratégies thérapeutiques plus efficaces. Un facteur majeur qui 
agit au niveau de plusieurs voies du processus de tumorigenèse est le suppresseur de tumeur 
p53. 

I.C. Oncogènes et suppresseurs detumeur 
Les changements que subissent les cellules tumorales au cours de leur transformation 

impliquent l’activation d’oncogènes et l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur (et de 
la réparation de l’ADN). Les oncogènes sont une catégorie de gènes dont l'expression favorise 
la survenue de cancers. Ce sont des gènes qui codent pour des onco-protéines : protéines 
stimulant la division et qui déclenchent une prolifération désordonnée des cellules. Les plus 
connus sont les gènes RAS, MYC, et ABL. La seconde catégorie comprend les gènes 
suppresseurs de tumeur qui sont des régulateurs négatifs de la prolifération 
cellulaire. Contrairement aux oncogènes qui deviennent hyperactifs dans les cellules 
cancéreuses (par surexpression ou activation constitutive par exemple), les gènes suppresseurs 
de tumeur perdent leur fonction dans les cancers. Il peut s'agir soit de délétions d'une région 
du chromosome contenant le gène, soit de mutations ponctuelles qui altèrent sa fonction. Pour 
que la fonction d’un gène suppresseur soit perdue, il est nécessaire que les deux copies 
du gène soient inactivées, alors que les oncogènes subissent des modifications dominantes. 
Pour qu’un gène soit formellement considéré comme suppresseur de tumeur, deux critères 
supplémentaires sont requis : des mutations germinales de ce gène devraient pouvoir conférer 
une susceptibilité au cancer chez l’Homme, et sa perte de fonction dans un modèle animal 
devrait conduire au développement de tumeurs in vivo.  Le premier gène suppresseur de 
tumeur, RB1, a été découvert dans le rétinoblastome, un cancer de l’œil chez l’enfant. Par la 
suite de nombreux gènes suppresseurs ont été découverts. Certains sont inactivés plus 
spécifiquement dans certains types de cancer,à l'instar de BRCA1 et BRCA2 dans les cancers 
du sein ou d'APC dans les cancers du côlon. D’autres gènes suppresseurs de tumeur ont un 
spectre d’inactivation plus large commeTP53 qui est inactivé dans au moins la moitié des 
cancers humains 5,6.  
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II. p53 : généralités 
 
II.A. Historique 
Découvert il y a presque 40 ans, p53 est le suppresseur de tumeur le plus étudié avec 

plus de 80 000 publications recensées à ce jour. L’analyse des tumeurs humaines révèle le 
rôle crucial de p53 dans la suppression tumorale. Le gène TP53 humain est situé sur le 
chromosome 17 et code pour la protéine p53. Il est muté dans plus de la moitié des cancers 
chez l’Homme, et des altérations de ses régulateurs ou de ses cibles sont retrouvées dans les 
cas restants 7. En 1979, la protéine p53 a été initialement identifiée comme un oncogène par 
différents groupes qui l’ont simultanément retrouvée complexée avec l’antigène T du virus 
SV40 dans les cellules subissant une transformation tumorale 8-11. Par la suite, d’autres études 
ont identifié des interactions entre cette protéine de 53 kDa et des protéines d’adénovirus et 
du papillomavirus humain. Cet « antigène tumoral » est surexprimé dans des cellules 
tumorales et semble participer, en coopération avec d’autres oncogènes comme HRAS, à la 
transformation de cellules primaires en culture.  

Ce n’est que dans la deuxième décennie de sa découverte que TP53 s’est vu attribué sa 
vraie casquette de suppresseur de tumeur. Cet erratum découle notamment du fait que « les 
p53 » étudiées initialementportaient des mutations altérant leur fonction. Ainsi, la 
surexpression de p53 dans les tumeurs s’avère le résultat de l’accumulation d’une protéine 
mutée ayant perdu ses fonctions et acquis des capacités oncogéniques. De plus, le gène TP53 
utilisé dans les expériences de surexpression était cloné à l’origine à partir d’une séquence 
portant une mutation faux-sens (à effet dominant négatif) qui inhibe l’activité de la protéine 
p53 sauvage (Wild-Type ou WT). Une fois cette séquence sauvage déterminée, les 
démonstrations du rôle majeur de p53dans la suppression tumorale en ont découlé. En effet, 
des lignées cellulaires de cancer colorectal expriment un allèle TP53 portant une mutation 
ponctuelle et un allèle portant une délétion, ce qui constitue la signature caractéristique des 
suppresseurs de tumeur12. Des mutations ou délétions de TP53 ont par la suite été retrouvées 
dans plusieurs types de tumeurs. De plus des mutations germinales de TP53 causent le 
syndrome de cancers familiaux Li-Fraumeni de prédisposition à plusieurs tumeurs avant l’âge 
de 45 ans. Enfin, la démonstration formelle de l’importance de p53 dans la suppression 
tumorale in vivo découle de la création de souris inactivées pour le gène murin Trp53 13. Ces 
souris p53 « Knock-Out » (p53KOou KO) sont viables, mais développent spontanément et 
rapidement des lymphomes et des sarcomes 14. L’étude de p53 a ainsi pris une place majeure 
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en cancérologie et durant les deux dernières décennies, l’attention a été portée sur l’analyse 
des fonctions de p53 et de ses régulations, des domaines encore à décrypter aujourd’hui, en 
projetant sur les applications thérapeutiques possibles.  

 
II.B. Famille p53 
TP63 et TP73 sont deux homologues de TP53 qui partagent sa fonction, sa structure et 

son origine qui a dérivé d’un gène ancestral proche d’un gène combiné p63/p73 15. 
L’évolution de cette famille de protéines a consisté au passage d’une forme dimérique chez 
les invertébrés pour le contrôle de la stabilité génétique dans les cellules germinales à une 
forme tétramérique de p63 et p73 jouant un rôle dans le développement chez les mammifères, 
pour aboutir à la forme tétramérique du suppresseur de tumeur p53. Les trois membres de 
cette famille ont une structure modulaire proche qui inclut un domaine de transactivation 
(TAD), un domaine de liaison à l’ADN (DBD) et un domaine d’oligomérisation (OD) C-
terminal. Du point de vue fonctionnel, ces homologies de séquence et d’architecture 
structurale avec p53, permettent aux protéines p63 et p73 de former des oligomères, de lier 
l’ADN et de transactiver des gènes cibles de p53. Elles peuvent ainsi promouvoir certaines 
des réponses de p53 aux dommages à l’ADN comme l’arrêt du cycle cellulaire, la sénescence 
et l’apoptose, mais également de coopérer avec p53 dans un réseau d’interactions complexes 
16. Chacun de ces trois gènes est exprimé sous formes de multiples isoformes protéiques 
générées par la présence de promoteurs alternatifs, de sites d’initiation de la traduction 
internes et de sites d’épissage alternatifs. Au moins 6 et 14 isoformes ont été décrites comme 
exprimées à partir des gènes TP63 et TP73respectivement 17 mais d’autres isoformes peuvent 
être théoriquement traduites à partir de nombreux transcrits potentiels (29 isoformes 
théoriques pour p73 par exemple) 18.En effet, l’utilisation de sites alternatifs d'initiation de la 
transcription génère deux types d’isoformes. Les isoformes longues ou « TA » 
transactivatrices contiennent un exon N-terminal codant pour un TAD similaire à celui de 
p53. En général, les isoformes TA exercent des fonctions similaires à cellesde p53 pour la 
suppression tumorale en raison deleur capacité à transactiver des gènes cibles de p53 
impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire, la sénescence, l’apoptose, le maintien de la stabilité 
génomique et dans la limitation de la migration cellulaire et des métastases. Les isoformes 
courtes ou « ΔN » sont celles qui ont perdu le domaine TAD. Les variants ΔN-p63 et ΔN-p73 
peuvent lier l’ADN mais sont incapables de transactiver les promoteurs cibles canoniques de 
p53. Ils peuvent même jouer un rôle dominant négatif inhibiteur de l’activité 
transcriptionnelle des autres membres actifs de la famille19.  
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Le gène TP53 humain, qui a dérivé deduplications géniquesd’un hybride p63/p73 15, 
présente la même structure que TP63 et TP73 et code pour au moins 12 isoformes différentes. 
La majorité de ces isoformes partagent le DBD de la p53 canonique (p53 pleine longueur) 
mais contiennent des TAD et des extrémités C-terminales distinctes, régulant ainsi 
différemment l’expression des gènes cibles. De plus, leur expression différentielle dans les 
cancers humains (ainsi que dans les tissus normaux) suggère qu’elles exercent des fonctions 
biologiques variées et modulent l’activité de la p53 pleine longueur17. Toutes ces observations 
suggèrent que p53 agit au sein d’un réseau de protéines variées de la même famille mais aux 
rôles distincts. La séquence des gènes TP53 humain et Trp53 murin (au moins 6 isoformes 
différentes), ainsi que la structure, les fonctions et les régulations des différentes isoformes 
pour lesquelles ils codent sont très similaires et conservées au cours de l’évolution (tout 
comme ses homologues p63 et p73). Cette forte homologie justifie l’utilisation des souris de 
laboratoire comme modèle pertinent pour l’étude de la complexité de la voie p53.Certains 
mammifères résistants au cancer présentent au contraire des particularités évolutives comme 
le grand nombre de copies du gène codant pour p53 chez l’éléphant (environ 20 copies) 20ou 
la résistance du rat taupe-nu à la transformation tumorale même dans un contexte de délétion 
de p5321.  

p63 et p73 ont également chacune des fonctions biologiques spécifiques et distinctes 
de celles de p53. Par exemple, p63 joue un rôle majeur dans le développement des cellules 
épithéliales et la régulation de la différenciation des cellules souches épithéliales, alors que 
p73 est indispensable pour le développement neuronal. Les données actuelles suggèrent que la 
réponse cellulaire médiée par p53 résulte d’un groupe d’interactions protéiques entre les 
différents membres de cette famille d’isoformes plutôt que l’action d’une seule protéine, et 
ceci dépend du contexte cellulaire ou des conditions de stress 19. 

 
II.C. Régulations de p53 
Dans des conditions cellulaires normales, la protéine p53 a une durée de vie courte et 

est régulée en grande partie par la modulation de sa stabilité protéique. En réponse à divers 
stress cellulaires, p53 est induite, essentiellement via le blocage de sa dégradation, entraînant 
une augmentation de ses niveaux cellulaires.Des niveaux élevés de p53 conduisent à 
l’activation d’une multitude de réponses cellulaires anti-tumorales (voir paragraphe IV.A.). 
La plupart de ces mécanismes sont cytotoxiques et nécessitent une régulation fine de p53 en 
absence de stress. Vu son rôle majeur de suppresseur de tumeur, l’inactivation de p53 par 



 13

mutations est l’événement le plus commun dans le processus de développement tumoral (plus 
de 50% des tumeurs humaines invalidées pour TP53). Dans les cancers qui retiennent une 
activité sauvage de p53, des altérations des régulateurs de p53 sont retrouvées. Ces tumeurs 
non mutées pour p53, sur-expriment souvent un de ses régulateurs négatifs MDM2 ou 
MDM4, empêchant son activation et conférant ainsi un avantage sélectif aux cellules 
cancéreuses22,23. Eneffet, des niveaux protéiques bas de p53 sont maintenus par sa poly-
ubiquitination médiée principalement par le domaine RING de l’E3 ligase MDM2 (murine 
double minute 2) entraînant sa dégradation par le protéasome. MDM4 (également appelé 
MDMX) est unhomologue structural de MDM2 mais dont le domaine RING n’a pas 
d’activité E3 ligase fonctionnelle, et qui agit principalement comme un inhibiteur de l’activité 
transcriptionnelle de p53. L’importance de cette régulation est révélée par la létalité 
embryonnaire des souris KO pour Mdm2 ou Mdm4, due  à une activationde p53 19.De plus 
l’activation excessive de p53 dans certains types cellulaires peut perturber l’homéostasie et le 
bon développement des tissus 24. 

Six lysines dans le domaine C-terminale (C-terminal domain ou CTD) de p53 sont des 
cibles majeures de son ubiquitination par MDM2 : K370, K372, K373, K381, K382 et K386 
19.La régulation de p53 est plus complexe et implique d’autres lysines, d’autres ligases ainsi 
que d’autres régulateurs 25. De plus, MDM2 joue un rôle post-ubiquitination en facilitant 
l’interaction de p53 avec le protéasome. Par ailleurs, en présence de niveaux faibles de 
MDM2, p53 est mono-ubiquitinylée (et sumoylée), ce qui peut faciliter son export nucléaire 
par exemple23. Par ailleurs, MDM2 et MDM4 peuvent former un dimère via leurs domaines 
RING respectifs, ce qui augmente l’activité ubiquitine-ligase de MDM2 19, suggérant que 
MDM4 joue un rôle de cofacteur ou de E4 ligase. Ainsi, l’activité E3 ligase de MDM2 est 
elle-même régulée par de multiples paramètres, notamment son domaine RING, son 
interaction avec MDM4, ainsi que des SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) dans sa 
séquence régulant son niveau d’expression comme le SNP309 (rs2279744)qui modifie son 
niveau et donc altère la voie p53 25. De plus un SNP en 3’UTR du gène MDM4participe à la 
régulation de l’expression de ce-dernier 26. Enfin, MDM2 et p53 s’autorégulent via une 
boucle de rétrocontrôle négative. En effet, MDM2est un gène cible de p53 qui est transactivé 
suite à l’activation du facteur de transcription p53. Ceci permet de rétablir les niveaux 
« physiologiques » de p53,après disparition du stress à l’origine de son induction. 

Ces principaux régulateurs négatifsde p53, MDM2 et MDM4, peuvent interrompre de 
manière stérique les associations de la machinerie transcriptionnelle avec p53 et recruter des 
histones deacétylases. Par ailleurs, MDM2 peut inhiber l’activité transactivatrice de p53 en 
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liant son TAD N-terminal ou en perturbant la conformation du DBD de p53, inhibant ainsi sa 
liaison à ses éléments de réponse (Response Elements ou REs) spécifiques. Certaines études 
suggèrent que MDM2 peut inhiber indirectement la traduction de l’ARNm de p5327, alors que 
d’autres équipes ont conclu que MDM2 peut interagir directement avec l’ARNm de p53 et 
stimuler sa traduction 28. De façon surprenante MDM2est également capable de réguler 
négativement les niveaux de son partenaire MDM4, après irradiation, activant ainsi p53. De 
plus, en réponse aux dommages à l’ADN, MDM4 peut induire un changement 
conformationnel de p53 qui la protège de la dégradation par le protéasome 23.Le fait que p53 
est maintenue sous une forme intrinsèquement active mais transcriptionnellement inactive par 
la liaison de MDM2 et MDM4 a été intégré dans un modèle d’activation de p53 par « dé-
répression ». Cette levée de la répression peut être médiée par l’ubiquitine protéase HAUSP 
par exemple, responsable de la dé-ubiquination de MDM2 et MDM4. HAUSP perd son 
interaction avec p53 en réponse à certains stress, et permet de libérer ce dernier de ses 
inhibiteurs 19.Tous ces mécanismes sont coordonnés, contexte-dépendants, et 
complémentaires pour la régulation de p53.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2: Schéma simplifié de la régulation de p53 par MDM2 et MDM4. Figure extraite 
de réf. 29 
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A noter que MDM2 et MDM4 peuvent avoir des rôles dans la tumorigenèse 
indépendamment de p53. Par exemple, MDM2 peut ubiquitinyler et dégrader des régulateurs 
du cycle cellulaire (RB, p21, et FOXO3A) ou de la transition épithélio-mésenchymateuse (E-
cadhérine). De plus, MDM2 peut jouer un rôle dans la suppression de l’apoptose, en 
augmentant la traduction du gène anti-apoptotique XIAP.MDM4 peut lier et inhiber des 
membres des familles de facteurs de transcription E2F et SMAD. MDM2 et MDM4 sont 
également impliquées dans la promotion de l’instabilité génomique, notamment via 
l’interaction avec des protéines de la voie de réponse aux dommages à l’ADN tel ATM 23.  

Il existe au moins 15 ubiquitine E3 ligases capables de réguler p53 (PIRH2, TRIM24, 
COP1, ARF-BP1, etc.)mais ceci selon le contexte et le type cellulaire. La régulation de p53 
est encore plus complexe et implique entre autres, d’autres partenaires, des modifications 
ainsi que l’expression différentielle de différentes isoformes (de p53, de MDM2 et de 
MDM4). En effet, p53 a un grand nombre de partenaires en amont et en aval de son action. 
Par exemple, en réponse aux signaux d’hyerprolifération,p14/p19Arf peut stimuler les niveaux 
de p53 (via une action sur MDM2, MDM4 ou NF-κB). De plus, USP10 dé-ubiquitine p53 et 
la stabilise en réponse aux stress génotoxiques25.  

Par ailleurs, p53 est sujette à de nombreuses autres modifications post-traductionnelles 
(PTM) que l’ubiquitination, comme la phosphorylation, l’acétylation, la méthylation et la 
sumoylation qui jouent un rôle dans la régulation de la voie p53. Une des PTM qui semble 
importante pour la régulation de p53 est son acétylation par CBP et p300 au niveau des six 
lysines C-terminales qui sont sujettes à l’ubiquitination par MDM2. L’acétylation de ces 
résidus est mutuellement exclusive avec leur ubiquitination, empêchant ainsi la régulation 
négative par MDM2. Cette PTM peut également bloquer le recrutement de MDM2 et MDM4, 
faciliter le recrutement de facteurs de transcription spécifiques aux promoteurs des gènes à 
transactiver, et améliorer la capacité de p53 à lier certains REs. De plus, l’acétylation de la 
lysine 320 (situé dans le domaine de tétramérisation) par PCAFfacilite la transactivation des 
gènes impliqués dans l’arrêt du cycle, modulant ainsi la réponse à p53. Certaines 
phosphorylations N-terminales de p53 en réponse aux dommages à l’ADN diminuent la 
liaison de p53 à MDM2 19 (voir paragraphe III.A.1). 

Des protéines ribosomales (RPs) peuvent également réguler p53. Bien que la plupart 
des RPs stabilisent p53 en empêchant son ubiquitination par MDM2, certaines peuvent activer 
p53 via d’autres mécanismes. Par exemple, RPL26 peut lier le 5’UTR de l’ARNm de p53 et 
augmenter ainsi la traduction de p53. MDM2 peut également interagir avec RPL26 pour 
contrecarrer cette action. Un autre exemple del’action des RPs sur p53 est la protéine RPL11 
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études de modèles murins générés par ciblage de mutations au locus Trp5322. Ces fonctions 
sont discutées ci-dessous. 

III.A.1. La région N-terminale 
La région N-terminale de p53 est une région intrinsèquement instable et nativement 

non structurée, composée des 100 premiers acides aminés de p53. Elle consiste en un domaine 
acide, le domaine de transactivation ou TAD,qui peut être divisé en deux sous-domaines : 
TAD1 (résidus 1–40)et TAD2 (résidus 41–62), et un domaine riche en proline ou PRD 
(résidus 63–97), ainsi qu’un signal d’export nucléaire ou NES(voir Figure 3).  

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

fonctionnel de p53, qui induit la transactivation des gènes cibles de ce facteur de transcription. 
L’activité du TAD est finement régulée par des cofacteurs, des inhibiteurs et des 
phosphorylations. En effet, ce domaine constitue un site de liaison à une multitude de 
protéinesqui interagissent entre elles. Ces liaisons sont favorisées par sa structure 
intrinsèquement instable, et la phosphorylation affecte surtout la structure du TAD quand 
celui-ci est lié à ses partenaires34. Il interagit avec les composants de la machinerie 
transcriptionnelle (les TAFs et les TBPs, membres des complexes de facteurs de transcription 
TFII), avec l’histone acétyl-transférase p300/CBP (CREB-Binding Protein) qui est un 
activateur de la transcription, ainsi qu’avec les principaux régulateurs négatifs de p53 : 
MDM2 et MDM432. De plus, le TAD peut subir des modifications post-traductionnelles au 
niveau de plusieurs résidus, principalement des sérines et thréonines qui sont phosphorylées, 
en réponse à certains stress cellulaires, par des kinases dont celles impliquées dans la réponse 
aux dommages à l’ADN comme ATM/ATR, CHK1/CHK2 etHIPK. Par exemple, la 
phosphorylation des sérines 15 et 20 peut perturber la liaison de MDM2 à p53, et celle de la 
sérine 46 peut contrôler l’induction des gènes apoptotiquescomme p53AIP1, p53DINP1, 
PUMA et NOXA35. Les résidus leucine 22 et tryptophane 23 (L25 et W26 chez la souris), sont 
également indispensables à l’interaction avec MDM2, et leurs mutations affectent sévèrement 
la capacité transactivatrice de p5336. 

 Les délétions et autres mutations du TAD ont suggéré que le TAD1 est nécessaire 
pour l’arrêt du cycle cellulaire (mutations L22Q/W23S), tandis que le TAD2 serait important 
pour l’induction de l’apoptose (mutations W53Q/F54S ou délétions des résidus 43–63). Dans 
le modèle murin p5325,26 (ou p53QS), les mutationsL25Q et W26Sau niveau du TAD1, 
conduisent à un phénotype de létalité embryonnaire. L’analyse des cellules p5325,26/25,26a 
montré que le mutant p53QSprésente effectivement un défaut d’induction des gènes cibles 
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classiques de p53 comme p21, Noxa, Puma et Perp, en réponse aux dommages à l’ADN et 
aux signaux oncogéniques. Ceci montre que le TAD1 est essentiel pour l’activité 
transactivatrice de p53 pour un grand nombre de gènes cibles connus37. Cependant, ce mutant 
retient une capacité à activer d’autres gènes cibles, notamment Bax. D’un point de vue activité 
biologique, ce mutant est incapable d’induire le cycle cellulaire ou l’apoptose en réponse aux 
dommages à l’ADN mais est capable d’induire l’apoptose en réponse aux stress non 
génotoxiques (privation de sérum ou conditions hypoxiques) et conserve même son activité de 
suppresseur de tumeur (par son activité résiduelle ou un nouveau programme transcriptionnel 
p53-dépendant)38. En revanche, les mutations L25Q, W26S, W53Q, F54S au niveau du TAD1 
et du TAD2 entraînent une perte totale des fonctions de transactivation et de suppression 
tumorale du mutant p5325,26,53,54 qui se comporte alors comme un mutant nul ou KO (alors que 
le mutant p5353,54du TAD2 se comporte comme un sauvage ou WT)37. De plus, le modèle 
murin p5325,26,53,54/+a permis de montrer une interaction génétique entre la p53 au TAD inactif 
et la p53 WT pendant le développement de l’embryon39. 

Ainsi, le TAD (et essentiellement le TAD1) joue un rôle important dans la fonction 
transcriptionnelle de p53 mais celle-ci ne semble pas indispensable pour l’activité de 
suppression tumorale, suggérant l’implication d’autres fonctions (et domaines) de p53. De 
plus, ceci suggère que TAD1 et TAD2 ont des fonctions redondantes dans la suppression 
tumorale, ce qui pourrait expliquer pourquoi les mutations dans le TAD sont rares dans les 
cancers humains40.  

Le signal d’export nucléaire N-terminal (NES)contient les résidus 11 à 27. Les résidus 
sérine 15 et sérine20 sont importants pour la réponse aux dommages à l’ADN et sont 
phosphorylés suite à ce stress. Les substitutions de ces sérines en acide aspartique (S15D et 
S20D), qui empêchent cette phosphorylation, résultent en une diminution de l’export 
nucléaire.Cette phosphorylation permettrait donc d’inhiber le NES afin de séquestrer la 
protéine p53 dans le noyau, où elle exerce sa fonction41. 

Le domaine riche en proline (PRD)est la région située entre le TAD et le domaine de 
liaison à l’ADN. Il est constitué des résidus 63 à 97 et contient 15 prolines et 5 motifs 
PXXP,où P est une proline et X tout autre acide aminé. Ces motifs permettent des interactions 
protéiques en se liant à des domaines SH3 (Src Homology 3) et facilitent également 
l’interaction de p53 avec p300.La prolyl isomérase PIN1 affecte la conformation des prolines, 
réduisant la liaison de MDM2 et facilitant ainsi l’accumulation de p53. Les motifs PXXP ne 
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sont pas conservés chez les mammifères mais la prévalence des prolines est maintenue (avec 
deux motifs PXXPchez la souris par exemple)42, suggérant un rôle structural et/ou fonctionnel 
des prolines. Le PRD contribue à la régulation de la stabilité de p53 et à sa capacité de 
transactivation.  

Des modèles murins ont été générés pour étudier le rôle du PRD in vivo. La protéine 
p53∆Pest délétée des acides aminés 75 à 91 incluant tous les motifs PXXP et les sites putatifs 
de fixation de PIN1 (Figure 4). Dans ce modèle, la délétion du PRD entraîne une diminution 
de la capacité de transactivation et une augmentation de la régulation négative par MDM2. 
Les cellules p53∆P/∆Pprésentent un défaut de l’arrêt du cycle cellulaire, mais une réponse 
apoptotique conservée. De plus, une forte activité de p53 est létale au cours du développement 
embryonnaire comme démontré dans les modèles murins inactivés pour un de ses principaux 
régulateurs négatifs, MDM2 ou MDM4.La protéine p53∆P est capable de sauverin vivole 
phénotype de létalité embryonnaire causé par la déficience en MDM4, et cecipar réduction de 
l’activité de p53 42. La protéine p53∆P agit donc comme une protéine hypomorphe. Ces 
résultats, ainsi que l’analyse d’autres mutants (p53TTAAetp53AXXA), suggèrent que ces sites 
d’interactions protéiques ne sont pas indispensables pour l’activité anti-tumorale de p53. Ces 
derniers modèles montrent par ailleurs que la longueur de la région est cruciale. Une 
hypothèse est que ce domaine joue le rôle de séparateur entre les différents domaines 
fonctionnels32.  

 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 4: La séquence du PRDd’une sourissauvage et destrois souris mutées étudiées dans 
réf. 42 

 
A l’inverse, la délétion des résidus 58 à 88 incluant le PRD (mutant p53m∆Pro) conduit 

à un défaut de la réponse apoptotique et un arrêt efficace du cycle dans les cellules 
hématopoïétiques. Les souris p53m∆Pro/m∆Pro présentent une différentiation altérée des 
lymphocytes B dans la moelle osseuse et la rate et développent des lymphomes B tardifs43. 
Les différences apparentes entre les réponses de p53∆P et p53m∆Pro ont été ultérieurement 
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partiellementexpliquées. En effet, le PRD semble être important dans la réponse aux 
dommages à l’ADN induits par les radiations gamma, mais pas dans la réponse aux 
oncogènes ni au stress oxydatif44. Par ailleurs une étude récente a montré que le PRD de p53 
peut jouer un rôle dans d’autres réponses, comme la régulation des gènes SPDEF et BCL-2, 
impliqués dans le phénotype d’hypersécrétion de mucus chez l’Homme et chez la souris 
45.Enfin, il existe un polymorphisme (P72R, rs1042522) dans la séquence du PRD humain qui 
module les réponses cellulaires dépendantes de p53sans affecter la capacité de suppression 
tumorale46,47. Le PRD semble donc important pour la régulation fine de la réponse cellulaire 
p53-dépendante. 

III.A.2. La région centrale 
Le domaine de liaison à l’ADN (DBD) de p53 contient les résidus 102 à 292 (Figure 

3). p53 régule la transcription des gènes cibles par la liaison du DBD à des séquences d’ADN 
double-brin spécifiques dans les promoteurs de ces gènes appelés éléments de 
réponse ouREs48 (voir paragraphe III.B).Les études cristallographiques montrent que le DBD 
consiste en un empilement de feuillets β semblable à celui de l’immunoglobuline 
(immunoglobulin-like β-sandwich) qui fournit l’échafaudage pour la surface de liaison à 
l’ADN. Cette surface peut être divisée en deux motifs structuraux : le motif boucle-feuillet-
hélice (loop-sheet-helix),contenant la boucle L1, qui lie le grand sillon de l’ADN cible, et les 
deux larges boucles (L2 et L3), stabilisées par un ion zinc, qui lient le petit sillon (Figure 5). 
Le DBD de p53 est peu stable et se dénature à une température proche de la température 
corporelle49. p53 lie ses gènes cibles sous sa forme homo-tétramérique. Cette structure 
consiste en deux DBD liés à un demi-site du RE, formant ainsi un dimère symétrique50.  

Les résidus de contact direct à l’interface DBD-ADN sont : Lys-120, Ser-241, Arg-
248, Arg-273, Ala-276, Cys-277, et Arg-280. Certains de ces résidus subissent des 
modifications post-traductionnelles qui fournissent un autre niveau de sélectivité de 
liaison.Par exemple, le DBD de p53 est acétylé au niveau des lysines 120 et 164 et ces 
acétylations sont importantes dans l’induction des réponses canoniques de p53. En effet,le 
modèle p533KR muté pour les trois lysines acétylées du DBD de la p53 murine (K117, K161, 
K162) exprimeune p53 hypomorphe incapable de transactiver ses principaux gènes cibles en 
réponse aux dommages à l’ADN ni d’induire les principales réponses de p53 (l’arrêt du cycle, 
l’apoptose et la sénescence). Cependant ce modèle est résistant au développement de tumeurs 
spontanées, suggérant que ces fonctions ne sont pas indispensables pour son activité de 
suppression tumorale, mais importante pour le contrôle de la stabilité génomique51,52. Un 
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autre exemple de modification du DBD est la O-GlcNAcylation de la sérine 149 qui stabilise 
la protéine notamment en diminuant la phosphorylation de la thréonine 155 et affectant ainsi 
l’interaction de p53 avec son ubiquitine ligase MDM2 53,54.D’autres résidus, pas en contact 
direct avec la zone d’interaction avec l’ADN,sont tout aussi importants car ils interviennent 
dans la structure du DBD, comme le résidu tyrosine 220 par exemple.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5 : La structure du domaine de liaison à l’ADN. Figure extraite de réf.56 
 
Dans les cancers humains, TP53 est le plus souvent muté dans le DBD, au niveau de 

points chauds de mutations ou « hotspots » représentés par les résidus R175, Y220, G245, 
R248, R249, R273 et R28255. Selon la base de données (R18, Avril 2016) de l’agence 
internationale pour la recherche sur le cancer (International Agency for Research on Cancer 
ou IARC), environ 75% des mutations de TP53 retrouvées dans les cancers sont des 
mutations faux-sens, suggérant un avantage sélectif à garder un allèle muté par rapport à la 
perte complète de p53. Ces mutations,qui modifient la liaison de p53 à ses gènes cibles, 
peuvent être séparées en deux catégories: de contact quand elles affectent des résidus se liant 
directement àl’ADN, ou structurales quand elles affectent la conformation de p53(voir 
paragraphe IV.B). 
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III.A.3. La région C-terminale 
La partie C-terminale de p53 (Figure 3) est constituée des résidus 293 à 393 et 

comporte des signaux d’import/export nucléaire (NLS/NES), le domaine de tétramérisation 
(4D) et le domaine C-terminal régulateur (CTD). 

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

respectivement) assurent la mobilisation rapide de p53 entre le noyau et le cytoplasme. Les 
NLS et NES sont sujets à des modifications post-traductionnelles. La tétramérisation de p53 
masque par ailleurs le NES C-terminal et favorise l’accumulation de p53 dans le noyau 57. 

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

forme des tétramères de façon réversible via ce domaine de tétramérisation C-terminal. Selon 
les études de cristallographie, la structure tétramérique est décrite comme un dimère de 
dimères 50. Les tétramères se forment à une concentration élevée de protéines p53. Ils sont 
stabilisés par des interactions hydrophobes, et la rupture d’un des deux résidus hydrophobes 
leucine 344 ou leucine 348 est suffisante pour tirer l’équilibre vers un état de dimères stables. 
Des mutations dans ce domaine peuvent entraîner une instabilité des tétramères ou même la 
perte de leur formation, et certainesde ces mutations (au niveau du résidu arginine 337 par 
exemple) sont retrouvées dans des familles Li-Fraumeni, prouvant son importance pour 
l’activité anti-tumorale de p5332. 

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

p53(résidus 360 à 393),est globalement basique car riche en arginine et lysine. Les études de 
résonnance magnétique nucléaire (RMN) montrent que, comme le TAD, le CTD a une 
structure instable et irrégulière58. Sa structure relâchée favorise ainsi les interactions avec 
diverses protéines (telles les protéines YB-1, YIN YANG 1, HAUSP, S100, DMP1 et 
MDM2) régulant la stabilité, l’activité transcriptionnelle et la localisation cellulaire de p5359-
64.  

Ce domaine contient six lysines chez l’Homme (et septlysines chez la souris) qui 
peuvent subir denombreuses modifications post-traductionnelles (ubiquitination, neddylation, 
méthylation, acétylation, sumoylation) supposées jouer un rôle dans la régulation de la 
réponsep53.La neddylation des lysines semble inhiber la transactivation alors que la 
sumoylation peut affecter positivement ou négativement la fonction de p5365. La lysine 320 
(K320) a été impliquée dans la sélection des gènes cibles par p53.En effet, son acétylation et 
mono-ubiquitination sont importantes pour les décisions du devenir cellulaire : vie (arrêt du 
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cycle) ou mort (apoptose)66. Contrairement aux lysinesK372, K373, K381 et K383 qui sont 
acétylées par p300 et ubiquitinylées par MDM2, la K320 est quant à elle acétylée par PCAF 
(p300 and CBP Associated Factor), régulant négativement la réponse apoptotique, et 
ubiquitinylée par E4F1, ce qui favoriserait l’arrêt du cycle cellulaire plutôt que la dégradation 
de p53 22.Récemment, le facteur de transcription KAISO, cible de p53, a également été 
impliqué dans l’acétylation de la K320 par interaction avec p300, conduisant dans cette étude 
à l’induction de l’arrêt du cycle et de l’apoptose67. La méthylation de la K372 par SET9 
stabilise p53, alors que celle de la K370 par SMUD2 la déstabilise22. Ces lysines ont donc été 
étudiées en détail et semblent intervenir dans un réglage fin de l’activité de p53. La 
substitution des six ou septlysines C-terminales en arginine (R),préservant la charge globale 
du CTD, n’a initialement pas semblé affecter la fonction de p53 dans des modèles murins 
(p536KR ou p537KR), suggérant que ces lysines ne sont pas essentielles pour la stabilité et 
l’activité de p53 68,69. Cependant, les substitutions 6KR ou 7KR confèrent une facilité 
d’activation de p53 en réponse à des stress plus faibles. Par exemple, les souris p537KR sont 
plus sensibles aux -irradiations et présentent des défauts d’hématopoïèse radio-induits 70. Le 
CTD contient également des sérines et thréonines qui peuvent être phosphorylées par des 
kinases dépendantes du stress, mais le rôle de ces modifications reste controversé. Selon 
certaines expériences, la phosphorylation des sérines C-terminales semble augmenter la 
liaison de p53 à l’ADN,mais d’autres analyses montrent que ces phosphorylations pourraient 
aussirésulter en une diminution de l’affinité de liaison à l’ADN non spécifique. Une mutation 
de la sérine 392 (389 chez la souris), qui empêche sa phosphorylation,a été analysée in vivo 
montrant un effet de cette phosphorylation uniquement en réponse aux rayonnements UV71.  

Le rôle du CTD a donc étélargement étudié mais certaines études sont contradictoires. 
Dans la plupart de ces études in vitro visant à étudier le rôle du CTD, des délétions des 
derniers 30-33 acides aminés (région basique sujette à des modifications post-
traductionnelles) ont été analysées 72-74. Il a été montré que ce domaine fonctionne comme 
une région de liaison à l’ADN indépendamment de la séquence75,76. Les premières analyses 
ont suggéré que le CTD agit comme un régulateur négatif de liaison du DBD aux séquences 
spécifiques. Cette conclusion découle des observations que l’absence du CTD in vitro (par 
délétion, épissage, blocage par des anticorps ou par des modifications post-traductionnelles) 
augmente la liaison de p53 à des petits oligonucléotides contenant les éléments de réponse. Il 
a ainsi été postulé que p53 se trouve dans un état latent et que la protéine subit un changement 
conformationnel médié notamment par le CTD qui permet au DBD de fixer les éléments de 
réponse77. Ce modèle allostérique a été remis en cause par d’autres études. En effet, des 
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analyses RMN ont montré que la protéine p53 pleine longueur et la p53 délétéedu CTD ont 
des structures tridimensionnelles similaires58. De plus l’acétylation au niveau du CTD facilite 
uniquement la liaison à des petites séquences ADN double brin mais pas à la chromatine ni à 
de longues molécules d’ADN78. Enfin, les expériences d’immunoprécipitation de chromatine 
(ChIP) n’ont pas permis de démontrer le modèle allostérique79. Au contraire, des études plus 
récentes ont même suggéré un modèle de régulation positive par le CTD, lequel serait requis 
pour la reconnaissance efficace des promoteurs des gènes cibles de p5380-83. Le modèle 
proposé est que la protéine p53 se fixe à l’ADN via son CTD de façon aspécifique et 
« glisse » sur cet ADN à la recherche des éléments de réponse spécifiques qu’elle fixe via son 
DBD. Par ailleurs, selon des études structurales, le CTD est capable de faciliter le contact 
entre les DBD du tétramère84.De plus, le CTD pourrait servir de plateforme de recrutement de 
cofacteurs de transcription comme CBP et TRAPP et ceci notamment via l’acétylation du 
CTD85,86. Enfin certaines expériences montrent que l’acétylation du CTD(le nombre de 
lysines activées plutôt que leurposition) facilite la liaison de l’ADN site-spécifique 87,88, en 
complet désaccord avec les données d’Espinosa et al. 78.Il n’est pas clair si cette acétylation 
est requise pour la liaison du DBD aux éléments de réponse, ou si la p53 liée à l’ADN est plus 
apte à être acétylée par p300 par exemple. Ces expériences consistent généralement en 
l’expression ectopique d’une p53 exogène, souvent introduite à des niveaux non-
physiologiques, ce qui rend ces expériences difficiles à interpréter. 

De façon intéressante, les études in vitro ont suggéré que la délétion du CTD ou des 
mutations des lysines C-terminales peuvent entraîner des phénotypes différents. Ceci peut être 
dû au fait que le CTD est requis pour une interaction optimale de p53 avec un de ses 
principaux régulateurs négatifs : MDM2, une ubiquitine ligase qui régule la stabilité protéique 
de p5389. En raison de ces résultats contradictoires et des biais expérimentaux, il semble 
nécessaire d’étudier le CTD in vivo afin de comprendre son rôle et d’allier ces différents 
modèles(Figure 6). C’est ce qu’a entrepris notre équipe en créant le modèle murin 
p53∆31exprimant une protéine tronquée des 31 derniers acides aminés afin d’évaluer l’effet de 
la perte du CTD in vivo(Article n°3).  
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Figure 6 : Différents modèles proposés pour le rôle régulateur du CTD. A. Modèle de 
régulation négative selon les deux hypothèses : conformationnelle et de compétition. B. 
Modèle de régulation positive. Figure extraite de réf.90 
 

III.B. Fonction de transactivation 
La protéine p53 a été bien caractérisée comme facteur de transcription séquence-

spécifique régulantdirectement des centaines de gènes transcrits par l’ARN-polymérase II et 
indirectement des milliers d’autres91, une liste qui ne cesse de s’allonger. Comme nous 
venons de le voir, p53 a une structure protéique modulaire typique des facteurs de 
transcription. Le domaine central (DBD) de p53 joue un rôle très important dans cette 
fonction par la liaison séquence-spécifique aux promoteurs des gènes cibles. Cette liaison aux 
éléments de réponse est réalisée sous sa forme homo-tétramérique, d’où l’importance de son 
domaine de tétramérisation. Suite à cette liaison, les deux domaines de transactivation (TAD1 
et TAD2) facilitent indépendamment la transcription des gènes cibles de p53 par le 
recrutement de protéines remodelant la chromatine (dont des histone-méthyltransferases 
(HMTs) telles que PRMT1 et CARM1, et des histone-acétyltransferases (HATs) comme 
p300/CPB) afin de rendre la chromatine accessible aux composants de la machinerie 
transcriptionnelle basale qui sont ensuite recrutés (comme les complexes TFIID/TAFs et 
l’ARN polymérase II) pour l’initiation de la transcription76,91. Ces domaines recrutent 
également des complexes co-activateurs comme STAGA92 et Mediator93. Enfin, le domaine 
riche en proline (PRD) et le domaine C-terminal (CTD) jouent des rôles régulateurs 



 26
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probablement à travers des modifications post-traductionnelles et conformationnelles comme 
nous venons de le voir.  

Le potentiel transactivateur de p53 est activé en réponse à divers stress cellulaires par 
la stabilisation de la protéine et ses modifications.Les tétramères de p53 lient ainsi l’ADN en 
forme de dimère de dimère, sur des séquences spécifiques d’éléments de réponse ou REs 
(Figure 7). Ces REs sont classiquement définis commecomposés de deux demi-sites double 
brins de 10 paires de bases (pb) palindromiquesdont la forme canonique (consensus)est 5’-
RRRCWWGYYY-3’ (avec R =A ou G;W = A ou T; Y = C ou T), séparés par un 
« spacers »de 0 à 13 pb48. Quatre DBD lient ces éléments de réponse de façon très 
coopérative, avec une stœchiométrie de 4:1, résultant en une torsion de l’ADN qui est 
augmentée en présence des autres domaines de p5332.Les analyses bio-informatiques 
suggèrent que plus de la moitié des loci potentiels du génome humain contiennent des demi-
sites consécutifs94, et que deux demi-sites sont souvent couplés, ce couplage affectant même 
la nature de la réponse transcriptionnelle (activation ou répression)95. Chez l’Homme, parmi 
les éléments de réponse qui ont été validés expérimentalement, 95% présentent des disparités 
par rapport au site de fixationcanonique suggérant qu’une dégénérescence de la séquence de 
fixation est tolérée, comme pour le gène PIG3 par exemple 96.Les REs sont fréquemment 
retrouvés soit dans les promoteurs, soit dans le premier intron des gènes cibles de p53. Par 
ailleurs des clusters d’éléments de réponse inclus dans des répétions en tandem (Fuzzy 
Tandem Repeats),qui sont rapidement modifiés au cours de l’évolution, peuvent définir des 
gènes cibles spécifiques à certaines espèces97,98. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7 : Schématisation deA.Fréquence d’observation des nucléotides dans les REs de 
p53 humain et B. Liaison des tétramères de p53 aux REs. Figure adaptée de réf.99 
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L’architecture des tétramères de DBD liés à l’ADN a été révélée par cristallographie : 
chaque demi-site lie deux molécules de p53 de manière séquence-spécifique et deux de ces 
dimères s’assemblent en tétramères symétriques50,100(Figure 8). Cependant, une étude récente 
de biochimie et de microscopie électronique montre que deux tétramères de p53 sont capables 
de lier un RE en même temps, et que les REs ayant une séquence canonique sans « spacers » 
entre les deux demi-sites sont plus sensibles aux niveaux de p53 101. L’étude structurale de 
Kitayner et al. a révélé l’importance de certains résidus du DBD qui sont en contact direct 
avec les demi-sites (Lys-120, Ser-241, Arg-248, Arg-273, Ala-276, Cys-277 et Arg-280) dont 
certains forment des contacts séquence-spécifiques comme l’alanine 276 par exemple50. Des 
modifications post-traductionnelles de certains de ces résidus, telle la lysine 120, peuvent 
également réguler la sélectivité de la liaison, une fonction cependant non essentielle à la 
suppression tumorale, ce qui expliquerait pourquoi ce résidu est rarement muté dans les 
cancers humains. Enfin, cette liaison est également affectée par l’interaction avec des 
protéines auxiliaires comme les membres de la famille ASPP qui modulent la réponse 
apoptotique, l’état chromatinien et les modes de réponse non-transcriptionnels de p5332. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : La structure des tétramères de DBD liés aux éléments de réponse à p53. Figure 
extraite de réf.50 
 

Une fois active, p53 lie l’ADN et transactive de nombreux gènes codant pour des 
protéines ainsi que des gènes non-codants.Cette fonction de transactivation est fondamentale 
pour la majorité des réponses p53-dépendantes. La capacité de p53 à distinguer les différents 
promoteurs cibles selon les stimuli est très complexe. En effet, une étude génomique a montré 
que certains sites liés par p53 ne sont pas activés94, suggérant que la transactivation de 
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certains gènes nécessite d’autres éléments régulateurs, en plus des éléments de régulation en 
cis spécifiques des loci et des affinités variables des éléments de réponse91. De manière 
générale et non stricte, les promoteurs des gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire et 
la réparation de l’ADN contiennent des sites de liaison de forte affinité et ont la primauté pour 
une activation rapide, alors qu’un nombre des gènes cibles de p53 impliqués dans la réponse 
apoptotique lient p53 avec une plus faible affinité mais de façon plus stable. Cette affinité 
différentielle de p53 à ses REs explique comment la concentration cellulaire de p53(par pulse 
ou maintenue) peut avoir un aspect déterminant dans le choix de la réponse au stress66. En 
règle générale, mais pas de façonuniverselle, les REs perdent en potentiel transactivateur en 
s’éloignant du site d’initiation de la transcription (Transcription Start Site ou TSS) et les REs 
ayant une conformation flexible lient plus facilement p53. La régulation de la réponse 
transcriptionnelle est encore plus complexe et implique,parmi d’autres, les modifications du 
CTD (acétylations), les variants d’histone (H2A.Z), les transférases (HMTs et HATs), la 
machinerie transcriptionnelle (TFIID, TBP, TFIIA et TFIIH), les éléments en cis (MYC) et le 
contexte épigénétique91 (Figure 9). De plus, la régulation de l’élongation de la transcription 
apparaît comme un niveau supplémentaire de contrôle de la réponse p53. Récemment, Liao et 
al. ont identifié le facteur de l’élongation de la transcription TFIIS.h, comme un nouveau gène 
cible de p53, qui peut faciliter l’élongation de la transcription du gène apoptotique BAX mais 
pas de p21,responsable de l’arrêt du cycle cellulaire, modulant ainsi la réponse p53 102.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 9 : Schéma de la régulation transcriptionnelle complexe par p53. Figure extraite de 
réf.91 
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La protéine p53 initialement caractérisée, comme nous venons de le voir, par ses 
propriétés d’activateur de la transcription, joue également un rôle dans larépression 
transcriptionnellenotamment de la survivine pour la réponse apoptotique et la sénescence103. 
La répression médiée par p53 met en jeu plusieurs mécanismes. En effet, p53 peut lier 
directement les séquences inhibées et y recruter des corépresseurs. Dans certains cas, c’est 
l’orientation de l’élément de réponse qui pourrait dicter le type de réponse. L’orientation 
activatrice, la plus commune,est« tête à tête » et l’orientation répressive plutôt « tête à 
queue ». Encore une fois, la longueur du « spacer » pourrait jouer un rôle dans la décision de 
réprimer un gène. p53 pourrait également réprimer des gènes par compétition en se liant aux 
REs à la placed’activateurs de la transcription91. Un autre mode de répression 
transcriptionnelle est la répression indirecte (sans liaison de p53) en recrutant des 
corépresseurs par interaction protéique, comme le facteur NF-Y pour la répression du 
promoteur de la cycline B2104, ou en induisant des ARN non-codants, notamment miR34a105, 
lincRNA-p21106 et PANDA107.  

Selon Engeland, lemode de répression par p53 qui semble très majoritaire (d’après les 
méta-analyses) est la répression indirecte via la voie p53-p21-DREAM(E2F4)-CDE/CHR 
(Figure 10). En effet, p53 transactive p21 qui inhibe les kinases dépendantes des cyclines et 
donc la phosphorylation de la protéine RB, conduisant au recrutement du complexe répresseur 
DREAM aux sites de réponse au facteur E2F4 (les sites CDE/CHR)108,109. Cette voie a été 
impliquée dans la répression d’un grand nombre de gènes, notamment ceux codant des 
régulateurs de l’arrêt du cycle en G2110.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Schématisation de la répression indirecte par p53 via la voie p21-
DREAM(E2F4)-CDE/CHR. Figure extraite de réf.109 
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IV. p53 : un suppresseur de tumeur majeur 
 

IV.A. Réponses anti-tumorales de p53 
La voie de signalisation p53 est la plus largement étudiée et l’une des voies les plus 

complexes, avec des fonctions et des régulations émergentes toujours en cours 
d’investigation, mais qui le plus souvent convergent vers son rôle principal de suppresseur de 
tumeur. L’importance cruciale de p53 dans la suppression tumorale est largement établie et 
les premières démonstrations de ce rôledécoulent des observations que le gène TP53 est muté 
dans au moins la moitié des cancers humains (selon la base de données IARC) 111, que les 
familles Li-Fraumeni,caractérisées par la présence d’une mutation germinale de TP53,sont 
prédisposées à développer des cancers112, et que les souris invalidées pour le gène Trp53 
développent spontanément des tumeurs113. Durant le développement tumoral, une mutation, 
sporadique ou germinale, de TP53 est typiquement suivie par une perte d’hétérozygotie, ce 
qui entraîne une déficience complète en protéine p53 fonctionnelle. Les tumeurs déficientes 
en p53 sont caractérisées par une perte de la différenciation cellulaire114, une instabilité 
génétique115 et un potentiel invasif accru116. Ces effets sont probablement dus à la perte de 
fonction de la p53 sauvage mais également au gain de fonction oncogénique ou à l’effet 
dominant négatif de certaines p53 mutées. Les mécanismes qui régissent la réponse cellulaire 
p53-dépendante ne sont pas complètement décryptés même si leur analyse fait l’objet d’un 
très grand nombre d’études.  

p53 est un détecteur du stress cellulaire induisant, entre autres, un arrêt du cycle 
cellulaire, transitoire (pour la réparation des dommages à l’ADN) ou permanent (sénescence), 
et/ou une réponse apoptotique. La nature des signaux activant p53 est diverse : dommages à 
l’ADN, activation d’oncogènes, stress réplicatif ou déplétion en ribonucléotides, hyper-
prolifération, hypoxie, stress oxydatif, érosion des télomères, dysfonctionnement des 
ribosomes, changements métaboliques et manque de nutriments117. Les dommages à l’ADN 
qui activent p53 sont d’origine endogène comme le stress oxydatif, le stress réplicatif et les 
agents alkylants, ou exogènes comme les rayonnements ionisants, les UV et les 
chimiothérapies. Ils entraînent une augmentation rapide des niveaux de p53 (dans les 30 à 60 
minutes) par stabilisationmais aussi modifications de la protéine. Suite à la détection de ce 
signal, p53 est principalement phosphorylée sur la sérine 15 par les kinases ATM et ATR (via 
CHK2et CHK1). La phosphorylation de p53 sur la sérine 20 participe également à sa 
stabilisation en empêchant son interaction avec son ubiquitine ligase MDM2 118.D’autres 
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régulateurs, comme PARP, jouent un rôle dans l’activation de p53 en réponse aux dommages 
à l’ADN. De plus, les télomères courts sont reconnus comme des foyers de cassures double-
brins (présence de marqueurs ɤ-H2AX, TP53BP1, NBS1, etc.)par la machinerie de réparation. 
Ainsi, l’érosion des télomères constitue un stress cellulaire qui induit aussi p53 via 
ATM/ATR119. De même, un défaut dans la réparation des dommages à l’ADN dans certaines 
maladies, comme l’anémie de Fanconi, conduit à une accumulation des signaux de stress et 
une activation de p53 ainsi que de ses effecteurs (notamment p21). Des études suggèrent que 
c’est l’activation de la voie p53 suite à ces stress qui est responsable du phénotype de 
maladies comme les syndromes d’insuffisance médullaire 120. 

En réponse à ces signaux, la protéine p53 est stabilisée et activée par une levée de son 
inhibition par ses principaux régulateurs négatifs MDM2 et MDM4 (voir paragraphe II.C). Au 
niveau moléculaire, l’activité biochimique la plus caractérisée de p53 est sa capacité à 
transactiver une panoplie de gènes suite à son activation, conduisant à une myriade de 
réponses cellulaires anti-tumorales. De plus,la suppressiontumoralepar p53 fait intervenir 
d’autres réponses cellulaires comme la régulation négative de certains gènes, la régulation de 
la traduction, la recombinaison homologue, l’induction de l’apoptose et de l’autophagie 
indépendamment de la transcription(action cytoplasmique) ainsi que d’autres fonctions 
cellulaires (voir paragraphe V). Ci-dessous une liste non-exhaustive des mécanismes de 
suppression tumorale dépendant de p53 en réponse aux stress. 
 

IV.A.1. Contrôle du cycle cellulaire : 
La première activité décrite de suppression tumorale par p53 est l’induction de l’arrêt 

transitoire du cycle cellulaire en réponse aux dommages subis par l’ADN, ce qui permet à la 
cellule de réparer son génome avant de poursuivre sa division  et de limiter la transmission de 
mutations délétères, valant à p53 le titre de « gardien du génome »121. Cette réponse est 
notamment médiée par la transactivation par p53 du gène p21 (ou WAF1/CIP1/CDKN1A) qui 
code pour un inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines (les CDK), qui assure un point de 
contrôle (checkpoint) du cycle cellulaire pour le passage G1/S. L’induction de p21 entraîne la 
répression de gènes du cycle cellulaire codant notamment pour des protéines du « cell division 
cycle » (CDC2, CDC25), des « checkpoint kinases » (CHK1) et des cyclines (cyclinA2, 
cyclinB1). Ce checkpoint est en effet compromis chez les souris déficientes pour p21, mais 
celles-ci développent peu ou pas de tumeurs spontanées122,123, suggérant que p53 peut induire 
plusieurs gènes cibles impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire ainsi que d’autres réponses. 
Cette redondance est vérifiée grâce à des modèles murins déficients pour d’autres gènes cibles 
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de p53 impliqués dans l’arrêt de la prolifération, comme Ptprv124.De plus, l’activation de 
l’expression du gène Prl-3 par p53 induit un arrêt en G1 via la voie PI3K-AKT125.  p53 joue 
aussi un rôle dans la progression du cycle cellulaire de la phase G2 à la mitose. La transition 
G2/M est sous le contrôle du complexe MPF (Maturation-Promoting Factor) qui comprend 
les cyclines B1 et CDC2. Il a été montré que p53 peut induire un arrêt du cycle en G2/M en 
perturbant les fonctions de ces cyclines via la répression de CDC25C et la transactivation de 
14-3-3σ, ce facteur empêchant la localisation de ces cyclines au noyau suite aux dommages à 
l’ADN126. GADD45A est également un gène cible de p53 impliqué dans le checkpoint 
G2/M127. De façon intéressante, la latence dans l’apparition de tumeurs chez certains modèles 
murins compétents pour l’arrêt du cycle mais déficients pour la réponse apoptotique 
(p53R172Pet p53E177R), suggèreque d’autres mécanismes que le contrôle du cycle cellulaire sont 
aussi importants dans la suppression tumorale dépendante de p53 117. 
 

IV.A.2. Réparation de l’ADN : 
En plus de l’induction de l’arrêt du cycle pour la réparation de l’ADN (DNA Damage 

Response ou DDR)en réponse aux stress génotoxiques, le gardien du génome p53 joue un rôle 
actif dans le maintien de l’intégrité génomique. p53 stimule différents mécanismes de 
réparation dont la réparation par excision de nucléotide (Nucleotide Excision Repair ouNER), 
la réparation par excision de base(Base Excision Repair ouBER) et la recombinaison non-
homologue (Non-Homologous End Joining ouNHEJ). En effet, p53 transactive de nombreux 
gènes impliqués dans différents programmes de réparation comme GADD45A, DDB2, XPC et 
FANCC. Les souris déficientes pour l’un de ces gènes sont prédisposées à développer un 
cancer 117.Cette réparation intervient quand le cycle cellulaire est arrêté et la réversibilité de 
cet arrêt est essentielle pour que les cellules réparées puissent continuer leur prolifération, 
d’où l’importance de p21 pour cette fonction également. p53 contribuerait aussi à la stabilité 
génomique en régulant la duplication du centrosome128, en réduisant l’interférence entre 
transcription et réplication de l’ADN afin de limiter le stress topologique et favoriser la 
progression des fourches de réplication129, et en participant au maintien du génome 
mitochondrial130. Ce maintien de l’intégrité génomique est un frein à la progression tumorale, 
comme l’indique l’identification de multiples mutations dans les gènes de réparation de 
l’ADN dans les cancers131,132. 
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IV.A.3. Sénescence : 
La sénescence cellulaire est une forme d’arrêt définitif du cycle cellulaire qui a été 

initialement décrite dans les fibroblastes humains normaux133. Cette réponse cellulaire est à 
double tranchant pour l’organisme car elle intervient dans les mécanismes de suppression 
tumorale (bénéfique) et de vieillissement cellulaire (délétère). Elle est induite en réponse à 
différents stress, notamment le dysfonctionnement des télomères, les dommages à l’ADN non 
télomériques, les signaux mitotiques excessifs (dont ceux produits par les oncogènes) ainsi 
que la perturbation de l’organisation chromatinienne126. p53 favorise cette inhibition 
permanente de la prolifération cellulaire par l’induction de la sénescence et de la 
différentiation qui empêchent la réplication de la cellule mais permettent sa survie et son 
fonctionnement. p53 induit la sénescence en réponse à l’activation d’oncogènes ou au 
dysfonctionnement télomérique, via la transactivation du gène p21, qui dans ce contexte 
contribue plutôt à la sénescence des cellules134. En effet, un arrêt du cycle cellulaire prolongé 
médié par p21 conduit à l’activation de l’inhibiteur des CDK p16INK4A et l’activation 
conséquente de RB,déclenchant ainsi un programme transcriptionnel qui active la 
sénescence128. Par ailleurs, p14ARF peut séquestrer MDM2, activant ainsi p53 et par 
conséquent p21, créant une coopération entre la voie RB et p53 126.  

Dans certains contextes, p53 peut également induire et maintenir la sénescence 
indépendamment de p21. Pour cela, il transactive des gènes cibles comme PML, PAI1 (ou 
serpine1, qui réprime les signaux de croissance via la voie PI3K)128 ou encore UBTD1135. A 
noter que p53 peut induire des enzymes, des cytokines et des chimiokines, responsables entre 
autres, d’une réponse immunitaire innée qui cible les cellules tumorales et ceci via les 
sécrétions cellulaires associées à la sénescence (Senescence Associated Secretory Phenotype 
ou SASP) 136. Ces facteurs sécrétés sous l’induction de p53 peuvent également promouvoir la 
prolifération et l’invasion137, ce qui est surprenant au vu du rôle de suppresseur de tumeur de 
p53. Des modèles murins ont pourtant permis de corréler la suppression tumorale médiée par 
p53 à la sénescence cellulaire dans certains contextes (perte de la télomérase, stress 
oncogénique, etc.). De plus, des marqueurs de sénescence ont été associés à la régression 
tumorale de certains cancers à la suite de la réactivation de p53 in vivo126.  
 

IV.A.4. Apoptose : 
En réponse à des signaux intra et extra-cellulaires, les cellules peuvent enclencher un 

programme de mort cellulaire programmée dépendant des caspases appelé apoptose. La voie 
extrinsèque est initiée par la liaison de ligands à leurs récepteurs (Death Receptors ou 
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DRs),comme FAS par exemple, entraînant la mort de la cellule par activation de la caspase 8. 
La voie intrinsèque conduit à la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie 
(Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization ou MOMP), qui relâche le cytochrome C 
dans le cytoplasme, activant ainsi en cascade des caspases létales pour la cellule, qui sont 
également activées par la voie extrinsèque. La voie MOMP est activée par les protéines pro-
apoptotiques BAX et BAK qui forment des pores dans la mitochondrie. Elle est régulée par 
les protéines anti-apoptotiques BCL2 et BCL-XL qui inactivent BAX et BAK. Un groupe de 
protéines « BH3-only », comme PUMA et NOXA, sont des détecteurs qui induisent 
l’apoptose indirectement en liant BAX et BAK, mais aussi des activateurs directs de la voie 
MOMP138. Dans le cas d’un stress cellulaire prolongé et fort entraînant des dommages non 
réparables de l’ADN, les cellules peuvent s’engager dans cette voieafin de préserver 
l’homéostasie tissulaire et empêcher la progression tumorale. 

 L’apoptose dépendante de p53 a été découverte suite à l’irradiation de thymocytes 
murins et en réponse à des oncogènes et à des agents endommageant l’ADN126. Depuis, 
d’autres signaux de stress cellulaires capables d’activer la voie apoptotique p53-dépendante 
dans certains tissus ont été rapportés, comme le dysfonctionnement de la biogénèse des 
ribosomes dans l’intestin139. p53 active la transcription de plusieurs gènes pro-apoptotiques de 
la famille des protéines BCL2 dont BAX, NOXA (ou PMAIP1) et PUMA (ou BBC3).Comme 
précédemment, la latence dans l’apparition de tumeurs dansun modèle murin compétent pour 
la réponse apoptotique mais déficient pour l’arrêt du cycle (p53ΔP)42, suggère l’importance du 
contrôle de l’apoptose dans la suppression tumorale, mais aussi la participation d’autres 
mécanismes. Un modèle de tumeur des plexus choroïdesa permis de démontrer l’implication 
de l’apoptose dans la suppression tumorale via l’induction par p53 du gène pro-apoptotique 
BAX.Depuis, de très nombreux gènes cibles de p53 impliqués dans le contrôle de l’apoptose 
ont été rapportés, reflétant la complexité de cette réponse. Ce rôle a ensuite été validé in vivo 
dans un modèle de souris transgénique exprimant l’oncogène Eµ-Myc140et confirmé dans les 
tumeurs humaines mutées pour TP53141. De plus, la surexpression de l’oncogène anti-
apoptotique Bcl2 promeut la lymphogenèse chez la souris tout autant que la perte de p53. 
Cependant, l’inactivation des gènes apoptotiques en aval de p53 comme Puma, Noxa ou Bax 
n’accélère la tumorigenèse que dans un contexte d’induction de la lymphogénèse par Eµ-
Myc, montrant une importance anti-tumorale de la voie apoptotiquedans le contexte des 
lymphomes B induits, mais également une redondance fonctionnelle entre ces gènes. Par 
ailleurs, la perte du gène cible apoptotique Perp induit des mélanomes chez la souris en 
réponse à l’irradiation117. De nombreux autres gènes cibles de p53 jouent un rôle dans la 
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promotion de la réponse apoptotique. Ils appartiennent soit à la voie extrinsèque comme les 
DRs telsFAS/CD95, DR4 et DR5/KILLER, soit à la voie intrinsèque comme ADORA2B 
codant pour un récepteur à l’adénosine impliqué notamment dans la réponse à l’hypoxie128. 
Parmi la grande famille des gènes pro-apoptotiques activés par p53, on note également 
APAF1, PIG3, P53AIP1, PIDD, SIVA, TIGARet la famille des miR34 ainsi que 
PKCδ142,TRIML2143et lincRNA-p21144. 

La protéine p53 peut également induire l’apoptoseindépendamment de son action 
nucléaire de facteur de transcription, en se liant directement,dans le cytoplasme et la 
mitochondrie,à plusieurs protéines pro- et anti-apoptotiques 145. p53 fonctionne dans ce 
contexte comme un détecteur et un activateur.En réponse à des signaux de mort cellulaire 
comme les rayonnements ionisants, p53 est rapidement relocalisée à la mitochondrie et 
induitdirectement le processus de perméabilisation membranaire MOMP, ce qui entraîne la 
libération de facteurs pro-apoptotiques de l’espace inter-membranaire. p53 peut également 
interagir avec les protéines BCL2, BCL-XL et BAK et agir comme un activateur direct ou un 
dé-répresseur146. Les fonctions transcriptionnelles et cytoplasmiques de p53 sont étroitement 
liées et dépendent de son domaine de liaison à l’ADN147.  Par exemple laprotéinePUMA 
induite par p53 peut lier la protéine anti-apoptotique BCL-XL et libérer ainsi p53 qui peut 
activer directement l’apoptose. Par ailleurs, lorsque p53 est constitutivement active, elle 
peutse substituer à PUMA pour l’activation directe de BAX148.  
 

IV.A.5. Nécrose : 
Outre l’apoptose, il existe une autre forme de mort cellulaire appelée nécrose 

caractérisée par une libération de contenu cellulaire provoquant une réponse inflammatoire 
dans le tissu environnant. Plusieurs mécanismes de mort cellulaire par nécrose ont été décrits : 
nécroptose, parthanatose, pyroptose et ferroptose149. p53 a été impliquée dans certaines de ces 
voies même si les mécanismes ne sont pas encore complètement compris. En l’absence de 
BAX et BAK, p53 peut induire la transcription de la protéine lysosomale cathepsine Q en 
réponse aux dommages à l’ADN et provoquer la nécrose de la cellule. Le stress oxydatif peut 
entraîner la nécrose via p53 en dépit d’une voie apoptotique fonctionnelle. Dans ce contexte, 
la p53 mitochondriale interagit avec la cyclophine D responsable de la réponse nécrotique. De 
plus, en réponse aux dommages induits par les dérivés réactifs de l’oxygène (Reactive Oxygen 
Species ou ROS), p53 active la protéine PARP1 pouvant causer la parthanatose, une forme de 
mort cellulaire induite par les poly(ADP) riboses.  Enfin, p53 peut sensibiliser les cellules à la 
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ferroptose (une forme de nécrose dépendante du fer intracellulaire) en régulant négativement 
le transporteur SLC7A11128,150. 

 
IV.A.6. Autophagie : 
L’autophagie est la dégradation par la cellule de ses propres composants via la 

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

L’autophagie peut diminuer l’activité de p53 mais aussi induire sa dégradation. p53 
peut activer l’autophagie en induisant un grand nombre de gènes cibles comme DRAM1, 
ULK1 et cathepsine D.  En réponse au stress métabolique, des composants de la machinerie 
autophagique, comme la protéine ATG7 qui lie p53 et induit un arrêt du cycle via p21, 
peuvent même moduler la réponse de la cellule à p53. De plus, p53 peut induire indirectement 
l’autophagie en inhibant mTOR (via sestrine 1 et 2) et la voie PI3K-AKT par exemple, mais 
également la limiter par ses fonctions anti-oxydantes ou par son action cytoplasmique en 
séquestrant les protéines autophagiques BRICC1 et HMGB1 128.Selon les études génomiques 
globales, cette autophagie participe à la fonction de suppression tumorale par p53 151. 
 

IV.A.7. Régulation du métabolisme cellulaire et réponses au stress nutritif : 
La reprogrammation métabolique est une propriété des cellules cancéreuses 

caractérisée par l’effet « Warburg » postulant que les cellules tumorales favorisent la 
glycolyse comme voie catabolique au détriment de la phosphorylation oxydative, même dans 
des conditions normales d’aérobie. Cette propriété oncogénique essentielle pour la 
prolifération des cellules cancéreuses est contrecarrée par p53 qui régule le métabolisme 
énergétique en diminuant les niveaux de la glycolyse et favorisant la respiration 
mitochondriale.  En effet, p53 dérégule les premières étapes de la glycolyse, en inhibant les 
transporteurs du glucose GLUT1 et GLUT4, via la répression transcriptionnelle,et GLUT3, via 
l’inhibition de NF-KB,ainsi que les étapes ultérieures de la glycolyse par l’induction de 
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TIGAR (TP53-inducible glycolysis and apoptosis regulator). L’hexokinase HK2 
(potentiellement cible de p53) est impliquée dans la glycolyse et peut induire l’activité de 
TIGAR dans une voie alternative de métabolisme du glucose (pentose phosphate pathway) 
aux capacités antioxydantes et source de riboses pour la réparation de l’ADN. De façon 
contradictoire, p53 peut inactiver la G6PDH impliquée dans cette voie alternative. p53 peut 
également réguler négativement l’expression d’autres enzymes glycolytiques, directement 
comme pour PGM ou indirectement via l’activation de miR-34a. La régulation des niveaux du 
glucose par p53 semble être dépendante du contexte et du tissu. En effet, p53 peut réguler 
également la néoglucogenèse positivement et négativement, notamment via PANK1 et SIRT6 
respectivement. Du fait que la glycolyse et la néoglucogenèse génèrent des intermédiaires 
similaires, l’inhibition de l’une ou l’autre des voies peut limiter la disponibilité des 
précurseurs anaboliques de la prolifération cellulaire128. 

Par ailleurs, p53 stimule la phosphorylation oxydative par l’activation de la 
cytochrome oxydase SCO2 et peut transactiver des gènes comme GLS2, SESN1 et SESN2117. 
p53 induit également la phosphorylation oxydative en inhibant l’expression de PDK2 et 
induisant celle de PARK2 (codant pour la parkine), résultant en une activation de la pyruvate 
déshydrogénase (PDH)152,153. Cette phosphorylation oxydative peut générer des ROS 
conduisant à un stress oxydatif. Les ROS peuvent activer p53, qui à son tour réduit leurs 
niveaux, via TIGAR, CPT1C, sestrine, GPX1, ALDH4 et NRF2128. Cette activité anti-
oxydante de p53 est nécessairepour la phosphorylation oxydative qui est responsable à son 
tour de la production de ROS. Les cellules cancéreuses favoriseraient la glycolyse par rapport 
à la phosphorylation oxydative, en partie pour limiter la production de ROS en l’absence de 
p53. De plus, l’autophagie p53-dépendante, que nous venons de présenter, est également 
importante pour la régulation de l’homéostasie métabolique. 

En réponse à l’absence de nutriments cellulaires, p53 est activée par la kinase AMPK 
et par la déshydrogénase MDH1ainsi que par le dysfonctionnement de la biogénèse des 
ribosomes. Dans ce contexte, p53 peut également promouvoir l’oxydation des acides gras, 
une fonction activée par le manque de folate et qui peut conduire à une réponse apoptotique. 
De plus, le manque d’acides aminés, comme la méthionine, la sérine ou la glutamine, peut 
entraîner un arrêt du cycle ou une apoptose p53-dépendants128.Globalement, plusieurs des 
fonctions métaboliques de p53 semblent reliées à la capacité de la cellule à lutter et survivre 
au stress nutritif. Dans ce contexte, p53 permet de préserver l’énergie en activant l’arrêt du 
cycle et inhibant la prolifération cellulaire, tout en facilitant les réponses cataboliques. Le 
changement métabolique dans les cellules cancéreuses,souvent associé avec la perte de 
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p53,favorise les capacités anaboliques des cellules cancéreuses (essentielles pour leur 
prolifération).Il peut également rendre les tumeurs vulnérables aux fluctuations nutritives. Les 
fonctions métaboliques de p53 constituent donc actuellement un champ de recherche 
émergeant important. 
 

IV.A.8. Barrière à l’invasion et l’angiogenèse : 
La perte de p53 favorise l’agressivité des cellules tumorales. En effet, p53 limite la 

motilité et l’invasion des cellules primaires en culture et des cellules cancéreuses,inhibant 
ainsi la dissémination métastatique, par exemple par la répression transcriptionnelle de LASP1 
codant pour une protéine d’adhésion focale154,155. De plus, p53 bloque la transition epithélio-
mésenchymateuse (EMT), importante pour la formation de métastases, en modulant 
l’expression des familles de facteurs de transcription SNAIL, TWIST et ZEB. Le rôle de p53 
dans la formation d’un microenvironnement anti-tumoral s’inscrit dans le cadre de ses 
fonctions cellulaires non-autonomes(dépendantes des cellules avoisinantes). p53 inhibe le 
recrutement de vaisseaux sanguins au foyer tumoral. Elle transactive des gènes comme 
TSP1qui code pour un inhibiteur de l’angiogenèse(la thrombospondine 1)117. De plus, p53 
active l’expression de maspine qui joue un rôle dans l’inhibition de l’angiogenèse mais 
également dans la migration cellulaire et l’invasion des métastases156. 

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

Par ailleurs, p53 peut aussi contribuer à la suppression tumorale par l’inhibition des 
caractéristiques des cellules souches. En effet, le rôle de p53 dans le blocage de la 
reprogrammation des iPS (induced Pluripotent Stem cells)et des caractéristiques 
pluripotentes des cellules souches cancéreusesa été montré, notamment par l’induction de 
p21, PUMA etmiR145 et la répression de nestine128. 

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

chacune de ces fonctions, sont résumés dans la Figure 11 ci-dessous. 
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Figure 11 : La suppression tumorale p53-dépendante avec A. les différentes fonctions de 
p53 en réponse à divers stress et B. les gènes cibles impliqués. Figure extraite de réf. 117 
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IV.B.Altérations de p53 dans les cancers 
Les mutations somatiques de p53 sont les altérations les plus fréquentes dans les 

cancers humains non hématologiques. Leur incidence dépend du type et du stade de la tumeur 
: 96% dans les carcinomes ovariens séreux, 54% dans les carcinomes du sein invasifs, 86% 
dans les carcinomes à petites cellules du poumon, et 75% dans les carcinomes du 
pancréas111,157. L’activité de p53 peut être perdue ou altérée par différents mécanismes 
(comme la surexpression de MDM2 ou MDM4 ou la liaison à des protéines virales). 
Cependant, dans la majorité descas (75%), les modifications de l’activité de p53sont dues à 
des mutations faux-sens du gèneTP53 (entraînant l’expression d’une protéine mutée dont la 
fonction est altérée), plutôt que des délétions (entraînant la perte du suppresseur de tumeur ou 
une protéine tronquée comme c’est le cas pour d’autres protéines comme PTEN, BRCA1 ou 
RB). Cette particularité suggère un avantage biologique de ces mutations pour le 
développement du cancer. Elles se produisent le plus souvent par un mécanisme en deux 
temps : une mutation faux-sens sur un allèle du gène TP53, et une perte d’hétérozygotie par 
délétion de l’autre allèle.Les mutations les plus fréquentes (environ 86%), appelées 
« hotspot », sont présentes dans la séquence du gène TP53 codant pour les résidus de 125 à 
300 du domaine de liaison à l’ADN (DBD)157. Cependant presque tous les codons du DBD 
peuvent être mutés dans les cancers humains à des fréquences variables, ainsi que les autres 
domaines de la protéine. Le spectre des tumeurs diffère selon l’effet de la mutation : perte 
d’activité de p53, gain de nouvelles fonctions oncogéniquesou capacité de la protéine mutée à 
inhiber la p53 sauvage. De plus, certaines mutations peuvent avoir des effets différents selon 
les tissus examinés, ainsi qu’une fréquence de distribution pouvant refléter l’implication du 
mutagène dans le développement du type de tumeur dans certains cas158. Par exemple, le 
cancer des poumons chez les fumeurs (exposées au carcinogène chimique benzo(a)pyrene)est 
corrélé à une forte prévalence de conversions de guanine en thymidine le plus souvent aux 
codons 157, 158, 245, 248 et 273 de p53159. De plus, l’aflatoxine est un carcinogène qui a été 
associé à la mutation « hotspot » R249S dans les carcinomes hépatocellulaires chez les 
populations soumises à de fortes expositions 160. Cette « signature » retrouvée par différentes 
équipes a par la suite été réfutée notamment par Denissenko et al. qui postule qu’elle résulte 
plutôt d’un phénomène de sélection ultérieur à l’exposition à l’agent mutagène 161,162.  

Une étude récente montre que la délétion du bras court (p) du chromosome 17 humain 
(qui porte le gène TP53), un événement fréquent dans les tumeurs humaines, semble conférer 
des phénotypes plus sévères que la simple perte de TP53, notamment par la délétion 
d’autresgènes suppresseurs de tumeur163.D’autres mutations sont retrouvées dans les cancers 
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comme les décalages de cadre de lecture (11% des mutations), les mutations silencieuses qui 
peuvent affecter l’épissage de l’ARN ou sa stabilité et les mutations qui affectent les 
isoformes de p53 164.Par ailleurs, le microenvironnement joue un rôle important dans la 
progression tumorale. Des mutations de TP53 ont ainsi été retrouvées dans le stroma de 
certains cancers du sein et dans des fibroblastes associés à des carcinomes chez l’Homme. 
Ainsi, des cellules stromales très prolifératives, déficientes en p53, sont capables de faciliter 
la croissance des cellules épithéliales tumorales exprimant une p53 WT157. Les différentes 
altérations de TP53 dans les tumeurs peuvent donc conduire à des phénotypes distincts selon 
la nature de la mutation et l’étendue de la délétion, ce qui contribue à l’hétérogénéité 
tumorale.  

IV.B.1. Les mutations germinales 
Des mutations germinales du gène TP53 sont responsables d’un syndrome héréditaire 

deprédisposition au cancer : le syndrome de Li-Fraumeniou LFS (du nom des deux 
chercheurs, Frédérick Li et Joseph Fraumeniqui l'ont décrit en 1969). Les cellules de ces 
patients, hétérozygotes pour TP53, perdent souvent le 2ème allèle par le phénomène de perte 
d’hétérozygotie (Loss Of Heterozygocity ou LOH), qui est un phénomène commun aux gènes 
suppresseurs de tumeur. La définition clinique de ce syndrome selon Li et Fraumeni inclut un 
cas index présentant un sarcome avant l’âge de 45 ans, un apparenté au premier degré 
présentant un cancer avant l’âge de 45 ans et un apparenté au premier ou second degré 
présentant un cancer avant l’âge de 45 ans ou un sarcome à n’importe quel âge165. Les 
familles qui ne présentent pas tous ces critères sont définies comme « Li-Fraumeni Like »166. 
Ce syndrome héréditaire rare se manifeste par l'association familiale d'un large spectre de 
cancers incluant des ostéosarcomes, des sarcomes des tissus mous,des cancers du sein, des 
tumeurs du système nerveux centralet des leucémies. Un grand nombre d’autres tumeurs 
incluant des lymphomes, des mélanomes ainsi que des cancers du poumon et du tube digestif 
ont également été décrits chez des familles LFS et apparaissent à un âge précoce 167,168. L'âge 
moyen d'apparition des cancers est précoce, avant l’âge de 40 ans dans 50 % des cas et avant 
60 ans dans 90 % des cas. De plus, les femmes portant une mutation de TP53 sont exposées à 
un risque plus élevé de développer des tumeurs et à un âge plus jeune que les hommes166. Par 
ailleurs, les patients Li-Fraumeni ont tendance à développer des tumeurs secondaires au 
traitement par radiations ionisantes 165,169.Des mutations germinales de TP53 ont été 
rapportées dans environ 80% des familles LFS « classiques » et dans 20 à 40% des familles 
LFL. Des modificateurs génétiques du phénotype du LFS peuvent exister comme le SNP 309 
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de MDM2(rs2279744)associé à une apparition plus précoce des tumeurs, surtout en 
association avec le SNP P72R de TP53(rs1042522)166. 

 
IV.B.2. Les mutations « hotspot » 
Les neuf mutations du gène TP53 les plus fréquentes dans les cancers humains : 

R175H, Y220C, G245S, R248Q, R248W, R249S, R273H, R273C et R282W sont localisées 
au niveau de sept résidus « hotspots » du domaine de liaison à l’ADN (DNA Binding Domain 
ou DBD) de p53 (Figure 12). “L’hypermutabilité” de ces sites pourrait découler de 
l’association de différents facteurs qui dépendent de la nature de la séquence ADN ainsi que 
de l’effet de la mutation. Par exemple, ces codons comportent des sites CpG avec des 
cytosines fréquemment méthylées dont la déamination induit une transition de la cytosine en 
thymidine, une mutation fréquente dans les cancers 159. De plus, la position de ses résidus au 
niveau du domaine de liaison à l’ADN, explique l’impact de leurs mutations sur la fonction de 
ce facteur de transcription. Un autre avantage sélectif de ces mutations « hotspot » est qu’elles 
peuvent conférer un gain de fonction oncogénique à la protéine mutante.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 12 : Schématisation de la fréquence des mutations de p53 dans les cancers 
humains et de la structure du DBD avec les résidus « hotspot ». Figure extraite de réf. 49 
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Classiquement, on distingue deux catégories de mutations « hotspots »de p53 : d’une 
part les mutations de contact concernent des acides aminés qui sont impliqués dans le contact 
direct avec l’ADN et qui compromettent l’activité transcriptionnelle de p53 etd’autre part les 
mutations de structure qui modifient la conformation tridimensionnelle de la protéine 
affectant ainsi sa fonction 170. Cette classification est simplifiée, et ces différentes mutations 
peuvent entraîner des changements subtils dans la stabilité et la structure de la protéine. Des 
expériences in vitro suggèrent que ces deux types de mutations peuvent coopérer avec la voie 
de signalisation H-Ras par des mécanismes distincts mais entraînant un profil d’expression et 
de tumorigenèse similaire 158. 

Les mutations de contact les plus fréquentes concernent les résidus 248 et 273.  Par 
exemple, les mutations « hotspots » R273H et R273C affectent l’acide aminé arginine 273 qui 
est en contact direct avec l’ADN (Figure 12). Selon les études structurales, ces deux 
mutations ont un effet mineur sur la stabilité thermodynamique de la protéine et les 
changements structuraux qu’elles entraînent sont localisés et ne perturbent pas l’architecture 
globale de la surface de liaison à l’ADN. Cependant, la liaison de ces protéines mutées à leurs 
gènes cibles est largement réduite in vitro et la spécificité de leur liaison est perdue.La 
protéine p53 est intrinsèquement instable, ce qui la rend susceptible à l’inactivation par des 
mutations oncogéniques qui diminuent sa stabilité thermodynamique entraînant la perte de sa 
conformation. La mutation G245S induit un changement structural faible qui affecte la 
dimérisation des DBD et donc la coopérativité de liaison à l’ADN. La mutation R249S induit 
des changements plus importants entraînant une flexibilité accrue de la boucle L3 qui lie 
lepetit sillon de l’ADN et perturbant ainsi le contact à l’ADN de l’arginine 248 adjacente et 
l’interface de dimérisation. Ces deux mutations affectent la liaison du DBD muté à ses gènes 
cibles. Des effets similaires sont observés avec la mutation structurale R175H qui est 
supposée perturber la région qui lie l’ion zinc. La mutation R282W résulte en une perte des 
interactions stabilisatrices comme les ponts d’hydrogènes et les liaisons hydrophobes, 
entraînant une déstabilisation de l’équilibre thermodynamique de la protéine mutée, même si 
l’architecture générale du DBD est conservée. Les mutations dans la région en « β-
sandwich »qui sert d’échafaudage pour la structure du DBD, comme la mutation « hotspot » 
Y220C, sont très déstabilisantes, et diminuent la stabilité thermodynamique de la protéine 
d’environ 4,8 kcal/mol. A noter que la stabilité thermodynamique qui détermine l’équilibre 
conformationnel de la protéine (entre structure repliée ou relâchée) est différente de la 
stabilité protéique qui définit le niveau cellulaire de la protéine (équilibre entre sa production 
et sa dégradation) 32,49. 
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La protéine p53 mutée s’accumulesouvent dans les cellules cancéreuses. Ceci est dû 
soit à l’inhibition de la dégradation de p53 suite à un défaut d’induction par p53 du gène 
codant notamment pour son ubiquitine ligase MDM2, soit à l’agrégation de la p53 mutée en 
raison de ses changements conformationnels. Cette accumulation d’une p53 mutée peut jouer 
un rôle dans la tumorigenèse par son effet dit dominant négatif sur la protéine sauvage (WT). 
En effet, p53 agissant sous forme d’un homotétramère, ces protéines mutées peuvent avoir un 
effet inhibiteur sur la protéine p53 WT en la liant dans un tétramère inactif. Dans ce cas, les 
cellules hétérozygotes pour la mutation à effet dominant négatif présentent un phénotype de 
tumorigenèse plus sévère que les cellules p53+/-. De plus, certains de ces mutants présentent 
un spectre tumoral plus large à l’état homozygote que celui causé par la simple perte de p53, 
indiquant que les protéines mutéesont acquis de nouvelles fonctions oncogéniques (mutations 
à effet néomorphe)158. Ce gain de fonction oncogénique des mutants de p53 inclut une 
tumorigenèse accrue, un potentiel métastatique, une résistance aux thérapies et une instabilité 
génomique171.De plus, les patients Li-Fraumeni portant l’une de ces mutations faux-sens au 
niveau du domaine de liaison à l’ADN de type gain de fonction,présentent une incidence plus 
élevée et une apparition des tumeurs plus précoces (9 à 15 ans plus tôt) que ceux portant 
d’autres types de mutations ou une délétion du gène TP53157. Les propriétés des protéines 
sont très hétérogènes selon les mutations et dépendent probablement des diverses 
conformations induites par ces différentes mutations. Elles peuvent être le résultat des 
changements dans la spécificité de liaison à l’ADN induisant ainsi de nouveaux programmes 
transcriptionnels, ou des interactions avec d’autres protéines affectant l’expression des gènes. 
De plus, les p53 mutées ayant une structure non repliée,mais pas celles de contact, peuvent 
spécifiquement lier p63 et p73 et diminuerl’activité apoptotique de ces derniers 171. 

 
IV.B.2.a. Etude des mutations « hotspot » in vivo 
Les souris KO pour p53 développent spontanément des tumeurs, en particulier des 

lymphomes T et des sarcomes. La pénétrance complète du phénotype tumoral causé par la 
perte de p53 in vivo a conforté l’idée que p53 est un suppresseur majeur de tumeur. 
Cependant, la plupart des cancers humains sont des carcinomes, qui sont rarement observés 
dans ces modèles murins. La création de souris « Knock-In » (KI) exprimant des mutations 
ponctuelles de p53 et notamment les mutations « hotspot », induit, à la différence des souris 
KO, un phénotype tumoral proche du spectre humain, avec un degré élevé d’hétérogénéité, 
des carcinomes plus fréquents et des tumeurs très invasives et métastatiques 171. Les mutations 
R172H ou R270H par exemple (équivalentes aux R175H et R273H chez l’Homme) sont 
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respectivement des mutations de structure et de contact qui ont un effet gain de fonction. Les 
mutants R246S (R249S humain) et G245S (mutant humanisé) au contraire ne montrent 
aucune acquisition de nouvelles fonctions, mais la protéine mutée R246S semble avoir un 
effet dominant négatif sur la protéine WT chez les souris p53+/R246S. Cependant, seules les 
souris humanisées R248Q développent des tumeurs plus rapidement que les souris KO avec 
une durée de vie significativement plus réduite, concordant avec l’apparition précoce de 
tumeurs chez les patients Li-Fraumeni exprimant cette mutation. De façon intéressante, cet 
effet n’est pas observé chez les souris humanisées R248W même si les deux mutations du 
résidu arginine 248 sont des mutations de contact 158. La mutation R282W semble avoir des 
effets gain de fonction dans les études sur les cellules de patients 172, et n’a pas encore été 
étudiée chez des modèles murins, tout comme la mutation Y220C. L’analyse de cesmutations 
« hotspot »in vivo est donc essentielle pour comprendre leur effet et pour développer des 
stratégies thérapeutiques les ciblant, d’autant plus que les effets de ces mutations sont 
différents dans les tumeurs humaines et sont reflétés par l’hétérogénéité du syndrome Li-
Fraumeni. En effet, le codon 248 est plus souvent muté dans les tumeurs pancréatiques, alors 
que dans les tumeurs du sein par exemple les mutations les plus fréquentes affectent les 
codons 275 et 175, suggérant des activités spécifiques de certaines mutations 157. Concernant 
les deux mutations les moins étudiées, Y220C et R282W, elles sont le plus fréquemment 
retrouvées dans les cancers de l’ovaire et de l’os respectivement (selon la base de données 
IARC TP53 R18 Avril 2016).  

 
IV.B.2.b. Mécanismes de gain de fonction 
L’étude de toutes ces souris KI a permis d’établir plusieurs mécanismes d’acquisition 

de fonctions oncogéniques par la p53 mutée dont : son rôle inhibiteur sur la protéine MRE11 
entraînant une instabilité génomique 173, l’activation de certaines voies de signalisation 
comme PDGFRβ pour le cancer du pancréas 174et l’activation transcriptionnelle de protéines 
oncogéniques comme la phospholipase PLA2G16175, ainsi que de confirmer le rôle de 
p63/p73 dans l’inhibition de l’activité anti-tumorale de p53 176. En effet, certaines p53 mutées 
sont capables d’induire une panoplie de gènes favorisant la tumorigenèse comme IGF1R, 
EGFR, TIMM50, ITGB4, etc157. D’autres mécanismes sont en jeu comme l’activation de la 
prolifération cellulaire par certaines cyclines et par d’autres signalisations prolifératives (telles 
les récepteurs de la vitamine D ou la synthèse des stéroïdes) ou encore de l’angiogenèse, via 
ID4. De plus la p53 mutée peut lier différents partenaires et avoir même des activités 
cytoplasmiques comme la séquestration de la protéine DAB2IP pour la reprogrammation de la 
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signalisation TNFα. L’hypothèse principale est que la p53 mutée interagit avec plusieurs 
facteurs de transcription (comme NF-Y, SREBP1/2, ETS2, etc.) induisant l’activation 
aberrante de voies oncogéniques. Des études de surexpression d’une p53 mutée ont permis de 
découvrir le rôle de ces mutants dans la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), un 
processus qui favorise les métastases177. Des études récentes montrent que plusieurs mutants 
de p53 stimulent l’effet Warburg dans les cellules cancéreuses, et qu’ils peuvent avoir un effet 
gain de fonction indépendamment de la transcription en régulant négativement AMPK 
(AMPactivated protein Kinase) impliquée dans le métabolisme 171. Plus récemment, Zhu et al. 
ont montré que des p53 mutées,et pas la WT, peuvent lier et induire des gènes régulateurs de 
la chromatine dont les méthyltransférases MLL1 et MLL2 et l’acétyltransférase MOZ (des 
transférases qui sont régulées positivement dans les tumeurs exprimant une p53 mutée 
uniquement), résultant en une augmentation globale de la méthylation et l’acétylation des 
histones 178. Ainsi, différents mécanismes peuvent contribuer au phénotype de gain de 
fonction. 

 
IV.C. La mutation « hotspot » Y220C 

 Y220C est la 9ème mutation « hotspot » par ordre de fréquence dans les cancers 
humains. Selon la base de données IARC-TP53, cette mutation concerne environ 100 000 
nouveaux cas de cancers sporadiques par an et a été retrouvée dans 38 tumeurs germinales 
(correspondant à 10 familles Li-Fraumeni) et le plus souvent dans les ostéosarcomes. C’est la 
mutation la plus fréquente du DBD de p53 en dehors de la surface de contact avec l’ADN. En 
effet, selon les études structurales, la tyrosine 220 est située à la base de la structure en β-
sandwichet en position distale par rapport à l’interface de liaison à l’ADN (Figure 12). Par 
ailleurs, la mutation de la tyrosine en cystéine crée une cavité accessible aux solvants, en 
raison de la perte des interactions hydrophobes49.Du fait des changements conformationnels 
qu’elle induit, cette mutation structurale déstabilise la structure du DBD et diminue sa 
stabilité thermodynamique de 4 kcal/mol avec plus de 80% des protéines p53Y220C sous une 
forme non repliée du DBD et inactive à la température corporelle, sans pour autant changer la 
conformation globale du reste de la protéine179. Cette déstabilisation thermodynamique est 
également favorisée par la formation d’un déhydron, une structure accessible par les 
molécules d’eau et donc instable 180. Par ailleurs, cette cavité créée par la mutation et qui est 
éloignée de la surface de contact avec l’ADN constitue une stratégie de ciblage prometteuse 
pour une thérapie anti-tumorale spécifique de réactivation de la protéine mutée (voir 
paragraphe IV.D. ci-dessous).  
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IV.D. Thérapies anti-cancéreuses ciblant la voie p53 
L’efficacité des chimiothérapies par des agents anti-cancéreux (doxorubicine, 

cisplatine) et des irradiations gamma reposent en partie sur la réponseaux dommages à 
l’ADNdépendante de p53. Ainsi, des mutations dans la voie p53 conduisent souvent à une 
résistance de la tumeur à ces traitements. Des stratégies variées visent à restaurer la fonction 
de p53 ou à inhiber sa signalisation aberrante. La restauration de l’activité de p53 a pu être 
obtenue chez des patients, par exemple par l’introduction de p53 par un adénovirus181. Cette 
stratégie constitue une preuve de principe pour lesthérapies géniquesvisant à restaurer p53, 
mais les patients traités développent des métastases, réduisant ainsi l’efficacité de ces 
thérapies. D’autres approches exploitent plutôt le statut des mutations de p53 puisque dans la 
plupart des tumeurs le gène TP53 est muté et que la protéine résultante s’accumule sous sa 
forme inactive et peut même avoir des propriétés oncogéniques. Dans ces cas, des drogues 
sont administrées qui induisent la conformation sauvage de la protéine et restaure son activité 
ainsi que sa dégradation pour éviter ses effets délétères ou son interaction non désirée avec 
des partenaires 182. 

Par exemple, des études de criblage in silicod’une librairie de peptideset par 
cristallographie ont permis d’élaborerdes molécules dérivées du carbazole (comme 
PhiKan083), qui fixent la cavité créée par la mutation « hotspot » Y220C du DBD183. Cette 
liaison augmente la température de dénaturation du DBD et diminue son agrégation, pouvant 
ainsi restaurer la fonction de la protéine sauvage in vitro. Des molécules dérivées comme le 
PK7088, ont été testées dans les lignées humaines de cellules cancéreuses portant la 
mutation179. Des modifications chimiques (rajout de groupes halogénés, études de la plasticité 
structurale par cristallographie dynamique en présence de différents ligands) sont toujours en 
cours afin de stabiliser ces molécules, de diminuer leur constante de dissociation et d’obtenir 
ainsi des composés biologiquement actifs 184. Ces composés sont donc très prometteurs en 
matière de stratégie thérapeutique ciblée et spécifique de la protéine p53 mutée. Leurs effets 
secondaires sont présumés minimes en raison de l’éloignement de la cavité visée du reste de 
la structure fonctionnelle. Ainsi, ils doivent cibler spécifiquement une région qui n’est pas en 
contact direct avec l’ADN49. Cependant,leur étude in vivo est importante pour valider leur 
efficacité et spécificité mais aussi pour évaluer leur toxicité dans des modèles pré-cliniques. 

D’autres molécules permettent d’inhiber les interactions oncogéniques de la p53mutée 
en empêchant par exemple son interaction avec p63 ou p73, ce qui conduit à un effet anti-
tumoral illustré par la régression de tumeurs xénogreffées chez la souris 181.Concernant les 
mutations non-sens de p53 conduisant à une protéine tronquée, des thérapies à base 
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d’antibiotiques permettent l’expression de la p53 pleine longueur mais à partir de la séquence 
mutée du gène TP53 171.Par ailleurs, dans les tumeurs exprimant une p53 WT, la fonction de 
p53 est souvent compromise par différentes altérations conduisant souvent à l’augmentation 
d’activité de ses principaux inhibiteurs MDM2 et/ou MDM4. Ces tumeurs sont 
déficientesdans leur capacité à activer p53 en réponse au stress et présentent une dégradation 
excessive de p53, notamment par MDM2. Dans ce type de tumeurs, les stratégies consistent à 
cibler ces régulateurs par de petites molécules qui miment le peptide p53 par exemple et qui 
vont interagir avec la cavité hydrophobe de MDM2, agissant ainsi par encombrement 
stérique181.La Nutlin3fait partie de ces molécules qui stabilisent et activent p53, mais son 
action unique n’est pas suffisante pour la régression tumorale. Sa combinaison à d’autres 
thérapies, comme des inhibiteurs des kinases CDK (par DRB et roscovitine par exemple), 
sensibilise p53 à la réponse à la Nutlin 185. Ces thérapies réactivant p53(Tableau 1) sont 
utilisées avec précaution à cause des effets toxiques de l’activation de p53 sur les cellules 
non-tumorales. La stabilisation de certains peptides par des hydrocarbones (méthodede 
« peptide stapling ») permet d’augmenter l’efficacité de ces traitements mais présentent des 
limites notamment en raison de leur coût élevé et de leur risque de précipitation. 
                      Tableau 1 : Récapitulatif de quelques exemples de thérapies anti-tumorales ciblant la voie p53.Données extraites de réf. 171,181,182,184,186-190 
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  Les cellules tumorales développent une dépendance à la p53mutée pour leur survie, 
leur prolifération et leur potentiel invasif. Des stratégies alternatives de létalité synthétique 
consistent à exploiter la vulnérabilité des cellules tumorales imposée par les altérations de la 
voie de signalisation de p53. Par exemple, dans les tumeurs déficientes pour p53, l’inhibition 
d’ATM peut les sensibiliser à la chimiothérapie génotoxique par des inhibiteurs de 
topoisomérase. Ainsi, les dommages à l’ADN non réparés induisent une catastrophe mitotique 
et donc la mort des cellules tumorales. De plus, des stratégies de létalité synthétique reposent 
sur l’inactivation de miRNAs ciblant spécifiquement les cellules tumorales selon le statut de 
p53 ou d’autres suppresseurs de tumeurs189.De plus, certaines p53mutées induisent l’effet 
Warburg par exemple chez les souris p53R172H/R172H via RhoA/ROCK, et l’inhibition de 
cettesignalisation peut contrecarrer cet effet. Enfin, le potentiel invasif de la p53 mutée peut 
être dû à la signalisation EGFR et des inhibiteurs de l’EGFR peuvent alors agir 
spécifiquement sur les cellules tumorales mutées pour p53 182.Par ailleurs le statut de certaines 
isoformes de p53 (comme les isoformes tronquées du CTD) est corréléàcertaines réponses, 
comme la réponse à la chimiothérapie 191. De plus, des ratios d’expression d’isoformes 
spécifiques sont des marqueurs de mauvais pronostic et des stratégies ciblant les facteurs qui 
les régulent peuvent être envisagées pour limiter la progression tumorale 17. De plus, 
l’activation de l’immunité anti-tumorale semble importante pour l’efficacité des thérapies 
conventionnelles 192. 

De par la complexité de la voie p53, la combinaison de plusieurs stratégies 
thérapeutiques semblenécessaire pour espérer obtenir des résultats en clinique. Ces stratégies 
conduisent souvent à des effets secondaires comme le développement de tumeurs secondaires 
ou encore l’acquisition d’une résistance aux traitements. Certaines de ces molécules peuvent 
aussi avoir des effets indésirables en raison de leur action non spécifique comme par exemple 
l’inhibition de ligases non spécifiques dans le cas des stratégies ciblant MDM2. De plus, la 
plupart de ces approches présentent des toxicités dues à l’activation systémique de p53, à 
l’effet dominant négatif de la p53mutée sur la p53 WT réintroduite ou à l’hétérogénéité 
phénotypique des différentes p53mutées.Ainsi, « les thérapies anti-tumorales doivent être 
façonnées au statut de p53 propre à chaque tumeur » 193. 
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V. p53 : émergence d’autres fonctions 
 

V.A. Fonctions physiopathologiques 
Outre son rôle majeur et crucial dans la suppression tumorale, p53 est impliquée dans 

d’autres processus physiologiques et pathologiques. p53 joue notamment un rôle clé dans la 
protection de la peau à l’exposition aux UV, via son rôle dans la pigmentation.En effet, il 
induitl’expression de POMC, un complexe contenant α-MSH (α-Melanocyte-Stimulating 
Hormone),qui active le facteur de transcription des mélanocytes MITF. Par ailleurs, certaines 
études montrent que p53 peut modérer la réponse immunitaire innée en inhibant la voie NF-
κB. p53 peut également restreindre la longévité et promouvoir le processus de vieillissement. 
Enfin, p53 régule la prolifération et la différentiation des cellules souches, ainsi que le 
métabolisme cellulaire et la respiration mitochondriale, des fonctions liées à son rôle de 
suppresseur de tumeur 19(voir paragraphe IV.A.).  

En plus de ces effets protecteurs, un domaine émergeantde la recherche sur p53 est 
que cette protéine, à l’état sauvage peut être impliquée dans certaines pathologies. Ainsi, 
l’activation de p53 entraîne certains des phénotypes délétères des accidents vasculaires et 
cérébraux, des maladies neuro-dégénératives et des effets génotoxiques de la thérapie anti-
tumorale. En effet, en plus de l’induction de ses gènes cibles canoniques, p53 peut 
réguler,souvent au niveau basal non induit, un nombre additionnel de gènes impliqués dans 
des processus cellulaires variés. Par exemple, dans les modèles animaux de la maladie de 
Parkinson, la perte de l’expression de la protéine DJ-1 conduit à une augmentation des 
niveaux de p53, résultant en une mort des cellules neuronales. De la même façon, une 
déficience en activité de la protéine parkine, un facteur de transcription qui peut réprimer p53, 
aggrave le phénotype de mort cellulaire chez les patients atteints de maladie de Parkinson. 
Durant le développement de la maladie de Huntington, l’induction de p53 par la voie des 
dommages à l’ADN contribue à la mort cellulaire. Des études associent également l’induction 
de p53 à la mort neuronale dans la maladie d’Alzheimer. L’induction de p53 par les 
dommages à l’ADN contribue aussi aux effets secondaires de la radiothérapie et de la 
chimiothérapie et à leur toxicité cellulaire.Par ailleurs, l’apoptose p53-dépendante induite par 
l’ischémie et l’infarctus cardiaque, contribue aux lésionstissulaires associées à ces maladies. 
Récemment desmodèles murins ont permis de montrer que p53 peut médier certains effets 
pathologiques de l’inflammation chronique 19. L’activation de p53 est également impliquée 
dans certaines maladies génétiques comme la DBA (Diamond Blackfan Anemia) 24. Des 
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études récentes suggèrent le rôle de variations génétiques au locus p53 et de l’instabilité 
génomique de la région 17p13.1, dans la prédisposition à certaines maladies comme l’obésité, 
le diabète de type 2 et l’autisme 194,195.  

p53 joue également un rôle au cours du développement embryonnaire. En effet, 
certaines souris invalidées pour le gène Trp53 (p53KO) présentent un phénotype 
d’exencéphalie embryonnaire létale affectant 23% des embryons femelles p53KO, suggérant 
un rôle de p53 dans la fermeture du tube neural probablement par l’induction de l’apoptose 
196. p53 est également capable de contrôler l’implantation de l’embryon en régulant 
l’expression du gène LIF (Leukaemia-Inhibitory Factor), ce qui explique la petite taille des 
portées des souris p53KO. De plus, l’étude d’un modèle murin exprimant de façon 
concomitante, une p53 WT et une p53 extrêmement stable mais transcriptionnellement 
inactive, a montré que l’activation inappropriée de la p53 WT dans ce contexte entraîne le 
syndrome CHARGE caractérisé par des anomalies du développement et une létalité 
embryonnaire (plus tardive que celle causée par la perte des régulateurs de p53)39. Par 
ailleurs,p53 est exprimée dans les cellules souches hématopoïétiques (Hematopoietic Stem 
Cells ou HSCs) et régule leur quiescence et leur auto-renouvèlement. Dans certaines 
conditions, l’inhibition de p53 peut permettre la prolifération des HSCs et accélérer la 
reconstitution de la moelle osseuse sans compromettre la pluripotence de ces cellules. 
Cependant, une augmentation excessive du niveau de p53 ou une p53 constitutivement active 
(souris transgéniques ou KI par exemple) résulte en une perte des cellules souches adultes 
dans plusieurs tissus, dont la moelle osseuse, et peut entraîner un phénotype de vieillissement. 
Ce rôle d’inhibition de l’auto-renouvèlement par p53 concerne également les cellules souches 
neurales et mammaires ainsi que les iPS (induced Pluripotent Stem cells) 197. Dans l’intestin 
de la souris, p53 peut jouer un rôle dans la différentiation des cellules souches en cellules 
caliciformes, dans certaines conditions comme le défaut des ribosomes 139. Ainsi l’activité de 
p53 peut être bénéfique ou néfaste selon le contexte, d’où l’intérêt de la régulation fine de 
p53.  

 
V.B. Les syndromes d’insuffisance médullaire 

 Les syndromes d’insuffisance médullaire héréditaire (Inherited Bone Marrow 
Failure Syndromeou IBMFS) sont un groupe de maladies rares, biologiquement distinctes 
mais qui partagent des ressemblances cliniques. Cette famille hétérogène comprend des 
maladies génétiques complexes : la dyskératose congénitale (DC), l’anémie de Fanconi (FA), 
l’anémie de Blackfan-Diamond (DBA), le syndrome de Shwachman-Diamond (SDS), la 
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thrombocytopénie avec aplasie radiale (TAR), la thrombocytopénieamégacaryocytaire 
congénitale (CAMT) et la neutropénie congénitale sévère (SCN). Ces syndromes sont tous 
caractérisés par ladiminution importante, dans la moelle osseuse,d’au moins une des trois 
lignées hématopoïétiques (érythrocytes, leucocytes et plaquettes). Le plus souvent les trois 
lignées sont atteintes, d’oùune pancytopénie (anémie, leucopénie et thrombocytopénie). Ces 
syndromes sont également caractérisés par des malformations physiques, plus ou moins 
spécifiques de chaque maladie, et par une prédisposition au cancer. Dans certains de ces 
syndromes, les désordres hématologiques peuvent apparaître dès la période néonatale comme 
pour laneutropénie congénitale sévère. Pour les autres syndromes, comme la dyskératose 
congénitale ou l’anémie de Fanconi, lespatients développent une cytopénie plus tardive mais 
peuvent présenter dès la naissance des anomalies congénitales et des malformations 
caractéristiques. De nombreux gènes responsables de ces syndromes ont été identifiés, 
notamment ceux impliqués dans le métabolisme des télomères pour la dyskératose 
congénitale, dans la réparation de l’ADN pour l’anémie de Fanconi ou encore dans la 
biogénèse des ribosomes pour l’anémie de Blackfan-Diamond et le syndrome de Shwachman-
Diamond (Tableau 2). Cependant il reste un grand nombre de patients atteints d'aplasie 
médullaire idiopathique dont la cause génétique n'est pas identifiée198,199.  
 

 
 
 
 
 

 
 

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

Le diagnostic précoce de ces syndromes peut être difficile alors qu’il est crucial pour 
l’administration des bons traitements, l’anticipation des complicationset le conseil génétique 
des familles. Comprendre les bases moléculaires qui différencient ces syndromes permettrait 
de mieux les diagnostiquer et de développer de meilleurs traitements.  Des perturbations dans 
certaines des voies cellulaires responsables de ces maladies peuvent induire la voie p53. En 
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effet, l’érosion des télomères, l’accumulation de dommages à l’ADN ou encore un défaut de 
biogénèse des ribosomes, qui sous-tendent les syndromes de DC, FA et DBA/SDS 
respectivement, constituent des stress cellulaires en amont de l’activation de p53. Au cours de 
ma thèse, j’ai pu établir un nouveau lien entre les voies du métabolisme télomérique et de la 
réparation de l’ADN d’une part et le « gardien du génome » p53 d’autre part (Articles n°3 et 
4). 

V.B.1 Les syndromes télomériques 
 Les télomères sont des structures nucléoprotéiques qui protègent les extrémités des 
chromosomes de la dégradation et des fusions chromosomiques. Ils sont donc essentiels pour 
le maintien de l’intégrité génomique. Au cours des divisions cellulaires successives, la 
réplication incomplète des télomères entraîne leur raccourcissement, jusqu’à atteindre une 
longueur critique. En effet, les télomères raccourcissent de 50 à100 paires de bases(pb) à 
chaque division cellulaire in vitro et de 20 à 30 pb environ par an dans les cellules sanguines 
périphériques. Ces chiffres sont variables selon les facteurs environnementaux et génétiques.  
Ce raccourcissement progressif interfèreavec la protection des extrémités des chromosomes 
de par l’incapacité des télomères trop courts à former les structures topologiques protectrices 
(T-loop) ou par le défaut de recrutement de protéines protectrices (shelterin). Finalement cette 
longueur critique compromet la capacité des télomères à inhiber la machinerie de 
reconnaissance des dommages à l’ADN. Ceci induit des foyers de dommages au niveau des 
télomères (Telomere dysfunction-Induced Foci ou TIFs), qui activent la voie p53, conduisant 
à un arrêt définitif de la prolifération cellulaire appelé sénescence réplicative200ainsi qu’à une 
réponse apoptotique 201. Les cellules ayant ainsi atteint leur nombre limite de divisions 
cellulaires (appelé « Hayflick limit ») activent ce processus de sénescence responsable du 
phénomène de vieillissement cellulaire, mais aussi de protection anti-tumorale. La longueur 
des télomères constitue donc une « horloge mitotique » des cellules. La télomérase, une 
ribonucléo-holoenzyme qui contient l’activité catalytique de la réverse transcriptase TERT et 
son ARN matrice TERC, est capable de rajouter des séquences télomériques au brin 3’ des 
télomères dans les cellules qui l’expriment. Chez l’Homme, ces cellules sont rares et se 
limitent aux cellules souches embryonnaires, certaines cellules souches adultes, quelques 
cellules somatiques (telles les lymphocytes activés) et la plupart des cellules cancéreuses202. 
L’importance de la télomérase dans l’oncogenèse est soulignée par l’identification de 
mutations activatrices, récurrentes dans les cancers humains, au niveau du promoteur du gène 
TERT. Le résultat du dérèglement du métabolisme des télomères est soit l’immortalité 
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réplicative (une des caractéristiques du cancer) dans le cas d’un maintien perpétuel(par la 
réactivation de la télomérase ou via un mécanisme alternatif appelé ALT), soit des 
téloméropathies dans le cas d’un défaut de maintenance203. Ces téloméropathies(ou 
syndromes télomériques) sont un groupe de maladies génétiques dont la plupart 
sontcaractérisées par un raccourcissement télomériqueexcessif. Elles comprennent des 
syndromes hétérogènes mais imbriqués allant des manifestations d’aplasie médullaire et/ou de 
fibrose pulmonaire à des maladies complexes comme la dyskératose congénitale ou ses 
formes plus sévères, et sont responsables d’une mort précoce due à l’insuffisance médullaire 
204.  

La dyskératose congénitale (DC) est un syndrome d’insuffisance médullaire causée 
par des mutations germinales entraînant un défaut dans la biologie des télomères204. La DC 
est diagnostiquée par la triade classique : hyperpigmentation cutanée, dystrophie unguéale et 
leucoplasie orale205. Certains patients souffrant de DC ne développent pas cette triade 
diagnostique, mais présentent un risque élevé d’insuffisance médullaire affectant les trois 
lignées du sang (pancytopénie), une fibrose pulmonaire, des maladies du foie (cirrhose et 
fibrose) et des cancers. Il peut s’y associer une nécrose vasculaire des têtes fémorales ou de 
l’humérus, une sténose de l’œsophage, de l’urètre ou du canal lacrymal, ainsi que des retards 
du développement (petite taille, atrophie testiculaire, hypoplasie cérébelleuse et cœur 
hypertrophique)200,206. Les patients DC sont prédisposés à plusieurs cancers, avec un risque de 
40% à l’âge de 50 ans, comme les carcinomes de la sphère ORL et ano-génitale ainsi que des 
leucémies et des myélodysplasies207. L’aplasie médullaire est la cause principale de décès et 
existe chez 90% des patients de DC, mais peut se manifester tardivement chez certains 
patients, rendant le diagnostic difficile.La cytopénie peut toucher une seule lignée 
hématopoïétique puis progresser vers une pancytopénie et une aplasie sévère. Le diagnostic 
clinique peut être difficile à cause de l’hétérogénéité phénotypique, la variabilité de l’âge 
d’apparition des symptômes et la présence de différents variants de DC199.  

La caractéristique commune aux patients souffrants de téloméropathies est la présence 
d’undysfonctionnement dans la maintenance des télomères résultant de mutations germinales 
dans des gènes clés du métabolisme télomérique. Souvent, la longueur des télomères est 
inférieure au premier percentile d’âge dans les leucocytes et est mesurée pour valider le 
diagnostic de DC199,208. Ainsi, en cas de doute sur la maladie gouvernant l’insuffisance 
médullaire, la petite taille des télomères peut trancher le diagnostic en faveur d’une forme de 
DC (téloméropathies). La DC est traitée par transplantation de cellules souches 
hématopoïétiques (HSCT) ou par des androgènes (avec un taux de réponse entre 50 et 
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70%).Ces traitements peuvent être à l’origine de complications secondaires, comme la fibrose 
pulmonaire en cas de HSCT ou des tumeurs du foie après le traitement par des androgènes 
209,210.  

D’autres syndromes très rares présentent des similitudes avec la DC comme le 
syndrome de Hoyeraal-Hreidarsson (HHS), le syndrome de Revesz (RS) et le syndrome de 
Coats Plus (CPS) 200. Pour ces syndromes, les complications hématologiquesapparaissent très 
tôt chez l’enfant et peuvent se manifester même chez les nouveau-nés. Dans ces cas, les 
enfants développent entre autres une hypoplasie cérébelleuse, des retards développementaux 
et une immunodéficience199. HHS est une forme sévère de DC caractérisée en plus par un 
retard de développement intra-utérin, une hypoplasie cérébelleuse et une microcéphalie.Les 
enfants HHS présentent des télomères très courts et un fort taux de mortalité 211. Les rares 
patients de RS présentent les symptômes de HHS ainsi que des rétinopathies exsudatives alors 
que des patients CPS peuvent présenter en plus des calcifications du cerveau200.Plus 
intéressent, certains patients CPS ne présentent pas des télomères courts 212,213, indiquant que 
le dysfonctionnement télomérique est plus complexe dans certaines téloméropathies. 

Chez l’Homme, les télomères sont constitués de répétitions hexa-nucléotidiques en 
tandem TTAGGG de 5 à 15 kb double brins sauf pour l’extrémité 3’ qui est simple brin (G-
overhang ou G-tail) et qui constitue le substrat de la télomérase. Cet ADN simple brin 
s’hybride à l’amorce du composant ARN de la télomérase (TERC ou TR), permettant à 
l’enzyme TERT de synthétiser plusieurs répétitions télomériques de par son caractère très 
processif203. L’unité catalytique minimale de la télomérase consiste en l’enzyme 
TERT(Telomerase Reverse Transcriptase) et sa matrice ARN TERC (Telomerase RNA 
Component). TERC est un snoRNA (small nucleolar RNA) qui se localise aux corps de Cajal 
(Cajal Bodies ou CBs) par son interaction (en complexe avec TERT) avec la protéine TCAB1 
via la CAB-box. La localisationde la télomérase aux CBs est nécessaire pour son bon trafic et 
sa mobilisation.Par ailleurs, TERC contient un motif H/ACA qui lie les snoRNPs dyskerin 
(DKC1) et GAR1 (qui sont également impliquées dans la biogénèse des ribosomes) ainsi que 
NOP10 et NHP2.Ces protéines font partie du complexe de la télomérase et jouent un rôle dans 
sa stabilisation et sa localisation nucléaire. De plus, l’ADN télomérique est lié par un groupe 
de protéines protectrices appelées « shelterin ». Le complexe shelterin humain compte 6 
protéines : TRF1 et TRF2 (Telomere Repeat Factor 1 and 2), RAP1 (Repressor/Activator 
protein 1), TIN2 (TRF-Interacting Nuclear protein 2), TPP1 (TIN2-interacting protein 1) et 
POT1 (Protection Of Telomeres 1) 204. Les protéines TRF1 et TRF2 lient spécifiquement les 
répétitions télomériques double brins. Elles jouent un rôle dans la suppression des dommages 
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à l’ADN et recrutent le reste du complexe shelterin. POT1 se lie à l’extrémité 3’ simple brin 
et la protège de la machinerie de reconnaissance des dommages à l’ADN. Elle est reliée aux 
shelterin via TPP1 (qui participe au recrutement de la télomérase aux télomères) et TIN2 (qui 
sert de linker)203.  

Les mutations les plus fréquemment observées dans les syndromes télomériques 
portent surles gènes codant pour les composés essentiels de la télomérase, notamment TERT, 
TERC et DKC1. De plus, des défauts de TCAB1 (codée par le gène WRAP53β) entraînent un 
phénotype de DC. En effet, des mutations germinales chez des patients DC ont été retrouvées 
dans la séquence du gène WRAP53β dont le locus code également le transcrit WRAP53α qui 
stabilise p53203,214. Ces syndromes sont également causés par des mutations dans certaines 
shelterin (TPP1,TIN2et POT1) mais aussi dans le gène CTC1 (CST Telomere protection 
Component 1) qui fait partie du complexe CST204,213,215. Ce complexe qui comprend 
également STN1 (Suppressor of cdc Thirteen 1) et TEN1 (Telomeric pathway with STN1) 
joue potentiellement un rôle dans la synthèse du brin retardé. De plus, le gène TERF1 codant 
pour la shelterin TRF1 semble impliqué dans l’aplasie médullaire (une forme moins sévère de 
DC), mais ce lien reste à vérifier204.  Par ailleurs, les télomères sont protégés de la machinerie 
de réparation en partie grâce à des boucles appelées « T-loop ».Ces structures topologiques 
doivent être relâchées pendant la réplication de l’ADN afin de prévenir leur excision par la 
nucléase SLX4 causant la perte rapide des télomères. Cette résolution des T-loop est assurée 
par l’hélicase RTEL1 200. Des mutations ont récemment été trouvées dans le gène RTEL1 
(Regulator of Telomere Elongation helicase 1) chez des patients souffrant deHHS211,216-
218.Enfin, le gène PARNa récemment été trouvé muté chez des patients DC. Il code pour une 
3’-exoribonuclease spécifique des poly(A) impliquée dans la déadénylation des ARNmà 
queue poly-A.Cette action de PARN peut entraîner la dégradation des ARNm par le système 
NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay). PARN est également impliqué dans la maturation 
de certains ARN non-codants dont les H/ACA-snoARNs219, comme TERC par exemple. 
L’implication de PARN dans la biologie des télomères est peu comprise au niveau 
moléculaire, mais les patients déficients pour PARN présentent une réduction dans les 
niveaux des transcrits de DKC1, RTEL1 et TERF1, ainsi qu’une augmentation de l’ARNm de 
p53220 et un rôle de PARN dans la maturation de l’ARN TERC a récemment été montré221,222. 

Au total, des mutations causales dans douze gènes ont été trouvées à ce jour chez des 
patients souffrant de téloméropathies : TERT, TERC, DKC1, NOP10 et NHP2 (complexe 
télomérase) ; TPP1, TIN2 et POT1 (complexe shelterin) ; CTC1 (complexe CST) ; 
WRAP53β(TCAB1) ; et plus récemment RTEL1 et PARN (Figure 13). Des mutations causales 
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dommages à l’ADNet la régulation de la télomérase. Chez la souris de laboratoire, les 
télomères sont très longs et leur raccourcissement, secondaire à une absence de télomérase, 
n’apparaît qu’après plusieurs générations. Ainsi, les premières générations de souris 
déficientes en mTerc(mTR) ou mTertprésentent un phénotype sauvage 224,225.  De plus, les 
souris mutées pour Tinf2 ne présentent qu’un phénotype léger de DC après plusieurs 
générations 226. De même, les souris déficientes pour la télomérase développent uniquement 
une fibrose pulmonaire en présence de dommages à l’ADN accrus, tout comme les souris 
dont les cellules alvéolaires du poumon sont délétées dugèneTerf1 227. Un moyen de 
modéliser la DC chez la souris dès la première génération a été de déléter Pot1b dans le 
contexte d’haploinsuffisance de la télomérase228,229. Les modèles murinsde DC, qui présentent 
un intérêt pour les études fondamentales et thérapeutiques de cette maladie, s’avèrent difficile 
à créer et nécessitentl’association de différents défauts de maintenancedes télomères 
notamment dans un composant du complexe shelterin et de la télomérase. 

 
V.B.2. L’anémie de Fanconi 
Une des lésions de l’ADN les plus cytotoxiques et clastogènes sont les pontages inter-

brins (Interstrand CrossLinks ou ICLs) qui sont des liaisons chimiques covalentes et donc très 
stables entre les brins opposés d’un filament d’ADN. La génotoxicité de ces lésions découle 
du fait qu’elles empêchent l’ouverture de la double hélice d’ADN, créant un obstacle à la 
transcription et, surtout, à la réplication du matériel génétique. Ces lésions sont créées par des 
agents pontant l’ADN endogènes, notamment les aldéhydes, ou exogènes d’origine naturelle 
comme la mitomycine C (MMC) ou chimique comme le cisplatine (utilisés dans les 
chimiothérapies). Le génome est constamment exposé à ce type de lésions que la cellule 
répare afin de prévenir les mutations, les cassures et la mauvaise ségrégation des 
chromosomes ainsi que les catastrophes mitotiques qui peuvent en découler. La cellule 
déclenche une réponse aux dommages à l’ADN (DDR) complexe, dont la voie Fanconiet la 
voie ATR/CHK1230.  

Les défauts de réparation des ICLs peuvent causer l’anémie de Fanconi (FA) qui est 
une maladie génétique rare (incidence de 1/200000 à 1/400000) d’instabilité 
chromosomique231.Elle est causée par des mutations germinales des gènes codant pour les 
protéinesFANC de la voie Fanconi de réparation des dommages à l’ADN.Elle est associée à 
une myriade de caractéristiques cliniques dont les anomalies congénitales, l’insuffisance 
médullaire précoce et progressive qui entraîne une anémie sévère, et la prédisposition au 
cancer230. Les anomalies congénitales sont très variées et plus ou moins fréquentes : retard de 
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croissance, anomalies du pouce (qui peut être absent, hypoplasique ou surnuméraire)et du 
radius, hyperpigmentation cutanée et/ou tâches café au lait, fertilité réduite, anomalies des 
reins, microcéphalie, microphtalmie, anomalies de l’appareil digestif et anomalies faciales. 
L’aplasie médullaire peut se développer à tout âge mais apparaît le plus souvent durant la 
première décennie. Elle peut affecter initialement une ou deux lignées hématopoïétiques et se 
présenter comme une cytopénie simple ou une pancytopénie 199,232. Elle est liée chez ces 
patients à une réponse inflammatoire excessive et une apoptose médiée par TNFα, IFNɣ et les 
ROS233.Les patients peuvent également présenter une macrocytose et un niveau élevé 
d’hémoglobine fœtale. Cette atteinte médullaire est traitée par transfusion de globules rouges 
ou de plaquettes, par transplantation de cellules souches hématopoïétiques234 ou par des 
androgènes (avec un taux de réponse de 50%). Les patients traités avec des androgènes 
présentent un risque élevé de développer des tumeurs du foie235. Outre la prédisposition 
auxmêmescancersobservés chez les patients DC (le plus souvent des myélodysplasies, des 
leucémies myéloïdes aigues et des carcinomes de la sphère ORL) les patients FA présentent 
également un risque élevé de développer des carcinomes de la peau, du tube digestif et 
génitaux 199,230.De plus, les patients du groupe FANCD1 exprimant des mutations bi-
alléliques du gène BRCA2, présentent un risque très élevé de leucémies aigues précoces, de 
tumeurs cérébrales et de tumeurs du rein chez les enfants (tumeurs de Wilms)236.  

Le diagnostic le plus précoce possible de l’anémie de Fanconi est nécessaire pour une 
prise en charge rapide, la prévention et le conseil génétique des familles. Cependant, 30% des 
patients FA ne présentent pas les traits pathognomoniques (malformations physiques) et le 
diagnostic de la maladie est retardé voire confondu avec une DC, d’autant plus que certains 
patients peuvent présenter des défauts des télomères. Ainsi, le diagnostic nécessite une série 
d’examens cliniques et cytogénétiques combinés à l’étude de l’histoire familiale. Le test 
diagnostique pour l’anémie de Fanconi est la détection d’une augmentation des aberrations 
chromosomiques (cassures ou formes radiales des chromosomes, échanges entre chromatides 
sœurs) dans des cellules en culture traitées avec un agent induisant des ICLs, comme le 
diepoxybutane ou la mitomycine C. Dans certains cas cette analyse peut s’avérer peu 
concluante à cause d’un mosaïcisme somatique des cellules du sang périphérique, ce qui 
complique le diagnostic. Ce mosaïcisme phénotypique résulte le plus souvent d’une réversion 
génétique dans certaines cellules Fanconi, consistant avec le mode de transmission récessif de 
cette maladie237. Dans ce cas le test est réalisé sur des fibroblastes de la peau qui ne présentent 
pas ce mosaïcisme 209,210. 
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Au jour de l’étude,dix-neuf gènes FA ont été identifiés et les mutations dans ces gènes 
sont responsables de 95 % des cas de FA. Les dix-neuf protéines peuvent être divisées en trois 
groupes selon leur fonction dans la voie : le complexe central ou « core complex », le 
complexe ID2 et le complexe effecteur (Figure 14). Le complexe central joue un rôle dans la 
reconnaissance des ICLs. Il est formé par huit protéines FANC : FANCA, FANCB, FANCC, 
FANCE, FANCF, FANCG, FANCL et FANCM, et trois protéines associées : FAAP24, 
FAAP20 et FAAP100 (notées 24, p20 et p100 sur la Figure 14). De plus, BLM, TOPOIIIA et 
RPA interagissent avec FANCA, C, E, F et G pour former le complexe BRAFT qui joue un 
rôle potentiel dans cette voie, étant donné que la déficience de BLM entraîne une 
hypersensibilité à la mitomycine C. Par ailleurs, les protéines MHF1 et 2, liant FANCM, sont 
recrutées aux fourches de réplication bloquées par les ICLs. Le complexe central ainsi que 
l’enzyme FANCT (UBE2T) sont responsables de la monoubiquitination du complexe 
FANCD2/FANCI, l’enzyme catalytique étant FANCL qui est une E3 ligase. Le complexe ID2 
monoubiquitiné qui orchestre le recrutement des effecteurs est crucial pour la réparation des 
ICLs. Les protéines effectrices sont FANCD1 (BRCA2), FANCJ (BRIP1), FANCN 
(PALB2), FANCO (RAD51C), FANCP (SLX4), FANCQ (XPF), FANCR (RAD51) et 
FANCS (BRCA1).De plus, BRCA1, BRCA2, BRIP1, PALB2, RAD51 et RAD51C jouent 
aussi un rôle essentiel dans la recombinaison homologue, un mécanisme important pour la 
réparation des ICLs par la voie Fanconi, Par ailleurs, FANCJ (BRIP1) est une hélicase qui 
interagit avec BLM et joue un rôle potentiel dans la réponse au stress réplicatif. FANCP 
(SLX4)est une nucléase qui interagit avec XPF/ERCC1, MUS81/EME1 et SLX1 et dont 
l’interaction avec XPF semble importante pour défaire les ICLs230.  

En plus des dix-neuf protéines FANC et des protéines associées, d’autres protéines ont 
été impliquées dans la réparation des ICLs, comme UHRF1, FAN1 et SNM1A. Par ailleurs, 
FANCD2 monoubiquitinée peut recruter FAN1 ainsi que BLM, FANCJ et BRCA2, 
indépendamment du complexe central, pour la bonne progression de la fourche de réplication 
et la stabilité génomique. De plus, FANCD2, FANCI et BLM peuvent faciliter le relâchement 
des ponts (Ultra-Fine Bridges ou UFBs) d’anaphase en liant les sites fragiles communs, 
sources des UFBs, pour assurer la bonne ségrégation des chromosomes durant la mitose. 
Enfin, FANCD2 est dé-ubiquitinée par le complexe enzymatique USP1/UAF1, une étape 
importante pour sa remobilisation 230. A noter que plus récemment un vingtième gène Fanc a 
été retrouvé muté chez des patients d’anémie de Fanconi (voir Discussion II.C.2.) 
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Mes projets de thèse se sont articulés autour de deux aspects du suppresseur de tumeur 
p53. J’ai, d’une part, étudié son rôle anti-tumorale et des stratégies visant à réactiver sa voie 
in vivo. D’autre part, j’ai participé à la découverte de son implication majeure dans de 
nouveaux processus cellulaires tels ceux en jeu dans les syndromes d’insuffisance médullaire 
que je viens de présenter. Afin d’évaluer ces deux facettes de p53, j’ai participé à l’étude de 
plusieurs modèles murins à différentes étapes de leur analyse. Je présente dans la partie 
« Résultats » ces différentes études sous formes d’articles scientifiques. 

J’ai créé au cours de ma thèse le modèle p53Y217C exprimant une p53 inactive pour les 
fonctions de suppression tumorale suite à une mutation particulière du domaine de liaison à 
l’ADN de ce facteur de transcription. Dans l’article n°2 « The mouse model p53Y217C exhibits 
acute gender specific embryonic lethality and an oncogenic gain of function » (manuscrit en 
préparation), je présente mon travail de création et d’analyse de ce modèle. Ce premier projet 
principal de thèse est toujours en cours et déjà bien abouti. Il a pour but d’évaluer in vivo les 
effets de cette mutation qui est fréquemment retrouvée dans les cancers humains, mais qui 
semble différente des autres mutations hotspot de p53 selon les études in vitro et de 
cristallographie. En effet, les résultats de l’analyse des souris p53Y217C/Y217C suggèrent un effet 
néomorphe de cette mutation. Les expériences futures nous permettront de déterminer le(s) 
mécanisme(s) de gain de fonction oncogénique conféré par cette mutation. Plus encore, 
l’intérêt de ce modèle murin est qu’il va nous permettre d’évaluer in vivo l’efficacité d’une 
stratégie thérapeutique anti-tumorale ciblée. La création et l’analyse d’un modèle murin étant 
un processus assez long, j’ai participé également aux étapes finales d’un projet visant à 
évaluer le potentiel thérapeutique des stratégies anti-tumorales ciblant MDM4, un régulateur 
négatif de p53, dans un contexte tumoral exprimant une p53 hypomorphe. Ce projet a abouti à 
une publication dans Oncogene (article n°1 « Mdm4 loss in mice expressing a p53 
hypomorph alters tumor spectrum without improving survival») à la révision duquel j’ai 
participé. Concernant ce projet secondaire, j’ai notamment réalisé les expériences permettant 
de valider l’importance de la répression p21-dépendante dans la suppression tumorale via p53 
et l’implication de ce mécanisme dans la résistance des tumeurs thyroïdiennes exprimant une 
p53 hypomorphe aux stratégies ciblant MDM4. 
    Mon second projet principal de thèse a consisté en l’analyse d’un modèle murin déjà établi 
dans notre laboratoire et exprimant une p53 hyperactive de par la délétion de son domaine C-
terminal ou CTD (derniers 31 acides-aminés : p53Δ31). Ce modèle a ainsi permis à notre 
équipe de déterminer le rôle de régulateur négatif du CTD de p53 sur son activité. L’analyse 
plus poussée des souris p53Δ31/Δ31a constitué une grande partie de mes travaux de thèse et m’a 
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ainsi permis de co-signer deux publications dans Cell Reports(article n°3 « Mutant Mice 
Lacking the p53 C-Terminal DomainModel Telomere Syndromes ») et dans Nature 
Communications (article n°4 « p53 downregulates the Fanconi anemia DNA repair 
pathway »). Ces deux études complémentaires nous ont notamment permis de montrer que les 
souris p53Δ31/Δ31modélisent le syndrome de dysfonctionnement télomérique dyskératose 
congénitale et que p53 est un régulateur négatif du métabolisme des télomères et de la voie 
Fanconi de réparation de l’ADN, des rôles insoupçonnés de ce « gardien du génome ». 
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Article n°1 
  

 
Mdm4 loss in mice expressing a p53 hypomorph alters tumor spectrum 

without improving survival. 
 

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

Oncogene (2014) 33, 1336-1339 
 
Résumé :  

Le domaine riche en proline (PRD) contribue à la régulation de la stabilité de p53 et à sa 
capacité de transactivation. Des modèles murins ont été générés pour étudier le rôle du PRD 
in vivo. La délétion du PRD (p53∆P) entraîne une diminution de la capacité de transactivation 
et une augmentation de la régulation négative par MDM2. Les cellules p53∆P/∆Pprésentent un 
défaut de l’arrêt du cycle cellulaire, mais une réponse apoptotique conservée 42. La protéine 
p53∆P agit donc comme une protéine hypomorphe. Nous avons utilisé ce modèle murin pour 
évaluer une stratégie thérapeutique basée sur un régulateur négatif de p53 : MDM4. Nous 
avons d’abord estimé la capacité de p53∆P à supprimer des tumeurs induites par une mutation 
de Rb, puis étudié l’impact de la perte de MDM4 dans ce contexte oncogénique. De façon 
surprenante, les cohortes de souris Rb+/- p53∆P/∆P et Rb+/- p53∆P/∆P Mdm4-/- présentent des 
courbes de survie similairesmais des spectres de tumeurs différents. Les souris des deux 
génotypes développent fréquemment des carcinomes de la thyroïde, mais les adénomes 
hypophysaires, observés dans 80% des animaux Rb+/- p53∆P/∆P, ne sont détectés que dans 20% 
des souris Rb+/- p53∆P/∆P Mdm4-/-. Ainsi, dans ce modèle, l’absence de MDM4 a un effet anti-
tumoral dans le cas des tumeurs hypophysaires,mais pas thyroïdiennes. Nous avons identifié 
des gènes cibles de p53 permettant d’expliquer cette observation et de démontrer l’importance 
de la répression de certains gènes par la p53 sauvage dans la suppression tumorale, 
notamment du gène Plk1impliqué dans le développement des tumeurs thyroïdiennes. Au 
cours de ma thèse j’ai participé de façon secondaire à cette étude et j’ai notamment réalisé les 
expériences permettant d’identifier ce dernier mécanisme d’action. Cette étude montre 
l’intérêt d’analyser en détail le statut de TP53 dans les tumeurs et le typede protéine p53 
mutée afin d’élaborer des stratégies anti-tumorales efficaces et adaptées à chaque tumeur. 
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Article n°2 

  
 The mouse model p53Y217C exhibits acute gender specific embryonic 

lethality and an oncogenic gain of function 
 
 

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

 
(Manuscrit en préparation) 

  
Résumé : 
 

Au cours de ma thèse j’ai créé le modèle murin p53Y217C exprimant une protéine p53 
ayant une mutation « hotspot » particulière : la mutation Y217C. Cette mutation est 
homologue à la mutation humaine Y220C retrouvée dans environ 100 000 nouveaux cas de 
cancers chaque année dans le monde et dans 10 familles souffrant du syndrome Li-Fraumeni 
de prédisposition aux cancers. A l’inverse des autres mutations « hotspots » de p53, Y220C 
touche un acide aminé situé à distance de la surface d’interaction avec l’ADN mais déstabilise 
néanmoins le DBD de p53. L’équipe du Pr Alan Fersht (notre collaborateur de l’Université de 
Cambridge, UK) a montré que la mutation Y220C crée une poche à la surface de la 
protéine.Nos collaborateurs ont identifié des molécules candidates prometteuses pouvant s’y 
loger et stabiliser ainsi le DBD 49, ce qui constituerait une stratégie thérapeutique novatrice et 
spécifique de la p53 mutée. Le modèle murin p53Y217C permettra d’évaluer précisément les 
propriétés de la protéine mutée et de tester l’efficacité thérapeutique de ces molécules in vivo.  

L’analyse de ce modèle murin est toujours en cours et je présente dans ce manuscrit en 
préparation les résultats préliminaires que j’ai obtenus, une étude à poursuivre et à 
approfondir. Nous avons observéque les cellules p53Y217C/Y217Csont incapables d’activer les 
principaux gènes cibles de p53 et d’induire les réponses cellulaires comme l’arrêt du cycle ou 
l’apoptose après irradiation, un phénotype similaire à celui des cellules p53-/-. Ces résultats 
montrent que la mutation Y217C inactive la fonction de p53 et valident ainsi notre modèle. 
De plus, les embryons homozygotes pour la mutation souffrent d’une létalité spécifique aux 
femelles qui développent une exencéphalie avant 13,5 jours de développement. Ce phénotype 
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est plus sévère que celui observé chez les souris p53-/-. De plus, les souris 
p53Y217C/Y217C(majoritairement des mâles) meurent un peu plus tôt que les souris KO et 
surtout présentent un spectre tumoral plus varié, ce qui suggère que la mutation p53Y217C 
confère des propriétés oncogéniques particulières. En effet, les souris p53-/- meurent vers 6 
mois généralement d’un lymphome thymique, un phénotype qu’on retrouve chez les souris 
p53Y217/Y217Cmais auquel s’ajoutent des tumeurs d’autres types(lymphomesde localisation 
autre que thymique et sarcomes)et des tumeurs métastatiques. De plus, les souris 
hétérozygotesp53+/Y217C seront des modèles de patients p53+/Y220C, décrits dans des familles du 
syndrome Li-Fraumeni de prédisposition au cancer.  

Ce projet devrait également permettre de tester in vivo une stratégie prometteuse de 
thérapie anti-cancéreuse ciblée, en collaboration avec l’équipe d’Alan Fersht. En effet, je teste 
des molécules ciblant la cavité de la mutation Y217C, d’abord sur des cellules en culture 
issues des souris mutées, afin d’établir leur efficacité et leur spécificité.J’ai déjà obtenu des 
résultats préliminaires mais encourageants sur ce point. Une fois validées, je testerai les 
molécules les plus prometteuses in vivo afin d’analyser leur capacité à réactiver la protéine 
mutée et à réduire la progression tumorale spécifiquement dans les souris qui portent la 
mutation, mais aussi d’évaluer leur toxicité sur l’organisme. Notre modèle murin devrait donc 
nous permettre de valider cette stratégie in vivo avant de pouvoir l’appliquer en recherche 
clinique, ce qui constitue un enjeu de taille pour lutter contre les tumeurs exprimant cette 
mutation « hotspot». 
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The mouse model p53Y217C exhibits acute gender specific embryonic 
lethality and an oncogenic gain of function 
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ABSTRACT  
p53 tumor suppressor activity is frequently lost in human tumors with the predominant event 
being point missense mutations in the DNA-binding domain (DBD) sequence of TP53. 
Mutantp53 proteins not only lose their tumor-suppressor function but some acquire oncogenic 
gain of function (GOF).Seven residues within the DBD are mutational hotspots harboring the 
nine most frequent p53 mutations in cancer.Many of them have been studied and mouse 
models show that their effect can be mutation-specific. We created a novelKnock-In 
(KI)mouse harboring oneof thesehotspots, the Y220C (Y217C equivalent in mouse) which 
creates a localized structuralchange in the DBD. We show in this report that this mutation 
invalidates p53 function in vivo. Intriguingly, p53Y217C/Y217Cmice exhibit acute gender specific 
embryonic lethality and female embryo died in utero suffering from excencephaly. Moreover, 
p53Y217Cmutation caused a broadening of tumor spectrum and an increase in invasiveness and 
metastasis potential of the tumors. Thus, this mutant allele appears to harbor an oncogenic 
gain of function in vivo compared to the loss of Trp53 allele. Furthermore, this single amino 
acid change creates a cavity within the DBD of the human protein, which seems a good 
“druggable” candidate for reactivating p53 anti-tumoral activity.Our mouse model will be 
very useful to assess in vivo the efficiency of specific drugs designed to bind the cavity 
created by the mutation, thus serving as a preclinical animal model for this promising 
strategy. 
 
Key words: p53, Y220C, hotspot, tumor, therapy 
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INTRODUCTION 
Somatic alterations in the TP53 gene, encoding the human tumor suppressor p53 are 

the most common events in human tumors 1. p53 protein is a stress sensor which is stabilized 
in the nucleus in response to DNA damage or oncogenic signals among others. In its 
homotetrameric active form, p53 can trigger a transcriptional program of cell cycle arrest, 
DNA repair, senescence, apoptosis and many other transcriptional or cytoplasmic tumor 
suppressive responses. The nine most frequent mutations within the TP53 gene (R175H, 
Y220C, G245S, R248Q, R248W, R249S, R273H, R273C and R282W) are missense 
substitutions affecting seven hotspot residues localized in the DNA-binding domain (DBD) of 
this transcription factor. These mutational “hotspots” are commonly classified in two 
categories: contact mutations affect amino acids in direct contact with DNA (248 and 273), 
whereas structural mutations cause a conformational change in the mutant protein 2. In fact, 
the p53 protein is intrinsically unstable and oncogenic mutations that lower its melting 
temperature have strong effect on its functional conformation causing the protein to rapidly 
unfold, aggregate, and lose its transcriptional activity3,4. In particular, the Y220C mutation 
causes a structural change in the DBD that is localized on the « β-sandwich » scaffold of the 
DBD, far from the surface contact with DNA 5. Nonetheless, the mutation of the tyrosine to a 
cysteine leads to loss of hydrophobic interactions and markedly lowers the thermodynamic 
stability of the DBD. The localized conformational change leads to an unfolded and inactive 
protein according to the crystallographic and in vitro studies 6. Indeed, this special mutation 
accounts for an estimated 100.000 new cancer cases per year worldwide and 10 families 
suffering from the Li-Fraumeni syndrome of cancer predisposition were found to harbor this 
germline mutation.  

All the “hotspot” point mutations lead to the inactivation of p53 function in vitro but 
some display different phenotypes inmouse models. In fact, reports show that mutant p53 
protein can acquire new oncogenic functions and promote tumorigenesis to a further extent 
than the complete loss of the allele 7,8. For example, R172H and R270H (equivalent to human 
R175H and R273H) are respectively structural and contact mutations that harbor gain of 
function (GOF) phenotypes in vivo. In fact, Knock-In (KI) mouse models expressing these 
hotspot mutant alleles display a broader tumor spectrum and a more invasive and metastatic 
phenotype compared with tumors of p53-/-or p53+/- mice9,10. This GOF effect is also seen in 
the HUPKI (Humanized p53 Knock In) mouse model carrying the hotspot mutation R248Q, 
but not the G245S mutation. Furthermore, the R246S (equivalent to human R249S) mutant 
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protein exhibits a dominant negative effect over the wild type (WT) protein in p53+/R246S 
mice, without acquiring oncogenic properties independently of the WT protein 11.  

Thus the outcome of p53 alteration on the whole organism seems mutation-specific 
and the study of these various mutant allelesin vivo is crucial for a better understanding of 
their contribution in promoting tumorigenesis. To gain a better understanding of the effect of 
the Y220C mutation in vivo, we generated the KI mouse models expressing the Y217C allele 
(equivalent to human Y220C) from the endogenous promoter. Interestingly, the p53Y217C 
mutant protein is inactive for the canonical p53 tumor suppressive responses but also harbors 
a gain of oncogenic functions in vivo. In fact, we find that p53Y217C/Y217Cmice die at the same 
rate as p53 Knock-Out (p53KO or p53-/-) mice but suffer from a larger tumor spectrum. 
Tumors from p53Y217C/Y217Care more aggressive than their KO counterparts and display a high 
metastasis potential. Histological analysis confirmed the invasive phenotype with presence of 
lymphoma cells in various organs. Even more intriguing, p53Y217C/Y217Cwere not born in 
mendelian proportions but show a deficit in the number of female homozygous mice 
suggesting a gender specific embryonic lethality. We show that this severe phenotype is 
associated with the development of a lethal female-specific excencephaly in the embryo, 
which appears more severe than in p53KO. Thus, this mutant allele appears to harbor an 
oncogenic gain of function in vivo compared to the loss of Trp53 allele.  

Furthermore, the substitution of a tyrosine on the surface of the protein to a smaller 
cysteine residue opens up an extended but narrow crevice created by the loss of the 
hydrophobic side chain in the mutant protein 12. Small molecules that would restore the 
conformation of the mutant protein and induce its proper folding can target this mutation-
specific cavity. These specific drugs should be able to prevent the aggregationof the mutant 
protein and potentially reactivate its functions without affecting the overall structure of the 
protein nor binding the WT p53in noncancerous cells13. The p53Y217C mouse model is 
apowerful tool to evaluate the ability of these moleculesto specifically reactivate the function 
of the mutant protein in vivo. Hopefully, this strategy will lead to the regression of tumor 
onset and a better survival of mutant mice, and ultimately of patients harboring this frequent 
mutation. 
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RESULTS 
Generation of the p53Y217Cmouse model 

By homologous recombination,we generated a Knock-In mouse expressing a 
conditional p53Y217C(or p53YC) missense mutation based on the Lox-Stop-Lox (LSL) strategy 
(Figure 1). We first introduced a point mutation in exon 6 coding for the cysteine amino acid 
at codon 217 (instead of tyrosine) into a targeting vectorcontaining transcriptional Stops 
flanked by LoxP sites (LSL), a neomycin selection cassette and a 5’ homology arm upstream 
the coding sequence of the Trp53 gene in the intron 1, and a negative selection cassette 
downstream the 3’ homology arm (Figure 1A). We purified and fully sequenced the obtained 
p53LSL-Y217C vector that was linearized and electroporated into 129/Sv embryonic stem 
(ES) cells. After neomycin selection of the recombinant clones, the homologous 
recombination was verified by PCR (Figures 1B and C) and Southern blot analysis (Figures 
1D) of ES clones. Two positive p53+/LSL-Y217C clones were injected into C57BL/6J(B6) 
blastocysts and reintroduced into pseudo-pregnant females to obtain chimeras that were 
crossed with Wild-Type (WT) B6 mice to generate litters of mixed genetic background. 
p53+/LSL-Y217Cthus obtained were crossed with mice carrying the PGK-Cre transgene to excise 
the LSL cassette. Then the p53+/Y217Cmice (called below p53+/YCor +/YC) mice 
werebackcrossed with a WT B6mouse to purify the genetic background. F1 intercrosses were 
generated to create the cohorts of different genotypes: p53+/+ (or p53WT or WT), p53+/YC and 
p53YC/YC and in parallel intercrosses allowed to generate p53+/- and p53-/- (p53KOor KO)mice 
for the comparative studies. During the breeding time we also generated primary cell lines by 
isolating and culturing Mouse Embryonic Fibroblasts (MEFs) from 13.5 day embryos from 
these intercrosses (Figure 1E) and the cDNA prepared from these cells was also fully verified 
by sequencing (Figure 1F).  
 
p53YC/YCprimary cells are defective in p53 tumor suppressive activities 

We first studied the functional impact of the p53YC mutation in primary cells using 
MEFs and thymocytes from KI and control mice to assess the p53 activityex vivo in normal or 
stressed conditions (Figure 2). As expected, the mutant p53YCprotein was transcriptionally 
inactive as indicated by the nearly undetectable mRNA levels of main p53 target genes at 
baseline and upon p53 activation (Figure 2A). In fact, the expression levels of four p53 target 
genes,p21 (responsible for the cell cycle arrest in G1 among other responses), Mdm2 (a major 
negative regulator of p53), Puma and Noxa (implicated in the apoptotic response to p53), 
were measured by real-time quantitative PCR, showing that relative mRNA levels are 
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increased in WT MEFs after 24h of treatment with Nutlin-3a (Nutlin), a specific MDM2 
inhibitor.Similar to p53KO MEFs, p53YC/YCMEFs were unable to induce these target genes 
expression even after Nutlin treatment. The heterozygous MEFs (p53+/- and p53+/YC)showed 
little differences with the WT except for a slight decrease for the Noxa mRNA levels in p53+/- 
and p53+/YC cells compared to the WT MEFs and an increase in Puma mRNA level in p53+/-

cells, after treatment with Nutlin. These results show that p53YCprotein has no transactivation 
activity as demonstrated in homozygous MEFs while heterozygous MEFs retain the ability to 
transactivate these p53 target genes, probably by the action of the p53WT protein in these cells. 
Doxorubicin, a drug that induces genotoxic stress leading to p53 activation, leads to similar 
responses with the exception of a slight activation of target genes in p53YC/YCMEFs. 
However, this activation is p53-independent because it is also seen in p53KOMEFs (Figure 
S1). 

Next, we quantified the protein levels of MDM2, p53, and p21 in these MEFs treated 
or not with Nutlin for 24h (Figure 2B). As for the mRNA levels, MDM2 and p21 protein 
levels were increased upon Nutlin treatment in p53WT and heterozygous MEFs, whereas 
nearly no protein was detected in p53KO nor p53YC/YCMEFs even after treatment with 
Nutlin.This strengthens the idea that p53YCprotein is unable to induce its target genes and is 
defective in its function as a transcription factor. In our experiments (as in all other reports), 
p53WT protein levels also increased in p53WT MEFs treated with Nutlin, because Nutlin 
impairs the MDM2-mediated ubiquitination of p53 and subsequent p53degradation. As 
expected, no p53 protein was detected in p53KO MEFs showing that the KO construct 
expresses null alleles. Interestingly however, p53YCprotein accumulated in p53+/YCand even 
more in p53YC/YCMEFs and these protein levels were higher than in p53WT cells treated with 
Nutlin (see the quantification on the right panel). One explanation is that Mdm2 is not induced 
by the p53YC proteinwhich is not functionalandthus accumulates due to the defect in its 
degradation. Consistent with this, Nutlin treatment had no effect on p53YCprotein levels, 
because the ubiquitination of this mutant p53 is already impaireddue to the absence of 
MDM2. These results indicate that thep53YCmutation leads to the accumulation of an inactive 
mutant protein in p53YC/YCMEFs, consistent with previous findings in cultured primary cells 
harboring other hotspot mutations14. 

To verify that p53YCprotein was fully inactivated and incapable of inducing p53 main 
responses to genotoxic stress (cell cycle arrest and apoptosis), we performed two 
typicalexperiments for assessing p53 response to DNA damage by ɣ-irradiation (Figure 2C 
and D). By flow-cytometry analysis, we measured the G1/S ratios of MEFs and the 
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percentage of apoptotic thymocytes before and after irradiation. In response to a 3Gy and 
even more to a 12Gy irradiation, WT MEFs activated a cell cycle arrest checkpoint in G1 
phase. The ratio of cells in G1 phase over those in S phase was increased by almost 5 fold 
after a 12Gy irradiation (Figure 2C). Heterozygous MEFs (p53+/- and p53+/YC) showed 
slightly lower, although not statistically significant, G1/S ratios than WT MEFs. As expected, 
p53KO MEFs were unable to induce cell cycle arrest in G1. Similar to the null cells, 
p53YC/YCMEFs showed low G1/S ratios at baseline that did not increase even after a 12Gy 
irradiation, showing that p53YCprotein is unable to induce a cell cycle arrest response to DNA 
damage, which is consistent with its inability to transactivate the CDK inhibitor p21. 
Moreover, WT thymocytes undergo a potent apoptotic response, with almost a 3fold increase 
in the percentage of apoptotic cells after a 10Gy irradiation. However, p53YC/YCthymocytes 
were completely resistant to apoptosisafter 10Gy irradiation as observed in p53KOirradiated 
mice which exhibited a similarpercentage of apoptotic thymocytes (Figure 
2D).p53+/YCthymocytes showed a small reduction in the apoptotic response to 10Gy 
irradiation when compared to irradiated WT and p53+/-cells (the latter showing an 
intermediate phenotype). Even though we did not measure the expression level of apoptotic 
p53 target genes in the thymus, we can note a reduction in mRNA levels of the pro-apoptotic 
gene Puma in p53+/YCMEFs compared to p53+/-MEFs (Figure 2A).  

Altogether these data show that p53YCmutation leads to the expression of an inactive 
protein that exhibits null features regarding to the main tumor-suppressor functions of p53 
including transcription of canonic target genes, cell cycle arrest response to DNA damage and 
irradiation induced apoptosis. We also found that this dysfunctional protein accumulates in 
MEFs, suggesting that it could harbor gain-of-function properties by novel interactions. 
 
p53YC/YCanimals exhibit gender-specific embryonic lethality 

To analyze the effect of p53YCmutation in vivo,we generated 5 different mice cohorts 
by crossing heterozygous p53+/YCmice to generate p53+/+, p53+/YC and p53YC/YCmice, as well 
as intercrossing p53+/-mice to generate p53+/+, p53+/-and p53-/-mice(Figure 3). p53YC/YCmice 
were not born in mendelian proportions. In fact, we noticed a deficit in p53YC/YCmice at 
weaning, particularly for female p53YC/YC mice (Figure 3A). Indeed,we found a ratio of 1 
p53YC/YCfemale for almost13 p53YC/YCmales at weaning, whereas this ratio was around 1 
female for 2 males for p53KOmice according to the literature 15. In sum, over the 43 
p53YC/YCmice that we genotyped, only 3 were females (Figure 3A) and when the intercrosses 
were well backcrossed over the B6 genetic background (around 96,9% B6), no 
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p53YC/YCfemale was found at birth. However, when we genotyped MEFs prepared at 
embryonic day (E) 13.5, mendelian proportions of homozygous females were found, showing 
that the p53YCmutation causedan embryonic lethality of female embryos after E13. We then 
analyzed litters between E12 and E14 and found exencephaly in80% of the p53YC/YCfemale 
embryos (Figure 3B). This phenotype has already been reported in some p53KOfemales but to 
a lesser extent (23% of female embryos) 15. In our mouse facility, we detected no exencephaly 
in the few p53KO embryos that we analyzed. Together, these data indicate a more severe 
phenotype caused by the p53YCmutation.    

 
p53YC/YCmice develop a wide spectrum of highly invasive tumors 

We next compared the survival curves of 24 p53YC/YCmice to those of23 
p53KOmiceand of 35 p53+/YCmice to 32 p53+/-mice and monitored their spontaneous tumor 
onset and spectrum over a period of around 10 months,using p53WT mice of both intercrosses 
as control of tumor free survival (Figure 4). Compared to the WT, all four genotypes showed 
an accelerated tumor developmentshowing a defect in tumor suppressor functions of p53YC 
proteinin vivoas seen for the null protein. p53KO mice have been reported to develop cancer 
with a 100% incidence and to die around the age of 6 months mostly of thymic lymphomas 
and sometimes from other tumor types such as sarcomas 16-18. In accordance with these 
previous reports, in our cohorts p53KOmice died at a median age of 160 days (Figure 4A),of 
thymic lymphomafor most cases (89%) and of sarcomas for the remaining 
cases.p53YC/YCmice died at about the same age (Figure 4A) and suffered from thymic 
lymphomas, but they also developed other tumors with a larger spectrum and higher 
invasiveness rate than null mice of the same genetic background. Thus, of the 22 
p53YC/YCmice analyzed, in 45% of the cases(10 mice)the lymphoma was localized only to the 
thymus, whereassome mice (32%, 7 mice)showed a highly invasive lymphoma with 
localization to thymus and other various organs.Moreover, 23% of p53YC/YCmice (5 mice) 
developed lymphomas –mostly in the liver and spleen– and sarcomas without a thymic 
lymphoma, as assessed by the macroscopic autopsy and histological analysis of tumor organs 
(Figure 4B, 4C and S2).Furthermore, some homozygous mutant mice exhibited a severe 
phenotype with multiple tumor sites and all the 24 monitored p53YC/YCmice were dead by the 
age of 7 months, whereas at least 10% of the p53KO mice were still alive at 10 months (Figure 
4A). Thus, p53YC/YCmice appear to exhibit a modest decrease in survival at the end of life 
compared to the p53KO mice–but the data are not significant with the current size of the 
cohorts–and p53YC/YCmicedevelop a large spontaneous tumor spectrum with a strong invasive 



 84

potential when compared to the p53KOmice (Figure 4A). Altogether these data suggest that the 
homozygous p53YC/YCmice exhibit a gain of function phenotype and that even though in 
primary cells the p53YCprotein acts as a null protein, under physiological conditions in the 
whole organism context, the p53YCmutation confers new oncogenic properties to the encoded 
mutant protein. Finally, to evaluate the status of p53YCprotein in vivo, we quantified by 
immunoblot the p53 protein levels from various organs of WT, KO and p53YC/YCmice and 
observed an accumulation of the mutant protein in tissues from p53YC/YCmice compared to 
WT and KO, and even more in tumors from p53YC/YCmice compared to non tumoral tissues 
from the same mouse or from other mice (Figure 4D). The result shows that the p53YCprotein 
is also found at high levels in vivo and that this accumulation is probably responsible for the 
oncogenic properties on tumor development and metastasis in p53YC/YCmice. 

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

In this work we report a novel mouse model (p53Y217Cor p53YC) harboring the murine 
equivalent of a specific hotspot p53 mutation (p53Y220C) frequently found in human tumors. 
Mutant mice allowed us to evaluate the effect of this structural mutation on p53 activity and 
tumorigenesis ex vivo and in vivo. While ex vivo analysis of main p53 responses showed that 
p53YC protein is defective in its tumor suppression functions and acts as a null protein in 
p53YC/YC primary cells, in vivo studies of p53YC/YC mice suggested a gain of function 
phenotype when compared to p53KOmice.  

p53YC/YCMEFs displayed features of p53KOcells such as the inability to activate the 
transcription of p53 main target genes and a compromised cell cycle arrest in response to 
irradiation-induced DNA damage. Similarly, p53YC/YCthymocytes were unable to mount a 
p53-dependent apoptotic response upon whole body irradiation. These assays confirmed the 
hypothesis that the Y217C mutation inactivates p53 function despite the fact that this 
mutation affects a residue of the DNA binding domain (DBD) of p53 that is distant from the 
contact surface with DNA, confirming the in vitrospeculations. An explanation for this may 
come from crystallographic in vitro analyses of the human mutant protein, which suggested 
that this mutation disturbs the conformational state of the DBD by disrupting hydrophobic 
bonds upon the loss of the side chain of tyrosine2. These localized structural alterations lead to 
lowering of the melting temperature of the DBD therefore affecting its thermodynamic 
stability toward an unfolded state at body temperature6.Preliminary results suggest that the 
apoptotic response to irradiation is more affected by the presence of one p53YC allele in 
p53+/YC thymocytes than by the complete loss of one p53 allele (in the p53+/- cells, see Figure 
2D). At this level we cannot yet confirm a dominant negative effect of the mutant protein, but 
our observations may suggest that the mutant inactive protein accumulates in the cells and can 
sequester the WT protein (that usually acts in its homotetrameric form), thus preventing its 
activity and leading to a more severe phenotype.  

p53YC/YCmice died rapidly of various tumor types that were of a larger spectrum and 
higher invasive potential than p53KO tumors. These resultssuggest that p53YC mutation not 
only causes the loss of p53 tumor suppressive functions but also confers new oncogenic 
properties to the mutant protein such as a gain in metastatic activity.These phenotypes seem 
more severe than those seen in p53KO mice but are consistent with mouse models of other p53 
hotspot mutations. Indeed, it has been previously shown in mouse models engineered to 
express one of the hotspot p53mutations, that many of these mutations confer a gain of 
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oncogenic properties to the mutant protein, associated with a tumorigenic effect dependent or 
not on p53WT protein. These acquired functions include the promotion of tumor cell 
proliferation, resistance to cell death, angiogenesis, metastasis and metabolic changes. For 
example, Knock-In mice harboring the murine equivalent to the hotspot R175H or R273H 
(R172H or R270H mice respectively) develop an altered spectrum of tumors and more 
metastases compared with p53KO mice9,10. Furthermore, mice expressing the human R248W 
mutation also resemble the p53YC/YCmice as they die rapidly of a larger tumor spectrum than 
usually found in p53KO. These mice also show a phenotype of increased genetic instability 
and altered G2–M checkpoint upon DNA-damage 19. The authors of this study show that this 
gain of function is mediated by the inactivation of MRE11/ATM pathway 20. However, not all 
the nine hotspots have the same effect in vivoas shown in two recently created mouse models 
carrying the human R248Q or G245S mutations. While mutant p53R248Q had a robust gain of 
function effect with a strong decrease in survival ofp53R248Q/-mice compared to p53KO mice 
(and to all the other hotspot mutant mice), the phenotype of p53G245S/-mice was similar to the 
null ones 14. Intriguingly, R248Q and R248W mutations affect the same residue and are 
contact hotspot mutations but have diverse outcomes in mouse models. These different 
phenotypes strengthen the notion that the nine hotspot mutations lead to different effects 
explaining why they are all found in human tumors and have a different tumor spectrum in 
humans but also may explain the heterogeneity of Li-Fraumeni families depending on the 
carried germline mutation.Studying each of these mutations in vivo using animal models is 
thus crucial to understanding their effect. Here we show that the Y220C mutation, which is 
different from the other hotspots by its position and conformational effect, can also lead to a 
gain of oncogenic function of the mutant protein in vivo affecting mostly the tumor spectrum 
and invasiveness potential without a strong change in survival in comparison to the loss of the 
p53 protein.This observation may explain why p53YC mutation is frequently found in human 
cancers with an aggressive tumorigenic phenotype. 

Regarding the mechanism of gain-of-function, it has been shown that mutant p53 can 
have oncogenic functions by acting via various pathways. In addition to its loss of 
transcriptional activity on regular response elements, it may be able to bind other DNA 
sequences leading to the activation of oncogenic pathways. Moreover, some p53 mutants are 
able to interact with other transcription factors to either promote their oncogenic function 
such as NF-Y or to sequester them and inhibit their activity, such as for p63 and p7321. This 
latter interaction is thought to be the major mechanism of action of mutant p53. Indeed, p63+/- 
or p73+/- mice were found to develop metastatic tumors spontaneously and in a similar 
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spectrum to those developed by mutant p53 mice, suggesting that the oncogenic properties of 
mutant p53 are driven by the inhibition of TAp63/p73 tumor suppressors and/or the 
promotion of ΔNp63/p73 tumorigenic activities22. Moreover, mutant p53 can also directly 
interact with effector proteins to impairtheir activity, as already discussed for MRE11, or to 
enhance their function such as for TOP1 23,24. Concerning p53YC protein, we have yet to 
define if this mutant protein can bind specific or other DNA sequences, which is a plausible 
hypothesis knowing that its conformational changes are localized and distant from the contact 
surface of the DBD. However, given the accumulation of p53YC protein in tumors and non-
tumoral cells, it is most likely that this unfolded mutant protein will allow novel interactions 
with partners due to its high cellular concentration.  

Additionally, most p53YC/YCfemales sufferedfrom a highly penetrant phenotype of 
exencephaly development and died in utero. The exencephaly is probably caused by a defect 
in neural tube closure due to an impaired p53-dependent apoptosis as shown for p53KOmice15. 
In this study, theauthors also observedan embryonic lethality in p53KO females (and one male) 
but in a less severe manner than in our study of p53YC/YCfemales. This suggests that 
p53YCmutation is more detrimental at this stage of development than the absence of WT 
protein. Moreover, the fact that this defect affects mainly the females raises the hypothesis 
that p53YC protein may play a hormonal or epigenetic dependent role in this embryonic 
process. In support of the hypothesis of a hormonal role for p53YC, a high rate (30%) of the 
female hormone-dependent breast and ovarian tumors is observed among human 
tumorsharboring the p53YCsomatic mutations (according to the IARC-TP53 database R18 
April 2016), but the causal effect is yet to be determined.A more plausible hypothesis is that 
the mutant protein is able to alter the expression of genes implicated in the neural tube closure 
during embryogenesis, in a gender specific manner (via the direct or indirect regulation of X-
linked genes for example). 

 
Perspectives: p53Y217C as a preclinical mouse model to evaluate anti-cancer strategies 

According to the IARC TP53 database, p53Y220C mutation occurs sporadically in about 
100.000 new cancer cases per year –making it the ninth most frequent p53 mutation in human 
sporadic cancers– and its germinal form has been reported in 10 families with the Li-
Fraumeni syndrome (LFS)1. Here we show that this mutation leads to an oncogenic effect at 
the homozygous state, thus demonstrating its impactin vivo in a mammalian animal model. As 
for heterozygotes, the survival curves are still on going, but they already suggest that p53+/YC 
die prematurely of cancer displaying a large spectrum of tumors. It will be interesting to 
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pursue these survival curves knowing that p53+/YCmice are a good model ofthe Li-Fraumeni 
syndrome (LFS) caused by heterozygote Y220C mutation. These patients develop mostly 
sarcomas and other highly invasive tumor types at an early age but have a good survival 
prognosis in comparison to LFS families carrying other p53 mutations 25,26, a phenotype 
resembling the one in p53+/YCmice. 

A common event in human tumors is the loss of heterozygosity (LOH) at the TP53 
locus, resulting in the absence of a functional p53 protein (among other 
consequences)27.Thus, tumors would express p53Y220C from one allele, and have lost the 
WTTP53 allele. In this regard theY220C mutation appears as an interesting target for cancer 
therapy. Structural studies showed that the loss of hydrophobic bonds, by the substitution of 
the tyrosine by a cysteine (Tyr to Cys or Y to C), creates a cavity in the mutant protein that is 
absent in the WT protein due to the side chain of the tyrosine amino acid. This mutant-
specific pocket is responsible for lowering the thermodynamic stability of the mutant DNA 
binding domain resulting in an unfolded and inactive protein in in vitro studies. On the other 
hand, this same cavity may be the Achilles’ heel of the mutant protein given that it is 
potentially druggable by targeting small molecules that bind its surface specifically 12. The 
asset of such molecules would be that they target a surface that is distant from the functional 
site of the mutant protein and that the conformational changes caused by the mutation are 
localized so the binding of these drugs will restore the protein’s function without affecting the 
DNA binding interface per se. Even more, their mutation-binding specificity–dueto the 
absence of the cavity in the WT protein–will ensure they do not interfere with the WT p53 
protein in normal cells thus targeting only cancerous cells 13.  

The team of Alan Fersht (at the University of Cambridge, UK) took up the challenge 
to design such molecules and succeeded –by using in silico screening and crystallographic 
studies– to identify specific carbazole derivatives that are able to bind this mutant-specific 
crevice and would stabilize its thermodynamic state by raising its melting temperature and 
slowing down its aggregation rate. A member of this family of reactivating molecules, the 
PK7088, was tested in vitro and showed encouraging results on human cancer cell lines 
harboring the p53Y220C mutation28. However, these studies were conducted in cancer cell lines 
that are by definition subjected to many genetic alterations and genomic instabilities making it 
hard to confer the success of these drugs solely to their effect on the mutant protein and to 
ensure their specificity. Hence, it is essential to test the pharmacological action of a drug in an 
animal model to establish its specificity, as well as its toxicity on the whole organism. In this 
context, our p53Y217C mouse model constitutes a perfect tool to evaluate candidate molecules. 



 89

We thus initiated a collaboration with the team of Alan Fersht, who is still improving 
candidate molecules by adding halogen derivatives and integrating dynamical high-resolution 
crystal studies and hydration patterns in the drug-discovery process in order to “design high-
affinity Y220C mutant binders [...] with increased potency, and stabilize these molecules by 
lowering their dissociation constant (KD)”29. While awaiting these potent and stably modified 
molecules, we started to test the available drugs of the same family. Our preliminary results 
(Figure S4) suggest a partial reactivation of the transcriptional activity of p53 in 
p53YC/YCMEFs, but at a rather high concentration (250 or 300 µM).This result is a preliminary 
test from one experiment that should be reproduced and confirmed using the proper controls 
(on WT and KO MEFs). The molecules are used at high concentrations due to their low 
affinity that is being currently improved by our collaborators 30. Further experiments with 
next generation molecules should allow us to exploit the p53YC/YC mice as a preclinical model 
to investigate this promising and specific anti-cancer therapeutic strategy. 

In conclusion, p53Y217C mouse is a great model of a unique oncogenic mutation which 
harbors strong gain of function properties. Even more, the severe gender specific embryonic 
lethality phenotype confers an intriguing specificity to this special mutation. Having 
established the tumorigenic effect of this mutation in vivo, future work will allow to rescue 
their phenotype using a promising specific anti-cancer targeted therapy. If successful, this 
novel strategy should benefit to all the patients harboring this mutation (in sporadic tumors or 
in the germline), but also a validation of this in silico structural-based technique for the 
screening of p53-reactivating drugs. 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 90

FIGURE LEGENDS 
Figure 1: Targeting the Y217C missense mutation at the mouse Trp53 locus. 
(A) The Lox-Stop-Lox (LSL) targeting strategy by homologous recombination in ES cells. 
EcoRI (RI) restriction sites (fragment 17kb long) flank the Trp53 gene. The coding exons are 
represented by black boxes and the UTRs by white boxes. The targeting vector was obtained 
by directed mutagenesis on a previous LSL construct 19 to introduce the TAT to TGT (Tyr to 
Cys) point mutation at the codon 217 and a silent mutation nearby creating a BanII restriction 
site. This construct (first line) contains: a 1.5kb and 2.8kb long 5’ and 3’ homology regions 
respectively; a LSL cassette with a neomycin positive selection gene (Neo), 4 transcription 
termination sequences (STOP) and a RI site, all flanked by LoxP sites in the same 
orientation(arrowheads); p53 exons 2 to 11 containing the Y217C mutation in exon 6 
(indicated by an asterix) and the additional BanII site; a diphtheria α-toxin (DTA) negative 
selection gene. The probe used for Southern Blot and the primers with the expected size are 
also indicated. (B-D) The screening of the recombinant ES clones by (B) PCR in the 5’ arm 
with the primers a and b to amplify a 2.4kb long positive band (asterix); (C) PCR with 
primers c and d flanking the regions with the mutation followed by BanII digestion of the 
amplified (830bp) sequence: heterozygote clones (asterix) for the mutation (p53LSL-YC) 
show a profile of 3 bands (830bp for the WT allele and 630+200bp for the LLS-YC allele); 
(D) Southern Blot with the indicated probe: the positive clones (asterix) contain a WT band of 
17kb and an additional band of 10.5kb after EcoRI digestion. (E) An example of genotyping 
by PCR with primers c and d and BanII digestion of MEFs prepared from embryos of a 
p53+/YC intercross. (F) p53-YC sequence around the codon 217. Total RNA was extracted 
from p53YC/YCMEFs and the retro-transcribed cDNA was amplified with primers flanking the 
exon 6 and the high-fidelity PCR product was sequenced and aligned to a p53-WT mouse 
cDNA sequence. The integrated mutation A G is highlighted and the rest of the sequence is 
similar to the WT. 
 
Figure 2: p53YC/YCprimary cells show no p53 activity.  
(A) p53YC/YCMEFs are unable to induce p53 target genes transcription. The expression levels 
of four p53 target genes are plotted. mRNAs from indicated MEFs –treated or not with 10µM 
Nutlin-3a for 24h– were quantified by real-time qPCR normalized to control mRNAs, then 
the amount in WT untreated cells was assigned the value of 1. (B) p53YC protein accumulates 
in p53YC/YCMEFs. Protein expression levels of p53 and of two of its target genes are assessed 
by Western Blot as shown in a typical example. MEFs were treated or not with 10µM Nutlin-
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3a for 24h and proteins were extracted then immunoblotted with antibodies against MDM2, 
p53, p21 and actin. Bands were quantified and normalized to the actin and the value from WT 
untreated cells was assigned the value of 1 (quantification on the right). (C) p53YC/YCMEFs 
are unable to induce cell cycle arrest in G1 after irradiation. Cell-cycle control was analyzed 
by FACS in asynchronous cell populations 24h after 0, 3 or 12 Gy of ɣ-irradiation and 1h of 
BrdU labeling. Results are from three independent experiments. (D) p53YC/YCthymocytes 
show no apoptotic response to irradiation. Age-matched miceof the indicated genotypes 
wereleft untreated or submitted to 10 Gy whole-body ɣ-irradiation and sacrificed 4h after. 
Thymocytes were extracted, labelled with Annexin V-FITC, analyzed by FACS and 
percentages of apoptotic cells were plotted. Results are from two independent experiments. 
 
Figure 3: p53YC/YCmice exhibit gender specific embryonic lethality. 
(A) Proportions of mice from the different genotypes and both sexes –with the ratio females 
over males– are calculated at weaning (right column), showing a deficit in female 
p53YC/YCmice in comparison to the mendelian expected proportions (left column). (B) Photos 
of a female (top) and a male (bottom) p53YC/YCembryos at 13.5 days of embryonic 
development. Female p53YC/YCembryo shows an exencephaly (indicated by the letter E). 
 
Figure 4: p53YC/YCmice are prone to a large specter of tumorsin-vivo. 
(A) Survival curves of homozygous mice from indicated genotypes and the sizes of the 
corresponding cohorts (in brackets). The cohorts were monitored until the age of 280 days. 
(B) p53YC/YCmice are prone to develop many tumor types and their thymic lymphomas are 
highly invasive. The graph is a contingency plot of the percentage of mice with each tumor 
type showing the tumor spectrum and invasive potential of p53YC protein. (C) Hematoxylin & 
Eosin staining of sections from the indicated organs and genotypes, showing the metastatic 
phenotype of p53YC/YCsuffering from thymic lymphoma. On the upper panel, “A” stands for 
pulmonary alveoli showing the normal structure of the lungs from p53KO(on the left) and 
p53YC/YC (on the right) mice. The dotted square shows the lymphoma area in the lungs of 
p53YC/YCmouse. On the lower panel, “WP” and “RP” stand for white and red pulp 
respectively, showing the normal structure of a p53KO spleen (on the left), which is absent on 
a p53YC/YC spleen (on the right) due to the invasive lymphoma. (D) p53YC protein accumulates 
in tumors in comparison to non tumoral tissues. On the left an example of a western blot on 
proteins extracted from different organs of one p53YC/YCmouse. Proteins from WT MEFs 
treated with Nutlin and from WT thymus are immunoblotted as controls. On the right a 
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quantification of p53 band intensity normalized to the actin from 3 to 4 western blots of 
protein extracts from different mice. The value for the WT normal thymus was set at 1. On 
the western blot and the quantification graph, T stands for tumoral cells and N for non-
tumoral cells.   
 
Figure S1: p53YC/YCshow no transcriptional activity in response to genotoxic stress 
p53YC/YCMEFs are unable to induce p53 target genes transcription. The expression levels of 
two p53 target genes are plotted. mRNAs from indicated MEFs –treated or not with 0.5µg/ml 
of Doxorubicin for 24h– were quantified by real-time qPCR normalized to control mRNAs, 
then the amount in WT untreated cells was assigned the value of 1 
 
Figure S2: p53YC/YCmice develop many tumor types in multiple organs. 
The table is a listing of the types of tumors developed by mice from the corresponding 
genotypes according to the histopathological analysis with the number of mice for each type. 
The total number of mice analyzed is indicated in brackets next to the corresponding 
genotype. 
 
Figure S3: p53+/YCmice are prone to a larger tumor spectrum than p53+/- mice. 
(A) Survival curves of heterozygous mice from indicated genotypes and the sizes of the 
corresponding cohorts (in brackets). The curves show the extension of the survival if cohorts 
were monitored until the age of 760 days. (B) p53+/YCmice are prone to develop many tumor 
types including thymic lymphomas The graph is a contingency plot of the percentage of mice 
with each tumor type. 
 
Figure S4: Specific molecules may restore p53YC transcriptional activity. 
p53YC/YCMEFs were treated or not for 24h with the indicated concentrations of a third 
generation molecule designed by Fersht’s lab. The molecule was combined or not to a 24h of 
10µM Nutlin treatment. mRNAs from the different conditions were quantified by real-time 
qPCR normalized to control mRNAs, then the amount in WT untreated cells was assigned the 
value of 1. This result is a preliminary test from one experiment.  
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MATERIALS AND METHODS 
p53LSL-Y217C construct 
The targeting vector was obtained as previously described31. Briefly, mouse genomic Trp53 
DNA was obtained from combining a 17 kb EcoRI fragment (from L. Donehower) and a 6 kb 
BamHI fragment (from T. Jacks). A portion of intron 1 containing a LoxP-Stop-LoxP (LSL) 
cassette (from T. Jacks) was also used. The Puromycin-resistance gene from the original LSL 
cassette was replaced by a Neomycin gene (details available upon request). The point 
mutation (A to G) encoding for the substitution of Tyr by Cys (TAT to TGT) at the codon 217 
–in addition to a silent mutation nearby creating a BanII restriction site– was introduced by 
PCR directed mutagenesis using the following primers (5’3’): 
mut_p53_Y217C-F: GC GTA GTG GTA CCT TGT GAG CCC CCC GAG GTC T  and  
mut_p53_Y217-R: AC CTC GGG GGG CTC ACA AGG TAC CAC TAC GCT G 
The resulting p53LSL-Y217C targeting vector was fully sequenced using the following 
primers: 

Primer Sequence 5’-3’ Primer Sequence 5’-3’ 
Puro-0F CAACAAGAGAGCAGGGTGACTCCAT I4F GAGTTGTCTTTCGTGTGACC  
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG i6e6R GCACAAACCAAAACAAAATTACAG 
p53 int1-4 R TGGAAAGGTGCAAGGCTT I4E5F CCATCTCTGTGAGTTCGAGG 
D31-NeoR CGTGATATTGCTGAAGAGCTTG I7E7R GCTTCTGCCTGTTTCTGTTC 
puro LSL R ATGACCGAGTACAAGCCC e7-F CTGAAACTTATTAGAGGCTA 
p53 int1-2R TATCAGCCAGAGACAAAA I9E9R CGTGACATTAGCTTGAGAGC 
CMVt LSL R TGCAGAAATTGATGATCT e8-9F TCTTACTGCCTTGTGCTGGT 
av puro 5R GGTGATAGGTGGCAAGTGGT E710Seq4F ACAGTGGTTCTCAGTGTAACT 
av puro 3R TCATCAAGGAAACCCTGGAC int10_11ex10R AGTCAGTTCTCGTAGGGTGC 
avant-stops_F1 GTAGCCGCCGTTGTTGTTAT e10-F CTTCCATCTCACTTCATCTC 
entre-stops_F1 GGAACTGATGAATGGGAGCA 3U11R GGATGAATTTGGGAGGTACCC 
stop_F1 CCCCCTGAACCTGAAACATA e11-F GCTCCCATCACTTCATCCCT 
after_lox1 LSL F GAATTCCGCAAGCTAGCC 3'homologie_F1 CTGAGGTCCAGAGGCACTTT 
p53 int1-5 F TGGCCATCTTTAATAAAG 3'homologie_F2 GGAGGAGGGGCTAAAACAAT 
stop_R1 TCCCTCGACCAGACATGATA DTA R1 GTCCCGTGGTACGAAGAAAA  
283+L3F AGGCTTGAGCAGCCTGAATA DTA-R2 AGGGAAGGCTGAGCACTACA  
I2E2F ACTACATAGCAAGTTGGAGGCCAG DTA_R3 TTCGCCTGTTCCCAGTTATT 

 
Generation of Knock-In mice 
129X1/SvJ-PRX-129X1 #1 embryonic stem (ES) WT cells from the Jackson Laboratory were 
electroporated with the targeting construct purified and linearized with NotI. Of about a 100 
G418-resistant clones, 16 recombinants were identified by long-range PCR, and 6 candidates 
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were confirmed by internal PCR and Southern Blot. Two clones were injected intoC57BL/6J 
(B6) blastocysts that were introduced into pseudo-pregnant females. Germline transmission 
was verified by genotyping embryos from breeding of chimeras –with high percentage of 
agouti coat color–with WT B6 mice and positive agouti p53+/LSLY217Cwere obtained. In vivo 
excision of the LSL cassette was performed by breeding p53+/LSLY217Cmale mice withfemales 
carrying the PGK-Cre transgene 32 and the descendants were verified by genotyping. The 
p53Y217C mutation was genotyped by PCR using the following primers followed by a BanII 
digestion.  

p53-I4_F2 gtgtgttggccatctctgtg 
p53-I6_R2 aaccggactcagcgtctcta 

 
All experiments were performed according to IACUC regulations as supervised by the Curie 
Institute’s “Comité d’éthique en experimentation animale” 
 
Cells and cell culture reagents 

Primary MEFs were isolated from 13.5 day embryos from p53+/- or p53+/YC mice 
intercrosses. They were cultured in a 5% CO2 and 3% O2 incubator, in DMEM Glutamax 
(Gibco), completed with 15% Fetal Bovine Serum (FBS; Biowest), 100µM β-
mercaptoethanol (Millipore), 10µMNon Essential Amino-Acids and Penicillin/Streptavidine 
(NEAA/PS, Gibco) for at most 6 passages. For stress response protocols, cells were irradiated 
at RT with 2.9 Gy/min in a Cs ɣ-irradiator and collected 24 hours later, or treated with 10µM 
Nutlin3a (Sigma-Aldrich)or Doxorubcin (Sigma-Aldrich) at 0.5µg/ml for 24h. For the drug 
testing experiments, cells were treated ornot with 10µM Nutlin3a for 24h then treated with the 
tested molecule at different concentrations and different time courses (shown treatments at 
250 or 300µM for 24h). 

 
Quantitative RT-PCR 

Total RNA was extracted using Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel) and reverse 
Transcribed using SuperScript III (Invitrogen). Real-time quantitative PCRs were performed 
on an ABI PRISM 7500 sequence detection system using PowerSYBR Green mastermix 
(Applied Biosystems). Primer sequences for quantification are available upon request. The 
mRNA expression levels were normalized to both Arp and PPIA. 
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Western blots 
Cells or organs were harvested in RIPA extraction buffer (Tris 50mM, pH8, 150Mm NaCl, 
1% NP40, 0,5% Deoxycholic acid, 0,1% SDS, 2mM EDTA) supplemented with Protease 
Inhibitor Coktail (Roche). Protein detection by immunoblotting was performed using 
antibodies raised against p53 (CM-5 rabbit polyclonal antibody, Novocastra, 1/1000), p21 (F5 
mouse monoclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology, 1/250), MDM2 (4B2 mouse 
monoclonal antibody, Abcam, 1/1000) and actin (rabbit polyclonal antibody, Sigma-Aldrich, 
1/500). Chemiluminescence revelation of western blots was achieved with the Super Signal 
West Dura (Perbio, France). Bands quantification was performed using ImageJ, and 
normalized to actin as loading control. 
 
Flow cytometry 

For cell cycle studies, log phase cells were irradiated at RT with a Cs ɣ-irradiator at doses 
of 0, 3 or 12 Gy and incubated for 24h. Cells were then pulse-labeled for 1 h with BrdU (10 
µM), fixed in 70% ethanol, double-stained with FITC anti-BrdU and Propidium Iodide, then 
sorted by using a LSRII FACS machine. Data were analyzed using Flowjo software. 

For apoptosis assays, age-matched mice were irradiated at 6 weeks with a Cs ɣ-irradiator at 
doses of 0 or 10 Gy. Thymi were extracted 4h later, filtered through a 70 µm smash and 
stained with Annexin V-FITC (Abcam) and Propidium Iodide, then analyzed with a LSRII 
FACS machine. Data were analyzed using Flowjo software. 

 
Histological analyses 

Organs were fixed in formol 4% for 48h, then in ethanol 70%, and embedded in paraffin 
wax. Serial sections were stained with hematoxylin and eosin by the pathology platform using 
standard procedures 33. 

 
Statistical analyses 
The Student’s t test was used in all figures to analyze differences between two groups of 
values. For the proportions of mice at weaning, the observed mice count was compared to the 
expected count according to Mendel’s distribution and a Chi-square (χ2) test. For the survival 
curves analyses we used log-rank Mantel-Cox test to compare the curves of two genotypes. 
Analyses were performed by using GraphPad Prism, and values of p ≤ 0.05 were considered 
significant (asterix). 
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II. P53 ET INSUFFISANCE MEDULLAIRE 
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Article n°3 

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

  
Iva Simeonova, Sara Jaber*, Irena Draskovic*, Boris Bardot, Ming Fang, Rachida Bouarich-

Bourimi, Vincent Lejour, Laure Charbonnier, Claire Soudais, Jean-Christophe Bourdon, 
Michel Huerre, Arturo Londono-Vallejo and Franck Toledo  

Cell Reports (2013) 3: 2046-2058. 
 

 
Résumé :  

Mon second projet est plus avancé et tout aussi prometteur en matière d’étude du 
suppresseur de tumeur p53 mais également d’applications médicales. Le domaine C-terminal 
de p53 (CTD) comporte les résidus 364–393 et qui a été amplement étudié. Il semble être un 
domaine régulateur de la fonction de p53 qui a aussila fonction particulière de reconnaître et 
lier l’ADN, mais son rôle restait controversé. Plusieurs études ont indiqué que l’altération ou 
la délétion du CTD augmente l’efficacité de liaison à des séquences nucléotidiques courtes. 
Des résultats contradictoires ont remis en cause le modèle de régulation négative de p53 par 
son CTD et proposent un modèle de « glissement » de p53 sur l’ADN pour favoriser la 
reconnaissance des séquences cibles.  

Afin de mieux comprendre le rôle du domaine C-terminal de p53 in vivo, notre équipe 
a créé une souris qui exprime une p53 tronquée de son CTD (derniers 31 acides-aminés : 
p53∆31). L’analyse des souris p53Δ31/Δ31nous a permis de montrer clairement que la délétion du 
CTD entraîne une augmentation de l’activité de p53. Ceci indique que le CTD exerce 
essentiellement un rôle régulateur négatif. A la suite de notre étude d’autres équipes ont 
entrepris la même démarche de délétion du CTD in vivo avec les modèles p53∆24241 et 
p53∆30242 dont les résultats sont abordés dans le paragraphe II.A de la partie « Discussion ».  

Nous avons montré que les souris p53Δ31/Δ31présentent une aplasie médullaire et une 
fibrose pulmonaire, et que leurs cellules ont des télomères anormalement courts. Ces souris 
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présentent ainsi la plupart des signes cliniques d’une dyskératose congénitale (DC), 
l’archétype des syndromes télomériques. Nous avons ensuite montré que l’activation de p53 
conduit à une diminution de l’expression de quatre gènes impliqués dans le maintien des 
télomères :Dyskerin (Dkc1), Rtel1, Tinf2 et Terf1. Ces observations semblent particulièrement 
pertinentes puisque chez l’Homme des mutations de Dkc1, Rtel1 ou Tinf2 peuvent causer une 
dyskératose congénitale. En utilisant des souris p53∆31/∆31 de fonds génétiques différents, nous 
avons également observé qu’un niveau plus élevé de Rtel1 permet d’atténuer la sévérité des 
symptômes des souris atteintes. Le phénotype télomérique causé par la délétion du CTD 
dépend donc des niveaux d’expression d’au moins l’un des gènes télomériques régulés par 
p53.  

Cette étude démontre que p53 joue un rôle majeur, auparavant insoupçonné, dans la 
régulation du métabolisme des télomères. Un des enjeux à venir de ce projet est de rechercher 
des mutations dans des gènes de la voie p53 qui pourraient être causales chez des patients 
atteints de DCsans anomalie moléculaire identifiée(30% des patients DC). 
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Article n°4 
   p53 downregulates the Fanconi anemia DNA  

repair pathway 
 
 

Sara Jaber*, Eléonore Toufektchan*, Vincent Lejour, Boris Bardot and Franck Toledo. 
 

Nature Communications (2016) 7 : 11091. 
 

Résumé :  
Suite à notre découverte que p53 régule le métabolisme des télomères, nous avons 

voulu élargir cette étude à d’autres gènes impliqués dans le métabolisme télomérique. Nous 
avons donc testé 42 gènes candidats en comparant des cellules p53-/-, p53+/+ et p53Δ31/Δ31et 
démontré que p53 régule négativement 7 gènes supplémentaires impliqués dans le 
métabolisme télomérique, confirmant ainsi le rôle majeur de p53 dans la régulation des 
télomères. Un de ces gènes est muté dans l’anémie de Fanconi, qui fait aussi partie de la 
famille des syndromes d’insuffisance médullaire. En se focalisant plus spécifiquementsur la 
voie Fanconi de réparation de l’ADN, nous avons pu montrer que p53 régule négativement un 
grand nombre des gènes de cette voie, et que l’hyperactivation de p53 entraîne des 
phénotypes similaires à ceux des cellules de patients souffrant de l’anémie de Fanconi (défaut 
de réparation de l’ADN, accumulation des aberrations chromosomiques, hypersensibilité à 
des agents alkylants). 

Ce second projet nous a permis de découvrir de nouvelles facettes de ce « gardien du 
génome ». En effet il est bien établi que p53 joue un rôle primordial dans le maintien de 
l’intégrité génomique de la cellule, en réponse à divers stress dont l’érosion des télomères et 
les dommages à l’ADN. De façon surprenante, nos résultats montrent qu’une activation 
constante de p53 pourrait finalement entraîner des défauts de réparation de l’ADN et un 
raccourcissement télomérique, formant ainsi une boucle positivede rétro-contrôle.Une autre 
portée de nos découvertes est que p53 pourrait expliquer certaines des similitudes cliniques 
(aplasie médullaire, petite taille, pigmentation anormale et hypoplasie testiculaire) qui existent 
entre ces deux syndromes d’insuffisance médullaire et comment ces deux maladies 
(dyskératose Congénitale et anémie de Fanconi) peuvent être confondues au diagnostic. Nous 
avons également confirmé ces observations dans les cellules humaines et les avons corrélées 
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au statut de p53 dans les cellules tumorales humaines. Ce projet s’inscrit donc également dans 
le cadre de la recherche fondamentale sur le cancer, d’autant plus que ces deux maladies 
d’insuffisance médullaire (dyskératose congénitale et anémie de Fanconi) sont des syndromes 
prédisposant au cancer. De plus, nous avons pu montrer que la combinaison d’agents qui 
créent des ponts inter-brinsavec des molécules activatrices de p53, pourrait constituer une 
stratégie anti-tumorale pour tuer plus efficacement les cellules cancéreuses exprimant une p53 
sauvage, suggérant ainsi une application thérapeutique potentielle de nos recherches.  
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I. Les altérations de p53 et leurs effets sur la tumorigenèse 
I.A. Perte de fonction de p53 

 
I.A.1. Conséquences de la délétion de Trp53 
Chez la souris, la perte d’expression du gène Trp53 a démontré le rôle de p53 dans la 

suppression des tumeurs spontanées et induites. Les souris p53-/- (p53KO) invalidées pour le 
gène Trp53 développent des tumeurs spontanées avec une pénétrance complète et meurent 
majoritairement entre 2 et 9 mois (âge moyen de survie de 6 mois) de lymphomes-T 
thymiques double-positifs CD4+ CD8+ et de quelques sarcomes 113,243.L’incidence élevée de 
lymphomes thymiques observée chez les souris p53KO reflète l’accumulation de précurseurs 
lymphoïdes, ayant des réarrangements aberrants du récepteur TCR, à cause du défaut 
d’apoptose dans les thymocytes de ces souris 244-246.Dans ce contexte d’allèles amorphes, la 
perte de p53 entraîne une série de mutations et une sélection d’événements conduisant à la 
progression rapide de tumeurs oligoclonales. Ainsi, p53 fonctionne comme un gardien de la 
stabilité génomique et sa perte entraîne le développement fréquent d’une hétérogénéité 
tumorale gouvernant la sélection de clones dominants. De plus, les souris hétérozygotes p53+/- 
montrent une survie diminuée et un développement tumoral accéléré par rapport aux souris 
p53+/+(p53WT), avec une latence médiane de 18 mois environ et une prépondérance de 
sarcomes. La moitié de ces tumeurs ont perdu l’allèle sauvage 247. La faible incidence des 
lymphomes thymiques chez les souris p53+/- pourrait découler du fait que le développement 
de ces lymphomes nécessite une perte d’hétérozygotie(Loss Of Heterozygosity ou LOH)dans 
une fenêtre de temps réduite (avant l’involution du thymus). D’autres tumeurs ne présentent 
pas de LOH, suggérant une haplo-insuffisance de p53 pour la suppression de ces tumeurs qui 
progressent malgré la présence d’une copie fonctionnelle de p53. En plus de la prédisposition 
des souris p53+/-etp53-/-à développer des tumeurs spontanées et induites, des invalidations 
conditionnelles et tissu spécifiques de Trp53 montrent que la perte d’activité de p53 est 
suffisante pour la progression d’autres types de tumeurs comme les cancers épithéliaux par 
exemple 117. 

 
I.A.2. Conséquences d’unep53 hypomorphe 
Environ15% des mutations faux-sens de TP53 dans les tumeurs humaines entraînent 

l’expression d’une p53mutée ayantune activité partielle 111.Certains de ces mutants retiennent 
uniquement quelques activités de p53 et c’est l’importance des fonctions qui sont affectées 
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qui dicte le devenir des tumeurs et leur réponseaux traitements. Certaines mutations au niveau 
du DBD affectent la liaison de p53 à des gènes cibles spécifiques mais pas à d’autres, comme 
la mutation R175P. Ainsi, le modèle murin exprimant la mutation équivalente R172P a 
permis de démontrer que la protéine p53R172Pretient une activité partielle d’arrêt du cycle 
cellulaire associée à une induction résiduelle du gène p21, mais qu’elle est incapable d’induire 
l’apoptose en réponse aux dommages à l’ADN. Malgré une réponse apoptotique déficiente, la 
protéine p53R172P retient une capacité à réduire la tumorigenèse spontanée chez les souris 
p53R172P/R172P, probablement via l’arrêt du cycle cellulaire et l’inhibition de l’instabilité 
génomique. Cependant, cette protéine hypomorphe est incapable de réduire la progression des 
tumeurs d’apparition tardive indiquant le rôle de l’apoptose dépendante de p53 dans ce 
processus. Des résultats similaires ont été obtenus avec des souris exprimant une p53 portant 
la mutation E177R, correspondant à la E180R humaine retrouvée dans des tumeurs humaines 
sporadiques et chez des patients Li-Fraumeni248.De plus, deux modèles murins délétés du 
domaine riche en proline ou PRD (p53ΔP et p53mΔpro) expriment des protéines hypomorphes et 
sont également résistants au développement de tumeurs précoces mais meurent finalement de 
tumeurs tardives. La protéine p53ΔP est incapable d’induire un arrêt du cycle cellulaire 
(induction de p21 très compromise) mais est compétente pour la réponse apoptotique 42, alors 
que p53mΔproprésente des défauts également dans la réponse apoptotique aux stress 
génotoxiques 44. 

Deux autres modèles murins : p5325,26 (inactivé pour le premier domaine de 
transactivation TAD1) et p533KR (muté pour les 3 lysines acétylées du DBD de la p53 murine) 
expriment des p53 hypomorphes incapables de transactiver les principaux gènes cibles de p53 
en réponse aux dommages à l’ADN mais retiennent une activité de suppression tumorale. Ces 
modèles ont ainsi permis de démontrer que la capacité de p53 à induire l’arrêt du cycle 
cellulaire ou l’apoptose en réponse aux dommages de l’ADN n’est pas essentielle pour la 
suppression tumorale, et que d’autres réponses peuvent jouer un rôle anti-tumoral comme la 
régulation du métabolisme par exemple 117.Le modèle p533KR a également permis de montrer 
le rôle de l’acétylation des lysines du DBD (notamment la lysine 120) dans l’induction des 
réponses canoniques de p53 (l’arrêt du cycle, l’apoptose et la sénescence) 51,52. 

Tous ces modèles exprimant une p53 hypomorphe ont permis de montrer qu’une perte, 
même partielle, de certaines activités de p53 peut avoir un effet sur la tumorigenèse et que les 
différentes réponses p53-dépendentes sont régulées différemment et participent à sa fonction 
de suppression tumorale selon le contexte et les tissus. 
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Par ailleurs, grâce à une étude détaillée du modèle murin p53ΔP(Article n°1),nous 
avonspu montrer que la protéine p53ΔPest incapable d’empêcher la progression tumorale dans 
un contexte oncogénique comme la perte d’une copie du gène Rb 249. Plus encore, nous avons 
montré que les stratégies ciblant MDM4, un inhibiteur de p53, ne sont pas efficaces pour la 
suppression des tumeurs thyroïdiennes dans ce contexte (à l’inverse des tumeurs 
hypophysaires par exemple). Cette étude nous a également permis de démontrer l’importance 
de la répression de certains gènes par p53 dans la suppression des tumeurs thyroïdiennes, 
impliquant un intérêt à rétablir cette répression pour le traitement efficace de ce type de 
tumeurs. Les thérapies visant à inhiber MDM4 devraient donc prendre en compte le statut de 
p53 dans les tumeurs ciblées mais également l’étendue et la spécificité de l’activitéde p53. 
Notre étude suggère que cette stratégie peut être inefficace pour la réactivation d’une p53 
hypomorphe dans certaines tumeurs. Sachant que les mutations qui invalident (partiellement 
ou complètement) les fonctions de p53 sont plus fréquentes que la perte complète du gène 
TP53, les thérapies visant à restaurer ces fonctions doivent êtremultifactorielles et adaptées au 
type de tumeur, au contexte cellulaire et au statut de p53 ainsi qu’aux réponses qu’elle induit 
(arrêt du cycle, apoptose, sénescence, etc.). 

 
I.B. Gain de fonction de p53  
La prédominance de l’expression d’une protéine p53 mutée dans les cancers humains 

plutôt qu’une simple invalidation du gène entraînantuneperte de l’expression de la protéine 
suggère un avantage biologique sélectif pour la tumeur à exprimer une p53 mutée par rapport 
à la perte complète de p53. L’hypothèse est que cet avantage découle du gain de fonction 
conféré par l’allèle muté et qui se traduit par un effet antimorphe quand la protéine 
mutéeexerce un effet dominant négatif vis-à-vis de la protéine sauvage et/ou néomorphe 
quand la protéine mutée acquiert de nouvelles fonctions oncogéniques et promeut la 
tumorigenèse. Ces deux caractéristiques de l’allèle muté sont appelées « gain de fonction » ou 
GOF. Ceci explique pourquoi p53 a été considérée comme un oncogène à sa découverte par 
des expériences de surexpression d’une protéine qui s’est avérée mutée.  

Les modèles murins exprimant l’équivalent de certaines des mutations « hotspot » de 
p53 (p53R175H, p53R273H, p53R248Wet p53R248Q) ont permis de confirmer cet effet gain de 
fonction in vivonotamment par la prédominance de métastases et le développement de 
nouvelles tumeurs par rapport aux souris p53KO, avec des phénotypes et des spectres de 
tumeurs plus ou moins variés entre les modèles étudiés 157.Même la mutation 
« hotspot »p53G245Squi a été considérée comme un allèle nul chez le modèle murin, entraîne 
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une légère diversification dans les sous-types de tumeurs des souris p53G245S/-par rapport aux 
p53-/-. Les différences dans la sévérité du phénotypesont inhérentes à chaque mutation : sa 
nature (structurale ou de contact), l’effet de la protéine exprimée et sa stabilité, mais 
dépendent également du modèle murin étudié (fond génétique, mutation du gène Trp53 murin 
ou introduction de la séquence TP53mutée chez la souris humanisée ou « hupki », etc.). 

J’ai créé le modèle murin exprimant la mutation p53Y217C équivalente à la mutation 
Y220C humaine qui est la 9ème mutation « hotspot »la plus fréquente dans les cancers 
humains (Article n°2, en préparation). Cette mutation est différente des autres mutations 
« hotspots » selon les études structurales,vu sa localisation à distance de la surface de contact 
à l’ADN. Cependant elle se traduit in vivo par des effets similaires aux autres mutants 
notamment le développement chez les souris p53Y217C/Y217C d’un large spectre de tumeurs. En 
effet ces souris développent des lymphomes thymiques très invasifs formant des métastases 
mais également des lymphomes dans d’autres organes que le thymus, comme les souris 
p53hupkiR175H/R175Hpar exemple exprimant une autre mutation structurale. Notre étude des 
souris homozygotes p53Y217C/Y217Cnous permet donc de postuler que la protéine mutée, qui est 
inactive pour les principales réponses anti-tumorales de p53 mais qui s’accumule dans les 
cellules et plus encore dans les tumeurs, a acquis de nouvelles fonctions oncogéniques et 
surtout métastatiques.  

Plus encore, les souris p53Y217C/Y217Csouffrent d’une létalité embryonnaire spécifique 
aux femelles et due au développement d’une exencéphalie à pénétrance élevée. Ce phénotype 
a été observé chez certaines femelles p53KO et est dû à un défaut de fermeture du tube neural 
durant l’embryogenèse par manque d’apoptose. Ce phénotype est encore plus sévère chez le 
mutantp53Y217Cque chez lesp53KO, ce qui différencie cette mutation des autres mutations 
« hotspot »(voir Introduction IV.B.2). Un critère important à prendre en compte est l’effet du 
fond génétique sur le phénotype des souris. En effet, les premières p53KOétudiées par 
Donehower sont de fond génétique mixte (75% C57BL/625% 129/Sv) et présentent un 
spectre de tumeurs plus large que celui retrouvé dans nos cohortes et dans les autres études 
ultérieures113. Cet effet du fond génétique est confirmé par la purification de cette lignée sur 
fond 129/Sv, ce qui altère le spectre de certains types de tumeurs (mais pas les lymphomes) 
250. Dans notre élevage, les souris p53Y217C/Y217Cet p53KOsont de même fond génétique 
puisqu’elles sont de fond purifié C57BL/6 (presque 100%). Cependant, une façon d’éliminer 
le risque d’influence du fond génétique sur nos observations, c’est de croiser les deux lignées 
entre elles afin d’analyser des souris issues des mêmes portées et qui sont de fond génétique 
identique. Ainsi le croisement des p53+/-avec des p53+/Y217Cnous permettra de comparer les 
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hétérozygotes entre eux mais également d’obtenir des souris p53Y217C/-. Il sera intéressant 
d’analyser ces dernières mais également de les croiser entre elles afin d’obtenir des 
p53Y217C/Y217Cet p53-/-issues du même croisement parfaitement comparables. 

Il me reste à déterminer par quels mécanismes cet effet néomorphe s’exerce sur le plan 
moléculaire et cellulaire et plusieurs hypothèses peuvent être proposées. Je vaisd’abord tester 
si la protéine p53Y217Cest capable de transactiver de nouveaux gènes non induits par la 
p53WTet impliqués dansla promotion de la tumorigenèse et des métastases, comme cela a été 
montré pour d’autres p53 mutées. Je vais donc étudiersila p53Y217Cest capable de régulerune 
panoplie de gènes candidats impliqués dans différentes réponses qui favorisent la 
tumorigenèse comme la prolifération cellulaire (Igf1r, Egfr, Mcm6…), l’inhibition de 
l’apoptose (Nfkb2, Timm50…) ou la promotion de l’invasion (Pla2g16, Itgb4…)157,251. En 
effet, certaines p53 mutées peuvent reconnaître et lier des séquences d’ADN structurales 
spécifiques, comme les régions d’attachement de la matrice nucléaire (les MARs).De plus, 
l’induction de gènes régulateurs de la chromatine est un autre mécanisme transcriptionnel qui 
semble spécifique aux mutations gain de fonction de p53 etresponsable d’un changement 
global du contexte épigénétique des cellules mutées 178. Je vais donc également tester 
l’induction par p53Y217C de ces régulateurs chromatiniens comme MLL1, MLL2 et MOZ. De 
même, le mécanisme responsable de la létalité embryonnaire sexe-spécifique pourrait 
découler de cette acquisition de nouvelles fonctions par la p53 mutée. Je veux ainsi tester si 
p53Y217Caffecte par exemple l’expression (directement ou via des facteurs de transcription) de 
gènes liés à l’X impliqués dans le processus de fermeture du tube neural comme le gène 
fbxl10par exemple 252. Dans ce contexte de multitudes de mécanismes probables d’action de 
lap53Y217C, il est intéressant de réaliser une étude globale d’analyse du transcriptome des 
cellules p53Y217C/Y217Ccomparé à celui des cellules p53WTet p53KOafin de détecter un grand 
nombre de gènes candidats et de potentiellement déterminer de nouveaux gènes régulés 
spécifiquement par p53Y217Cimpliqués dans ces différents processus.  

Une autre hypothèse probable au vu de l’accumulation de la p53Y217Cdans les cellules 
tumorales est que cette protéine mutée puisseinteragir avec de nouveaux partenaires et que ces 
interactions aberrantes favorisent la tumorigenèse. Certains de ces complexes font intervenir 
des facteurs de transcription comme NF-Y, VDR,SREBP,SP1 et ETS-17, qui pourraient 
participer à la régulation de nouveaux gènes par la p53 mutée. Je vais donc tester par co-
immunoprécipitation l’interaction de p53 dans les tumeurs p53Y217C/Y217C avec ces différents 
facteurs de transcription, mais également l’expression des gènes qu’ils régulent (comme 
Plk2,Igfbp3etCyp24a1). Je vais ensuite comparer le recrutement des facteurs identifiés aux 
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promoteurs de leurs cibles par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) en présence de la 
p53Y217C ou de la p53WT. De plus,MRE11 est une nucléase inhibée directement par certaines 
p53 mutées et qui est responsable du phénotype d’instabilité génétique accrue conféré par ces 
protéines mutées. Cette instabilité est peut-être également favorisée par l’interaction directe 
de la p53 mutée avec TOP1 dont l’activité de recombinaison est ainsi augmentée de façon 
anarchique. Je vais également tester l’interaction de p53Y217C avec d’autres partenaires comme 
DAB2IP,inhibée dans le cytoplasme par certaines p53 mutées, favorisant l’infiltration des 
lymphocytes, ce qui rend cette protéine un candidat intéressant vis-à-vis du phénotype invasif 
conféré par la mutation p53Y217C. Si cette interaction est confirmée, il serait également 
intéressant de vérifier l’accumulation de la protéine p53Y217Cdans le noyau mais également 
dans le cytoplasme par des expériences d’immunofluorescence.  

Les partenaires qui semblent les plus impliqués dans cet effet de gain de fonction 
oncogénique, et plus précisément dans la promotion des métastases sont les autres membres 
de la famille p53 : p63 et p73. p63 et p73 forment des homotétramères ainsi que des 
hétérotétramères p63-p73, alors que la p53WTest incapable de lier p63 ou p73. Cependant, 
plusieurs p53 mutées dérivées de tumeurs humaines interagissent avec p63 et p73 et inhibent 
les activités anti-tumorales des isoformes TAp63 et TAp73, ou favorisent lesactivités 
oncogéniques des isoformes ΔNp63 et ΔNp73. Ces interactions sont principalement liées aux 
capacités de ces protéines mutées à promouvoir les potentiels migratoire et invasif des 
cellules tumorales, puisque p63 et p73 régulent le processus métastatique,en partie via leurs 
activités transcriptionnelles. En effet, la perte fréquente de p63/p73 dans les cancers les plus 
agressifs, accélère la dissémination métastatique253. De plus, les souris p63+/- et p73+/- 
développent spontanément des tumeurs métastatiques et le complexe p63-p53mutée peut 
réguler des récepteurs tyrosine kinase contrôlant ainsi l’invasion cellulaire. Plusieurs 
observations suggèrent que ce dernier mécanisme pourrait jouer un rôle important dans la 
fonction oncogénique de p53Y217C. En effet, des études in vitro ont montré que la protéine 
mutée humaine p53Y220C lie p63 et p73 et inhibe latransactivation de certains gènes cibles de 
p53. De plus, l’interaction de la p53 mutée avec p63 et p73 intervient via le domaine de 
liaison à l’ADN (DBD) de ces trois protéines et est favorisée par les mutations structurales du 
DBD de p53 qui altèrent sa conformation (comme la Y220C). Je vais donc tester l’interaction 
de p53Y217Cavec p63 et p73 ainsi que l’expression des gènes régulés par ces deux facteurs de 
transcription (comme Sharp1, Dicer1, Ccng2)indépendamment ou non de la p53Y217C7,55. 

Concernant les souris hétérozygotes p53+/Y217C, leur survie est augmentée par rapport 
aux souris p53+/-(au jour de l’étude) mais leur spectre de tumeur semble plus large, 
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enconcordance avec d’autres mutations « hotspots » (comme le mutant p53R172H). Une 
hypothèse est que la protéine p53Y217C pourrait agir en inhibant la protéine sauvage 
notamment par séquestration de la p53WT au sein d’hétérotétramères inactifs ou par le 
recrutement d’inhibiteurs de p53 par exemple. Cependant, cette diversification dans le type de 
tumeurs et ce potentiel invasif peuvent être uniquement dus aux propriétés oncogéniques 
acquises par la protéine mutée indépendamment de la p53WT. En effet, au vu du phénotype 
tumoral agressif chez les souris p53Y217C/Y217C, nous ne pouvons trancher sur l’effet dominant 
négatif chez les souris p53+/Y217C.Ces dernièresdéveloppent souvent des ostéosarcomes 
(comme les souris p53+/R172H), modélisant ainsi le syndrome Li-Fraumeni dont souffre les 
patients portant la mutation germinale p53Y220Cet présentant une forte incidence 
d’ostéosarcome. Ainsi, une thérapie ciblant spécifiquement cette p53 mutée a un intérêt dans 
le traitement de ces patients portant cette mutation spécifique.  

Une autre particularité de ces souris hétérozygotes pour la mutation, est qu’elles 
survivent mieux que les souris p53+/-. Ce résultat semble surprenant au vu des effets 
oncogéniques de la protéine mutée. Une hypothèse est que chez les souris p53+/-, une pression 
de sélection s’exerce pour perdre l’allèle sauvage, ce qui conduirait au développement 
tumoral plusrapide chez ces souris et à leur mort plus précoce. Je vais donc évaluer par 
séquençage le phénomène de perte d’hétérozygotie (LOH) dans les différentes tumeurs 
p53+/Y217Cet p53+/-mais également dans les cellules précancéreuses (dans les cellules de souris 
jeunes par exemple). Une autre hypothèse qui expliquerait la meilleure survie des souris 
p53+/Y217Cest que la protéine mutée puisse interagir avec la protéine sauvage comme discuté 
ci-dessus, mais que cette interaction serait au contraire activatrice, notamment par le 
recrutement de cofacteurs de p53 par exemple (excluant l’effet dominant négatif). Cette 
hypothèse semble peu probable d’après nos résultats dans les cellules primaires qui ne 
montrent pas une meilleure activité de p53 dans les cellules p53+/Y217Cpar rapport aux cellules 
p53+/-. Ainsi, les observations chez les souris hétérozygotes sont encore préliminaires et 
portent à plusieurs interprétations qui restent à valider,mais leur étude est toujours en cours en 
raison de leur espérance de vie plus longue que celle des souris homozygotes. En effet, une 
observation préliminaire que nous commençons à relever est que les courbes de survie des 
souris hétérozygotes p53+/-et p53+/Y217Cse resserrent vers la fin de leur vie.  

Par ailleurs, l’accumulation de la protéine mutée p53Y217Cdans les cellules et plus 
encore dans les tumeurs est probablement responsable de ces effets gain de fonction. Cette 
accumulationpeut résulter de la perte de la transactivation du gène cible codant pour son 
ubiquitine ligase MDM2. En effet, les niveaux transcriptionnels et protéiques de MDM2 sont 
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très faibles dans les fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) homozygotes pour la 
mutation, et non induits suite aux stress cellulaires. Le résultat est une moindre dégradation de 
la p53 mutée qui est donc stabilisée. Dans les cellules tumorales, nous suspectons un rôle de 
MDM2 mais également une possible participation d’autres protéines comme INK4A, PML et 
les chaperones HSP70 et HSP90 par exemple 251. Pour ces dernières, il existe un inhibiteur, le 
Ganetespib, qui pourrait être utilisé pour réduire les niveaux de la protéine 
mutéeoncogénique.   

 
I.C. Stratégie thérapeutique ciblée  
De nombreuses stratégies thérapeutiques anti-tumorales ont été développées pour 

activer p53 ou restaurer sa fonction. Une de ces stratégies consiste à introduirela p53 par des 
adénovirus. Le statut de p53 dans les tumeurs doit être pris en compte dans les thérapies qui 
entraînent une stabilisation de la protéine p53 (comme les chimiothérapies ou les antagonistes 
de MDM2 et/ou MDM4 par exemple) au vu des effets gain de fonction de la p53 mutéeque 
nous venons de voir. Une des stratégies prometteuses est d’induire,chez les protéines p53 
mutées, présentes dans au moins40% des cancers humains, la conformation et la fonction de 
la protéine p53 sauvage. Unemolécule, PRIMA-1MET (APR-246), actuellement en essai de 
Phase I, semble agir ainsi en se liantauxp53R175Het p53R273Het modifiant leur groupe thiol. 
Cependant ce composé peut induire une mort cellulaire indépendamment de p53 et il n’est pas 
exclu qu’il puisse également se lier à la p53WT, ce qui peut induire une cytotoxicité 
secondaire. Ces limites justifient l’intérêt d’une stratégie qui cible spécifiquement la p53 
mutée sans interférer avec la protéine sauvage.De plus, des composants comme le 
NSC319726, l’acide stictique ou encore la Chetomin réactivent certaines p53 mutées 
notamment via le recrutement de la chaperone HSP40 pour restaurer la conformation de la 
p53 mutée190. Cependant, la Chetomin peut avoir des effets indépendants de p53 comme par 
exemple le ciblage des interactions entre HIF-1a et p300. Par ailleurs, les stratégies qui ciblent 
les régulateurs négatifs de p53 (comme MDM2 ou MDM4) pour la stabiliser dans les cellules 
tumorales exprimant une p53 sauvage, présentent également des risques au vu des effets 
secondaires liés à la suractivation de p53 dans les tissus sains (voir Discussion II.B). 

La mutation Y220C constitue ainsi une cible privilégiée pour ce type de stratégie 
thérapeutique, de par la spécificité de la cavité structurale créée par la mutation de la tyrosine 
220 en cystéine. L’équipe du Pr. Alan Fersht a déjà élaborédes molécules (PhiKan083 et 
PK7088) qui se logent précisément dans cette cavité et semblent réactiver la fonction de la 
p53Y220Cin vitro et dans des cellules de tumeurs humaines. Le modèle murin que j’ai créé nous 
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permet de tester leur capacité à restaurer la fonction de la protéine mutéein vivo et en contexte 
physiologique et d’évaluer leurs éventuels effets secondaires sur l’organisme entier. Le défi 
de ce type de molécule est de pouvoir obtenir une bonne affinité de liaison qui les retienten 
complexe avec la protéine mutée. Ce complexe doit rester stable durant un temps suffisant 
pour la restauration de la conformation fonctionnelle de la protéine mutéeet doit pouvoir se 
former à une concentration non toxique pour l’organisme et qui maintienne leur spécificité de 
liaison. Afin d’atteindre cet objectif, Fersht et ses collaborateurs exploitent la plasticité 
structurale de la cavité et les interactions protéine-ligands, en se basant sur les différents états 
conformationnels étudiés par cristallographie dynamique. Ils ont ainsi découvert une sous-
poche hydrophobique qui peut être ciblée par des groupes pyrroles, augmentant ainsi l’affinité 
de liaison des molécules de futures générations en cours de perfectionnement. Ainsi, ils ont 
mis au point tout récemment une stratégie qui permet d’augmenter l’affinité de liaison du 
ligand à la cavité d’un facteur 5 par rapport à la molécule initiale (PhiKan083) et ceci par 
l’incorporation d’atomes de fluorine (uniquement la tri-fluorination) à ces petites molécules 
254. 

Une fois ces molécules stables obtenues je vais les tester sur les cellules 
p53Y217C/Y217C.Je vais ainsiévaluer la dose optimale qui permet l’activation des fonctions anti-
tumorales principales de p53 (transactivation des principaux gènes cibles, induction de l’arrêt 
du cycle cellulaire et de l’apoptose), ainsi que l’inhibition de ces activités oncogéniques 
acquises et l’induction de sa dégradation, sans avoir d’effets sur les cellules p53WT ni 
entraîner une cytotoxicité p53-indépendante. Suite aux tests préliminaires ex vivo, je testerai 
les molécules prometteuses sur des tumeurs xénogreffées pour une évaluation rapide de leur 
efficacité anti-tumorale et leur spécificité d’action par rapport à des xénogreffes de cellules 
KO pour p53 ou exprimant l’équivalent d’une autre mutation « hotspot » (cellules 
p53R270H/R270H). Enfin, si ces tests s’avèrent concluants, je réaliserai avec l’aide des 
spécialistes les études pharmacologiques in vivo pour administrer ces molécules aux souris 
p53Y217C/Y217C et monitorer leurs effets sur la régression tumorale avant de pouvoir conclure 
sur leurs éventuelles applications en clinique comme thérapie anti-tumorale ciblée et 
spécifique. L’intérêt de cette stratégie est que ces molécules fixent uniquement la p53 mutée 
et ne devraient donc pas affecter la survie des cellules non tumorales exprimant une p53 
sauvage. De plus, elles ciblent une région de la protéine qui est distante de la surface 
fonctionnelle qui ne serait donc pas perturbée par leur fixation, ce qui a été vérifié in vitro. 
Notre modèle murin nous permettra ainsi d’évaluer cette stratégie ciblée et innovantein vivo : 
on s’attend à observer une régression des tumeurs spécifiquement chez les souris exprimant la 
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mutation p53Y217Ctraitées avec ces molécules par rapport aux tumeurs invalidées pour le gène 
Trp53, et ceci sans observer une toxicité secondaire dans les autres cellules de ces souris par 
rapport aux souris témoins du même génotype non traitées. De plus, un moyen de tester 
l’efficacité de ces molécules est de les administrer précocement en préventif et de surveiller si 
elles permettent de prévenir le développement de tumeurs chez les souris p53Y217C/Y217C, 
sachant que ces dernières développent des cancers fatals avec une incidence de 100%. Ainsi 
les souris de ce même génotype qui sont traitées précocement et qui survivraient sans 
apparition de tumeurs auraient réactivéla fonction de p53 comme preuve de l’efficacité de 
cette stratégie. 

La validation de cette stratégie chez la souris constituerait une première étape avant de 
les tester chez les patients exprimant cette mutation spécifique. Elle permettrait également de 
prouver l’intérêt de cette technique de criblage de molécules in silico en se basant sur les 
études structurales de différentes protéines mutées. 
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II. La sur-activation de p53 et ses effets physiopathologiques 
II.A. Le rôle du CTD de p53 in vivo 
Le domaine C-terminal (CTD) de p53 est un domaine régulateur dont le rôle a été 

largement analysé dans plusieurs études aux résultats contradictoires. Initialement le CTD a 
été considéré comme un régulateur négatif du domaine de liaison à l’ADN de par son 
interaction avec des séquences non spécifiques de l’ADN 90,255,256. Mais d’autres études ont 
suggéré que le CTD joue un rôle de régulateur positif et qu’il est nécessaire pour la 
reconnaissance et la liaison des séquences spécifiques par le DBD 80-83. Ces études in vitro ou 
sur des lignées cellulaires consistent en une expression ectopique d’une p53 exogène 
introduite par transfection et souvent exprimée à des niveaux non physiologiques, d’où les 
contradictions de leurs conclusions qui sont difficiles à interpréter.  

Le modèle murin p53Δ31 a été créé dans notre équipe par remplacement de l’allèle 
Trp53 endogène par une séquence codant pour une protéine tronquée du domaine C-terminal. 
Il permet ainsi d’étudier l’effet de la délétion du CTD de p53 dans un contexte d’expression 
physiologique. L’analyse des souris p53Δ31/Δ31(Article n°3) a permis ainsi de démontrer que le 
CTD régule négativement les niveaux et l’activité de p53 puisque la délétion du CTD conduit 
à une sur-activation de p53 au niveau moléculaire et phénotypique (voir ci-dessous), mais 
également de comprendre les résultats contradictoires de la littérature257. En effet, la p53Δ31 
est une protéine plus stable et plus active transcriptionnellement mais qui ne lie pas plus 
efficacement les éléments de réponse (REs) à p53. Ceci suggère que chaque molécule p53Δ31 
est moins efficace pour la liaison aux séquences spécifiques d’ADN, en concordance avec un 
rôle de régulateur positif du CTD pour la liaison à l’ADN, ou que les REs sont saturés en 
molécules p53Δ31. Cependant, les niveaux élevés de protéines p53Δ31dans le noyau conduisent 
finalement à une meilleure transactivation des gènes cibles tout en ayant la même capacité de 
liaison aux promoteurs, suggérant que les molécules p53Δ31 sont plus actives. Une hypothèse 
est que le CTD est important pour l’interaction entre p53 et MDM2, ce qui affecte sa stabilité 
(par perte des sites ubiquitinylés par MDM2notamment) mais également son activité 
transcriptionnelle 89. Le fait que le mutant p537KR muté pour les lysines C-terminales 
ubiquitinylées par MDM2 n’entraîne pas de phénotype similaire aux souris p53Δ31, suggère 
que la sur-activation de p53Δ31est la conséquence d’une déstabilisation des interactions avec 
Mdm2 et/ou que le CTD sert à recruter des inhibiteurs pour former des complexes inactifs.  

Ainsi, nous proposons le modèle de régulation suivant : le CTD favorise l’interaction 
de p53 avec son ubiquitine ligase MDM2qui entraîne la dégradation de p53 ainsi que 
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l’inhibition de sa fonction de transactivation. Il est possible que p53∆31 interagisse moins bien 
également avec MDM4 (ou avec d’autres complexes inhibiteurs), ou que la quantité accrue de 
p53∆31satureMDM2 et MDM4 dans les noyaux des cellules mutées. Les protéines p53∆31 liées 
à la chromatine seraient alors plus actives. Dans ce modèle, le CTD de p53 sert de régulateur 
négatif de son activité. Cependant, concernant la liaison du DBD aux REs, le CTD semble 
jouer un rôle de régulateur positif pour la reconnaissance et la liaison des séquences 
spécifiques d’ADN, puisque sa délétion n’améliore pas la liaison de p53 aux promoteurs des 
gènes cibles malgré l’accumulation de la p53 tronquée de son CTD, même si ne nous pouvons 
exclure l’hypothèse de saturation des REs.Ainsi, d’après ce modèle les contradictions des 
études sur le rôle du CTD découlent du niveau d’expression de p53 résultant de la méthode 
d’analyse (surexpression de la p53 mutée ou son introduction au même niveau que la p53 
sauvage).  

Une étude plus récente valide le rôle de régulateur positif du CTD pour la liaison à 
l’ADN en étudiant les effets d’une p53 humaine délétée des 30 derniers acides aminés 
(p53Δ30) et de p53 modifiées dans leurs CTD : six lysines C-terminales mutées en arginine 
(p536KR) pour garder la charge globale ou en glutamine (p536KQ) pour mimer les acétylations. 
Cette étude montre que la liaison de p53 à un grand nombre de sites au sein du génome est 
facilitée par le CTD non modifié. Le mécanisme proposé est que le CTD stabilise les 
interactions coopératives entre les différents DBD du tétramère ainsi que les complexes p53-
ADN de par sa charge positive, alors que les acétylations des lysines C-terminales semblent 
jouer un rôle ultérieur à cette stabilisation 242. Le rôle de ces lysines a déjà été montré grâce au 
modèle murin p537KR dans lequel la modification du CTD contribue à la régulation 
différentielle et tissu-spécifique de l’expression des gènes cibles de p53 70. 

Par ailleurs, nous avons clairement établi que notre modèle murin p53Δ31 modélise le 
syndrome de dyskératose congénitale et que le raccourcissement télomérique causé par la 
régulation négative de gènes du métabolisme des télomères est la cause de cette pathologie 
chez les souris p53Δ31/Δ31et de leur mort précoce, puisque des niveaux plus élevés d’un de ces 
gènes (Rtel1) sauvent partiellement le phénotype257.A noter que la délétion des 31 derniers 
acides aminés dans notre modèle murin empêche l’expression des isoformes contenant l’exon 
AS (pour Alternative Splicing). Pour contrôler l’effet de l’absence de ces isoformes sur le 
phénotype des souris p53Δ31/Δ31, nous les avons comparées à des souris p53ΔAS/ΔAS (créées 
dans notre équipe), qui sont délétées pour l’exon AS mais expriment une p53 sauvage. Les 
souris p53ΔAS/ΔASne présentent aucun des phénotypes des souris p53Δ31/Δ31,ce qui indique que 
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le phénotype de dyskératose congénitale résulte d’une sur-activation de p53 plutôt que de la 
perte de l’exon AS.  

Un autre modèle murin délété du CTD de p53 (délétion des 24 derniers acides aminés, 
Trp53Δ24ou Trp53ΔCTD) a été publié après notre étude et présente des similitudes et des 
différences avec notre modèle241.Les deux modèles sont phénotypiquement similaires et les 
mêmes bases moléculaires semblent être en jeu à savoir une sur-activation de p53 dans la 
moelle osseuse conduisant à une aplasie médullaire (même si le phénotype télomérique n’a 
pas été analysé chez les souris Trp53ΔCTD/ΔCTD). Ainsi,dans ce modèle, comme dans le nôtre, 
l’absence du CTD,qui joue un rôle de régulateur négatif dans la moelle osseuse (et le 
thymus),rend comptedu phénotype global des souris Trp53ΔCTD/ΔCTD tout comme les 
p53Δ31/Δ31. Cependant, dans cette étude les auteurs proposent que le CTD joue un rôle 
différent selon le tissu et les gènes étudiés et que le niveau de la p53Δ24soit différemment 
régulé selon le tissu, sans proposer un mécanisme moléculaire pour expliquer ces spécificités. 
Par exemple dans le foie, le CTD semble jouer un rôle de régulateur positif de la 
transactivation et être impliqué dans une étape ultérieure à la liaison à l’ADN (puisque la 
liaison de la p53Δ24aux REs n’est pas altérée mais l’expression des gènes cibles est affectée). 
Dans notre modèle, nous n’avons pas mesuré l’activité de p53 dans le foie et ne nous pouvons 
pas occulter l’hypothèse que l’action du CTD dans cet organe soit différente. Cependant, une 
autre hypothèse est que dans cet organe hématopoïétique, chezles souris mutées, un 
phénomène de compensation permettrait de préserver le faible pool de cellules 
hématopoïétiques en diminuant la transcription des gènes cibles de p53. En effet, selon 
l’étude de Hamard et al., les cellules de foie fœtal de souris Trp53ΔCTD/ΔCTD retiennent 
lacapacité de former des colonies in vitro et de recoloniser la moelle de souris irradiées, à la 
différence des cellules de la moelle osseuse241.  

Il est important de soulever que des différences existent entre les deux modèles. En 
effet, la délétion p53Δ31est plus large et englobe 7 acides aminés supplémentaires faisant 
partie du CTD d’après sa définition communément admise. De plus, la p53Δ24conduit à la 
surexpression des transcrits contenant l’exon AS (d’après nos expériences de RMCE-ASAP 
257, et des expériences non publiées du groupe de JJ Manfredi) et qui sont absents dans notre 
modèle. Cette surexpression des isoformesAS chez les souris p53Δ24/Δ24pourrait contribuer à 
leur mort encore plus précoce et expliquer la différence subtile entre les courbes de survie des 
p53Δ24/Δ24(mort à environ 2 semaines) et desp53Δ31/Δ31 (mort entre2 et 6 semaines). 
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II.B. Effets d’une p53 hyperactive 
 Comme nous venons de voir, une diminution ou une perte de l’activité de p53 se 
traduisent par un développement de cancers plus ou moins rapidement selon les niveaux de ce 
suppresseur de tumeur. Cependant, une forte activité de p53 est également défavorable pour 
les cellules en raison deses fonctions cytotoxiques. Les niveaux de p53 doivent donc être 
finement régulés en l’absence de stress pour préserver l’homéostasie tissulaire. Les principaux 
inhibiteurs de p53 sont MDM2 et MDM4 qui participent à la régulation de son niveau 
d’expression et de son activité respectivement. Si cette régulation est perdue, comme chez les 
souris Mdm2-/- ou Mdm4-/-, l’activation anormale de p53 conduit à une létalité 
embryonnaire258. L’étude des souris Mdm2+/-et Mdm4+/- montre que 50% d’activité d’une de 
ces protéines est suffisante pour réguler correctement les niveaux de p53. Chez les souris 
Mdm2puro/Δ7–12, les niveaux de Mdm2 sont encore plus réduits (à environ 30%), ce qui se 
traduit par une augmentation d’activité de la p53 endogène, conduisant à une réduction de la 
taille des souris, un défaut de lymphopoïèse et une sensibilité accrue aux radiations 259. Un 
effet plus subtil est retrouvé chez les souris dont le promoteur interne de Mdm2 n’est pas 
activé par p53 et qui présentent uniquement une hypersensibilité à l’irradiation causant une 
aplasie médullaire 260. Un phénotype plus sévère est retrouvé chez les souris Mdm2PND/PNDqui 
expriment des niveaux faibles de MDM2 mais suffisants pour prévenir la létalité 
embryonnaire. Le résultat est une augmentation de certaines activités de p53 qui se manifeste 
par des anomalies phénotypiques tissu et fonction spécifiques, comme une hyperpigmentation 
localisée (accumulation de mélanocytes aux extrémités), un défaut du système 
hématopoïétique et une atrophie des gonades 261.  

Un modèle murin surprenant est le modèle p5325,26,53,54qui est muté pour les deux 
domaines de transactivation de p53 mais qui est extrêmement stable, ce qui à l’état 
hétérozygote entraîne un phénotype de létalité embryonnaire par sur-activation de p53. Les 
embryons non viables présentent des caractéristiques d’un syndrome de défauts 
développementaux appelé CHARGE 39.  De plus, le modèle murin p537KR muté pour les 7 
lysines C-terminales cibles de l’ubiquitination par MDM2 exprime une p53 constitutivement 
active et présente une déplétion des cellules souches hématopoïétiques. D’autres modèles 
murins de sur-activation de p53 ont été étudiés. Par exemple, les souris p53m/+ expriment une 
p53 mutée qui stimule l’activité de la p53 endogène (sans effet notable sur son niveau), 
conduisant à une réduction significative de l’incidence des tumeurs, en concordance avec son 
rôle de suppresseur de tumeur. Cependant, ces souris meurent plus rapidement que les souris 
WT et présentent des symptômes de vieillissement accéléré, un des effets secondaires de la 
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sur-activation de p53 262.  Les souris « Super-p53 » qui expriment une copie surnuméraire de 
p53 par introduction d’un transgène, présentent –en réponse au stress– une activité de p53 qui 
est une fois et demi supérieure à la normale. Ces souris suractivées pour p53, développent 
moins de tumeurs que les souris sauvages et aucun signe de vieillissement prématuré n’a été 
relevé, probablement car le niveau basal de p53 n’est pas augmenté en absence de stress 
263. Les souris p53Δ31/Δ31que nous avons créées et qui sont délétées du domaine C-terminal de 
p53, présentent une activité de p53 encore plus élevée et meurent rapidement après la 
naissance (à environ 3 semaines). Cette mort prématurée des souris p53Δ31/Δ31résulte de la 
forte sur-activation de p53 puisque le phénotype très sévère de ces souris rappelle celui des 
souris Mdm2-/-p53R172P/R172P264 et des souris Mdm2+/- Mdm4+/-265 suractivées pour p53 par un 
défaut de sa régulation. A noter que la protéine p53R172P est incapable d’induire l’apoptose 
mais toujours capable d’induire un arrêt du cycle cellulaire, une réponse qui peut être 
excessive dans le cas d’une absence de régulation par MDM2.  

La comparaison entre ces différents modèles murins exprimant une p53 inactive, 
hypomorphe ou hyperactive, suggère que les niveaux de p53 dictent en grande partie la 
sévérité du phénotype, allant d’une létalité embryonnaire dans le cas d’une très forte activité 
de p53 au développement de tumeurs fatales en 6 mois en l’absence d’une p53 fonctionnelle 
en passant par une mort précoce avant l’âge adulte, avec une durée de vie et des symptômes 
qui dépendent du niveau d’activation de p53. Dans le cas d’une dérégulation subtile du niveau 
de p53, les souris présentent des phénotypes intermédiaires comme la défaillance de certains 
organes (comme l’intestin ou le foie) en cas d’activation anormale de p53 ou une infertilité 
dans le cas d’une activité réduite de p53 266.  

Les souris p53Δ31/Δ31sont un très bon modèle pour l’étude des effets de la sur-
activation physiologique de p53 in vivo puisque ces souris présentent un phénotype sévère 
mais survivent à un âge qui permet de les analyser. L’étude détaillée de ces souris a révélé 
qu’elles présentent un phénotype caractéristique d’une forte activité de p53 déjà relevée chez 
les autres modèles comme la petite taille, l’hyperpigmentation, l’hypoplasie cérébelleuse, 
l’hypogonadisme chez les mâles et un défaut d’hématopoïèse. D’après les résultats de 
l’autopsie et des analyses histologiques, la mort précoce des souris p53Δ31/Δ31pourrait être due 
à une insuffisance cardiaque (hypertrophie cardiaque observée)secondaire à l’aplasie 
médullaire, caractérisée par une anémie sévère etl’absence de progéniteurs hématopoïétiques. 
Nos résultats suggèrent que ce défaut de la moelle osseuse est dû au raccourcissement 
télomérique chez ces souris qui modélisentle syndrome de dyskératose congénitale (ou DC) et 
présentent les caractéristiques des téloméropathies : aplasie médullaire et fibrose pulmonaire 
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(caractérisant les syndromes de raccourcissement télomérique), hyperpigmentation cutanée, 
dystrophie unguéale et leucoplasie orale (constituant la triade diagnostique de la DC), ainsi 
que des caractéristiques des formes sévères de la DC (petite taille, atrophie testiculaire et 
hypoplasie cérébelleuse)257.  

Il est important de noter que la plupart des souris p53+/Δ31 (que nous avons observées 
pendant plus d’un an) ne développent pas de phénotype médullaire (mais présentent des 
caractéristiques de vieillissement accéléré), alors que les sourisp53+/Δ31 Mdm4+/- et les 
sourisp53+/Δ31 Mdm4+/ΔE6 (exprimant des niveaux faibles de MDM4 pleine longueur) 
présentent le même phénotype que les souris p53Δ31/Δ31267, tout comme les souris Mdm2+/- 
Mdm4+/ΔE6. Ces dernières expriment des niveaux élevés de p53 traduite à partir d’un allèle 
sauvage, ce qui démontre que les phénotypes observés sont dus à la sur-activation de p53 et 
non pas à l’effet de la mutation p53Δ31elle-même. Ces résultats révèlent qu’une variation de 
l’activité de p53 d’un facteur deux est suffisante pour induire une aplasie médullaire létale, ce 
qui démontre l’importance physiologique de la régulation très précise de p53.  

De façon intéressante, l’étude du modèle murin délété pour les 24 derniers acides 
aminés (Trp53ΔCTDou Trp53Δ24), quia suivi la nôtre,montre des phénotypes similaires : les 
souris Trp53ΔCTD/ΔCTD meurent également prématurément (autour de 2 semaines après la 
naissance) et développent un défaut de l’hématopoïèse (une anémie sévère, un déficit en 
cellules progénitrices de la moelle osseuseetun cœur hypertrophique) et des défauts 
développementaux (anomalies cérébelleuses, petite taille et hyperpigmentation cutanée, etc.). 
Comme discuté ci-dessus, la p53 mutée est suractivée dans la moelle et l’analyse des souris 
Trp53ΔCTD/+ et Trp53ΔCTD/- (qui survivent et présentent un défaut hématopoïétique moins 
sévère) corrobore notre conclusion que le défaut médullaire est dépendant de la dose de p53 et 
que le niveau et/ou l’activité de p53 dictent les phénotypes observés 241.  

 
En conclusion, notre modèle murin, qui modélise le syndrome télomérique 

dyskératose congénitale,ainsi que d’autres modèles de sur-activation de p53 démontrent que 
ce gardien du génome doit être finement régulé au niveau physiologique et que sa réactivation 
en thérapie anti-tumorale doit être maîtrisée afin d’éviter les effets délétères. En effet, si une 
activité anormalement basse de p53 favorise l’apparition de cancers, une activité accrue peut 
conduire à un vieillissement accéléré, voire une létalité précoce par aplasie médullaire, ou 
même embryonnaireen cas d’activation excessive(Figure 15). 
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                                Figure 15 : Tableau résumant les modèles murins exprimant des niveaux décroissants de 
p53 et les phénotypes associés. Figure extraite de réf. 24 
 

II.C. p53 etsyndromes d’insuffisance médullaire  
II.C.1. Similitudes cliniques 
Comme présenté dans l’Introduction (paragraphes V.B), les syndromes de dyskératose 

congénitale (DC) et d’anémie de Fanconi (FA) présentent des similitudes cliniques résumées 
dans le Tableau 3 ci-dessous. 
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           Tableau 3 : Tableau cliniquedes maladies de DC et FA. En gras les symptômes communs 
aux deux. 
 

Ces deux maladies d’insuffisance médullaire sont pourtant distinctes du point de vue 
cellulaire et moléculaire. La cause de décès est commune par aplasie médullaire : épuisement 
des cellules souches hématopoïétiques (HSCs) par sénescence ou par apoptose dû au 
raccourcissement télomérique pour la DC ou à l’excès des signaux de dommages à l’ADN 
non réparés pour la FA. Pour ces deux maladies, le traitement par transplantation de HSCs est 
de plus en plus efficace, tout comme le suivi post-transplantation209. Ainsi, le taux de survie 
des patients et leur espérance de vie sont croissants, ce qui signifie que les anomalies 
secondaires non-hématologiques doivent être examinées avec plus d’attention qu’auparavant 
et traitées. Dans ce cadre, la discrimination entre les deux syndromes est importante et 
nécessite une meilleure connaissance des causes génétiques qui les distinguent et des bases 
moléculaires qui les relient.  

Plus encore, les deux maladies partagent également l’instabilité génétique inhérente 
aux défauts de réplication et de maintenance des télomères ou au défaut de réparation des 
ponts inter-brins d’ADN. De façon intéressante, des patients FA présentent des 
dysfonctionnements télomériques comme la perte ou les cassures des télomères dans le sang 
périphérique, les fusions des télomères et le raccourcissement global des télomères. En effet, 
le dysfonctionnement télomérique est retrouvé (plus ou moins marqué) dans plusieurs 
maladies des syndromes d’insuffisance médullaire. Le compartiment hématopoïétique est très 
sensible à la longueur des télomères car il se régénère rapidement. Dans la DC, la présence de 
télomères courts n’est pas limitée aux cellules sanguines mais observée également dans les 
fibroblastes et les cellules buccales par exemple. L’érosion des télomères joue un rôle très 
important dans cette pathologie, alors que dans la FA, elle est considérée comme la 
conséquence du dysfonctionnement de la voie Fanconi de réparation de l’ADN. Dans ce 
syndrome, certains leucocytes présentent des télomères courts mais pas aussi atteints que dans 
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les cellules DC. Le mécanisme moléculaire proposé est l’accumulation de cassures non 
réparées au niveau des télomères conduisant à un raccourcissement réplicatif dû au défaut de 
la machinerie de réparation et une réponse au stress oxydatif 268.  

La protéine centrale FANCD2 monoubiquitinée semble jouer un rôle dans la 
maintenance alternative de la longueur des télomères ou ALT (Alternate Lengthening of 
Telomeres) par recombinaison homologue dans les cellules qui ne réactivent pas la 
télomérase268. Dans ces cellules FANCD2 colocalise aux télomères avec la protéine TRF1 (du 
complexe « shelterin » de protection des télomères).En effet, des interactions directes entre la 
protéine FANCD2 et l’ADN télomérique ont été montrées dans des cellules ALT, et cette 
localisation dépend de FANCA, FANCL et ATR 269.De plus FANCD2 participe au maintien 
de la stabilité des télomères en empêchant la délocalisation de TRF1 par inhibition de sa 
ribosylation par Tankyrase1270. Cette étude a également montré que la perte de FANCD2 
entraîne la formation de structures télomériques extra-chromosomiques ainsi qu’une 
régulation négative de TRF1 dans des cellules mutées pour FANCD2. Par ailleurs,la 
localisation de FANCD2 aux foyers de pontages inter-brins intervient via Apollo, dont un 
variant d’épissage a été retrouvé chez des patients HHS271, suggérant un rôle de cette 
interaction sue le développement de la maladie chez ces patients200. Ainsi, certains 
lymphocytes de patients FA (notamment ayant une mutation deFANCD2) présentent des 
télomères anormalement courts272,mais ces observations ne sont pas présentes chez tous les 
patients FA et la relation entre la voie Fanconi et les télomères reste à éclaircir. De plus, la 
délétion de FANCA et FANCD2 entraîne un raccourcissement des télomères et une diminution 
des échanges entre chromatides sœurs aux télomères269,270. Par ailleurs, certaines protéines du 
complexe central semblent jouer un rôle dans la maintenance des télomères comme FANCC 
par exemple dans les conditions de stress réplicatif ou durant le processus ALT par 
recombinaison homologue273. Concernant les protéines FANC du complexe effecteur, une 
implication possible de SLX4 (FANCP) dans le maintien des télomères est suggérée par sa 
présence aux télomères en complexe avec la protéine shelterin TRF2274. Cette nucléase joue 
un rôle dans la régulation négative de la longueur des télomères, la régulation de la 
recombinaison des télomères et la prévention des défauts de réplication des télomères, 
probablement en éliminant les structures ADN intermédiaires75,268,275,276. De plus, FANCJ est 
une hélicase impliquée dans le maintien de la stabilité du génome en facilitant la progression 
de la réplication par déplacement des structures G4, une action également importante pour la 
maintenance des télomères et leur réplication. FANCJ a été retrouvée aux télomères mais son 
rôle précis dans la biologie des télomères n’est pas encore établi 268. Enfin FANCD1 
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(BRCA2) est requise pour l’homéostasie des télomères et peut être particulièrement 
importante pour la réplication des brins télomériques retardés, riches en guanine 277,via son 
rôle dans la recombinaison homologue. En effet, les tumeurs mammaires murines déficientes 
pour Brca2 accumulent des foyers de dommages de l’ADN induits par le dysfonctionnement 
télomérique (TIFs). De plus, chez l’Homme, les tumeurs du sein mutées pour BRCA2 
présentent des télomères courts 278.  
 

II.C.2.Implication de p53 dans ces syndromes 
La voie p53 est impliquée dans la régulation de l’hématopoïèse. Comme indiqué 

précédemment, l’activation dérégulée de cette voie affecte sévèrement ce processus.Pour ces 
mêmes raisons, le système hématopoïétique est particulièrement vulnérable auxdommages de 
l’ADN, d’autant plus que leur taux de renouvellement est élevé. Le compartiment 
hématopoïétique contient des cellules prolifératives qui sont très sensibles aux niveaux de 
MDM2 et MDM4 et à l’activité de p53 résultante. p53 est exprimée dans les cellules souches 
hématopoïétiques (HSCs) et régule, au niveau basal, leur quiescence et leur auto-
renouvèlement. Même si les altérations génétiques de TP53 sont rares dans les tumeurs 
hématologiques (probablement parce que la perte de p53 compromet la fonctionnalité des 
HSCs), elles sont associées à un mauvais pronostic et des amplifications des gènes codant 
pour ses principaux régulateurs MDM2 et MDM4 sont fréquemment retrouvées dans ce type 
de tumeurs. Une activation excessive de p53 affecte, au contraire, la cellularité de plusieurs 
organes comme la moelle ou le foie, et conduit à la perte des progéniteurs hématopoïétiques. 
Ainsi, la régulation précise de l’activité de p53 est critique pour le maintien de l’homéostasie 
physiologique ou la réparation des tissus endommagés, notamment dans les organes à 
renouvellement cellulaire rapide comme la moelle osseuse 197.  

Le rôle que joue p53 dans le maintien de l’homéostasie du compartiment 
hématopoïétique explique ainsi le phénotype d’insuffisance médullaire commun aux modèles 
murins suractivés pour p53 que nous venons de voir, dont celui très sévère et létal des souris 
p53Δ31/Δ31. Ce phénotype est également le dénominateur commun entre les téloméropathies, 
l’anémie de Fanconi et les ribosomopathies (voir Introduction paragraphe V.B). Notre modèle 
murin p53Δ31 nous a permis de montrer qu’une sur-activation de p53 peut entraîner des 
phénotypes (plus ou moins marqués) de ces trois maladies et que p53 régule négativement les 
voies de maintien des télomères 257, de réparation des ponts inter-brins de l’ADN 279 et de la 
maturation des ARNs ribosomaux (données préliminaires non publiéeset en concordance avec 
les données de Marcel et al.280). 
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Nos observations sur les cellules murines sont également validéesdans lescellules 
humaines, ce qui laisse supposer que des altérations dans la voie p53 peuvent être à l’origine 
de ces maladies. En effet, les souris p53Δ31/Δ31modélisent la dyskératose congénitale (DC) qui 
est l’archétype des syndromes de raccourcissement télomérique chez l’Homme, et les deux 
gènes responsables de la plupart des cas de DC et de ses formes sévères (DKC1 et RTEL1) 
sont régulés négativement chezla souris et chez l’Homme. Le fait que l’anémie de Fanconi est 
un syndrome d’insuffisance médullaire chez l’Hommesuggère que ce défaut dans la voie 
Fanconi contribue au phénotype d’aplasie médullaire chez les souris p53Δ31/Δ31, d’autant plus 
que nous montrons qu’un grand nombre des gènes FANC sont régulés négativement par p53 
chez la souris et chez l’Homme. Cependant, les souris délétés de gènes Fanc présentent peu, 
ou pas, de défauts hématologiques en absence de stress supplémentaires (comme les agents 
alkylants)281, alors que l’aplasie médullaire apparaît spontanément chez les souris modélisant 
un défaut télomérique (souris Pot1b-/- mTR+/-par exemple)228 tout comme chez les souris 
p53Δ31/Δ31. De plus, nous montrons que les niveaux du gène Rtel1, proche du locus Agouti sur 
le chromosome 2, jouent un rôle dans la survie des souris p53Δ31/Δ31de fond génétique mixte 
(C57BL/6-129/Sv). Ce gène est essentiellement un régulateur de la longueur des télomères 
muté chez des patients DC, alors qu’aucun gène Fanc n’est localisé à proximité du locus 
Agouti. Toutes ces observations indiquent que le dysfonctionnement télomérique est le 
phénotype qui joue un rôle dominant dans l’aplasie médullaire des souris p53Δ31/Δ31 et que p53 
est un régulateur du métabolisme des télomères. Récemment, l’équipe de Paul Lieberman a 
montré que p53 joue un autre rôle dans la maintenance de l’intégrité du génome et des 
télomères via la transcription de régions sub-télomériques dont l’ARN TERRA (telomere 
repeat encoding RNA)282, une activité qu’il serait intéressant de mesurer sur les cellules 
p53Δ31/Δ31. La régulation du métabolisme des télomères est donc un aspect majeur et 
émergeant de p53 mais qui pourrait être à double face selon le statut, le niveau et l’activité de 
ce « gardien du génome ».  

De plus, alors que des mutations germinales très pénétrantes des gènes FANC ont été 
retrouvées chez 95% des patients atteints d’anémie de Fanconi (FA), environ 30% des cas de 
dyskératose congénitale sont idiopathiques, leur origine moléculaire n’ayantpas encore été 
trouvée.Des mutations causales des syndromes télomériques ou de FAsonttoujours 
découvertes dans des gènes connus ou de nouveaux gènes impliqués dans le métabolisme des 
télomères ou dans la réparation de l’ADN. Ainsi, une mutation sur un nouveau gène a été 
trouvée récemment chez un patient atteint d’anémie de Fanconi. Ce gène s’ajoute à la liste des 
gènes FANC (20 gènes au total à ce jour) sous le nom de FANCU283.Il code pour la protéine 
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XRCC2impliquée dans la réparation des cassures double-brins en aval de la voie Fanconi.De 
plus, le gène le plus récemment identifié chez des patients atteints de DC est le gène PARN 
qui est une ribonucléase spécifique des poly(A) 220,284. Plusieurs hypothèses sont émises sur le 
rôle de PARN dans le métabolisme des télomères : la déficience en PARN entraîne la perte de 
la voie de dégradation des ARNm non-sens(Nonsense-Mediated mRNA Decayou NMD) qui 
joue également un rôle important dans les HSCs, causant des défauts aux télomères 220;PARN 
joue un rôle dans la maturation et la stabilité de l’ARN de la télomérase (TERC) par 
déadenylation 221,222.Il est également possible que la déficience de PARN affecte la 
maintenance des télomères via p53 puisque PARN semble agir principalement en favorisant 
la dégradation de l’ARNm de TP53285. Cet effet est visible dans les cellules de patients 
déficients pour PARN qui présentent une réduction dans les niveaux des transcrits de DKC1, 
RTEL1 et TERF1, ainsi qu’une augmentation de l’ARNm de TP53220. Ainsi PARN est un 
exemple de régulateur (non spécifique) de p53,muté chez des patients DC.Notre postulat est 
que des mutations (ou polymorphismes) dans les régulateurs principaux de p53 ou de p53 lui-
mêmepuissent encore être trouvées chez les patients idiopathiques (30%). Ainsi, les résultats 
de notre étude montrentqu’il serait pertinent derechercher des variations dans la séquence du 
gène TP53 ou des gènes de sa voie (notamment MDM2 et MDM4) chez ces patients, et donc 
d’inclure ces gènes dans les tests de séquençage diagnostiques. De plus, nos observations 
suggèrent que des altérations (génétiques ou somatiques) dans la voie p53 aggravent le 
tableau clinique des patients souffrant de cette maladie. On peut supposer qu’une activité 
anormale de p53 dans les cellules des patients Hoyeraal Hreidarsson (HH) souffrant d’une 
forme sévère de DC soit responsable de la gravité des symptômes de ces patients par rapport à 
des patients atteints d’une forme simple de DC et exprimant la même mutation causale mais 
sans anomalie de la voie p53. 

 
II.C.3. La voie p53 au carrefour entre DC et FA 
Le rôle de certaines protéines FANC, et notamment FANCD2, dans la biologie des 

télomères nous a incité à évaluer la régulation de FANCD2 par p53, dans le cadre de notre 
étude de l’implication de p53 dans le métabolisme des télomères (Article n°4). Nous avons 
ainsi pu montrer que p53 régule négativement Fancd2, mais également onze autres gènes de 
la voie Fanconi (dont Fancj), en plus des 10 gènes impliqués dans le métabolisme des 
télomères chez la souris (ainsi que de la plupart d’entre eux chez l’Homme) 279. Cette étude 
nous a permis de souligner davantagele rôle de p53 dans la régulation du métabolisme 
télomérique, et l’intérêt de le séquencer chez les patients DC. Nous avons aussi pu découvrir 
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l’implication de p53 dans l’inhibition de la voie Fanconi de réparation des ponts inter-brins de 
l’ADN, ce qui est inattendu en raison du rôle classique de p53 comme « gardien du génome ». 
En effet, le lien entre p53 et la voie Fanconi communément admis découle plutôt du fait que 
les dommages à l’ADN activent la voie p53,et que l’activation exacerbée de p53 dans les 
cellules Fanconiest responsable du phénotype d’insuffisance médullaire (voir Introduction fin 
du paragraphe V.B.2.) 

Nos observations ont une retombée sur la compréhension des similitudes cliniques 
entre ces deux maladies. En effet, des télomères anormalement courts, ainsi que des 
dommages à l’ADN non réparés, sont des stress cellulaires qui activent la voie p53. Nous 
avons montré qu’une activation maintenue de p53 entraîne la régulation négative d’une 
panoplie de gènes impliqués dans le métabolisme des télomères et dans la voie Fanconi de 
réparation de l’ADN. Ainsi une boucle positive de régulation opère entre le 
dysfonctionnement télomérique et les défauts de réparation de l’ADN d’une part et 
l’activation de p53 d’autre part (Figure 16). Par ailleurs, une boucle de rétrocontrôle négatif 
existe entre p53 et ses régulateurs constituant un frein à la boucle positive. Sachant que ce 
frein peut être perdu dans certaines pathologies, ceci alimenterait la boucle positive entraînant 
l’accumulation de défautsdans des voies différentes du stimulus initial. On peut ainsi émettre 
l’hypothèse que dans des cellules Fanconi l’activation continue de p53 entraîne la régulation 
négative d’un nombre de gènes impliqués dans le métabolisme des télomères, conduisant 
ainsi à un défaut dans la machinerie de maintien de la longueur des télomères. Cette 
hypothèse explique le phénotype de télomères courts chez certains patients FA. Ce lien entre 
les deux types de défauts cellulaires, via p53, est subtil puisqu’il ne mime pas complètement 
les mutations inactivatrices causales mais réduit l’expression de protéines importantes dans 
l’une ou l’autre des voies. D’autres phénotypes partagés entre les deux maladies (voir Tableau 
3) comme l’insuffisance médullaire, l’hypogonadisme, les défauts cardiaques, 
l’hyperpigmentation cutanée et la petite taille ainsi que des signes de vieillissement accéléré 
(cheveux gris, anomalies squelettiques) rappellent les manifestations d’une p53 hyperactive 
(voir paragraphe II.B). Ainsices similitudes cliniques entre les deux syndromes (qui 
conduisent dans certains cas à une confusion au diagnostic) peuvent découler en partie de 
l’activation excessive de p53. De plus, au vu des nombreux polymorphismes qui affectent la 
voie p53 (SNPs dans les gènes TP53, MDM2, MDM4 et CDKN1A par exemple), les niveaux 
de p53 et de sa régulation varient au sein de la population humaine, ce qui se traduit par une 
boucle positive plus ou moins forte selon l’activité résultante de p53. Nous postulons donc 
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que cette variation individuelle contribue à la variabilité clinique des phénotypes entre deux 
patients exprimant la même mutation causale.   
                   Figure 16 : Schéma simplifié des boucles de rétrocontrôle. Des défauts dans la réparation 
des dommages à l’ADN ou dans la maintenance des télomères activent la voie p53 (1) qui 
régule négativement un nombre de gènes impliqués dans le métabolisme des télomères et/ou 
dans la réparation de l’ADN (2), entraînant une accumulation des défauts de l’ADN et de la 
longueur des télomères (3), ce qui définit la boucle de rétrocontrôle positif (en vert). Dans des 
cellules WT non stressées, cette boucle serait contrebalancée par la boucle de rétrocontrôle 
négatif (en rouge) entre p53 et son ubiquitine ligase MDM2 (4 et 5). En fonction de l’état de 
stress cellulaire qui active p53 et/ou les niveaux de ses régulateurs, l’une de ces deux boucles 
peut prendre le dessus et dicter la sévérité du phénotype cellulaire. 
 
 

II.C.4. Insuffisances médullaires, p53 et cancer 
Un autre point commun entre les patients atteints de dyskératose congénitale (DC) et 

d’anémie de Fanconi (FA), est leur prédisposition à développer des tumeurs (du même 
spectre).Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cette prédisposition au cancer. Par exemple, 
les télomères courts des patients DC limitent la capacité proliférative du système immunitaire 
adaptatif et cette immunodéficience conduit à un défaut de la surveillance anti-tumorale204. 
Par ailleurs, les cellules qui entrent en sénescence réplicative (induite par le raccourcissement 
télomérique) sécrètent des facteurs qui favorisent l’inflammation et le développement des 
tumeurs. De plus, il est possible que l’incidence élevée de cancer soit intrinsèque à la 
défaillance des organes affectés par ces maladies, notamment la moelle osseuse. En effet, la 
forte incidence des cancers hématologiques dans ces deux maladies peut être expliquée par la 
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dépopulation des cellules souches hématopoïétiques (HSC) suivie par la sélection des HSCs 
ayant retenu une capacité proliférative 200. Enfin, des mutations dans certains gènes impliqués 
dans l’une ou l’autre des maladies peuvent jouer un rôle dans le développement des tumeurs 
chez les patients. Ceci est particulièrement pertinent dans le cas de l’anémie de Fanconi, 
puisque le bon fonctionnement des mécanismes de réparation des dommages à l’ADN est 
essentiel pour l’échappement au cancer 132 et que les gènes FANCS et FANCD1 par exemple 
codent respectivement pour les suppresseurs de tumeur BRCA1 et BRCA2. De plus, 
l’inactivation de FANCD2 entraîne la régulation positive de l’oncogène ΔNp63, ce qui 
contribue au développement tumoral 286. Un autre exemple en faveur de cette hypothèse est 
que des polymorphismes dans la séquence de RTEL1 humain (dont des mutations sont 
responsables de cas de DC/HH) ou des mutations hypomorphes de Rtel1 chez la souris 
semblent augmenter la susceptibilité à certains types de cancers (hépatiques, lymphomes, 
gliomes) 287. 

Par ailleurs, cette prédisposition peut être due à l’instabilité génomique partagée par 
les deux syndromes. Encore une fois le lien que nous avons mis en évidence entre ces deux 
maladies, via p53, pourrait être un facteur aggravant, qui expliquerait cette similitude.  En 
effet, comme nous venons de voir, les défauts dans l’une ou l’autre des voies (de maintenance 
des télomères ou de réparation de l’ADN) activent p53 conduisant à une régulation négative 
de ces deux voies et à une accumulation des dommages à l’ADN. Dans les cellules de patients 
DC, des télomères courts créent des dommages à l’ADN (des signaux de dommages à l’ADN 
aux télomères, des fusions télomériques et des réarrangements chromosomiques) qui activent 
les voies canoniques de réparation des cassures double-brins. Ainsi, si la voie Fanconi de 
réparation est également affectée dans ces cellules (par activation de p53), ces dommages 
seront maintenus, conduisant à une instabilité du génome. Un argument en faveur de cette 
hypothèseest le fait que certaines cellules de patients DC sont hypersensibles à la Mitomycine 
C, une caractéristique typique d’un défaut dans la voie Fanconi 209,288. Cette hypothèse 
permettrait d’expliquer comment des cellules aux télomères courts, et donc au potentiel 
prolifératif réduit, sont néanmoins sujettes à la transformation cancéreuse. A l’inverse, dans 
les cellules où la voie Fanconi est atteinte, etoù une activation excessive de p53 entraîne un 
défaut télomérique créant des dommages supplémentaires,la machinerie de réparation peut 
être rapidement saturée et les dommages s’accumulent. Dans ce cas, p53 contribuerait à 
augmenter une instabilité génomique favorable au développement de tumeurs, sachant que les 
défauts des mécanismes de réparation de l’ADN sont sélectionnés durant le développement et 
la progression tumorale (tolérance au stress réplicatif, taux de mutations élevé, etc.)131. En 
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accord avec nos conclusions, des études ont montré que l’hyper-activation de la voie de 
réparation dépendante de p21 (gène cible de p53) contribue à la progression de leucémies 
(souvent retrouvées dans ces deux maladies) 289.  

De plus, les cellules qui accumulent des dommages,en raison de leur instabilité 
génomique, subissent une pression de sélection au cours de la transformation tumorale pour 
désactiver p53 (souvent par mutations mais aussi par délétion), favorisant ainsi le 
développement de cancer. Ainsi, l’implication de nos observations dans le processus de 
développement du cancer est validée par des analyses transcriptomiques qui montrent que 
dans les cancers de haut grade, la voie p53 est inactivée et quecette perte est corrélée avec une 
augmentation de l’expression d’un nombre de gènes FANC. Plus encore, la pertinence de nos 
observations en matière de cancérologie est soulignée par le potentiel thérapeutique de nos 
résultats. En effet, nous montrons que des molécules activatrices de la voie p53 (comme la 
Nutlin) permettent d’augmenter la sensibilité aux agents induisant des dommages à l’ADN 
des cellules cancéreuses qui retiennent une voie p53 fonctionnelle. Cette stratégie semble 
prometteuse mais doit être employée avec précaution afin d’éviter les effets secondaires de 
l’activation de p53 dans les tissus normaux, en particulier dans le compartiment 
hématopoïétique, comme nous l’avons montré dans notre modèle murin p53Δ31. 
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III. Conclusions 
Nos deux modèles murins,p53Y217C exprimant une mutation équivalente d’un 

« hotspot » dans les cancers humains et p53Δ31délété du domaine C-terminal de p53, nous ont 
permis de montrer que le juste dosage de p53 est très important pour l’homéostasie des 
cellules et pour la survie de l’organisme (Figure 17). Une activité faible ou altérée de ce 
suppresseur de tumeur entraîne le développement rapide de tumeurs très invasives et au 
potentiel métastatique important. Les souris p53+/Y217C modélisent le syndrome Li-Fraumeni 
de prédisposition aux cancers familiaux. Restaurer la bonne fonction de p53 dans les cellules 
mutées présente donc un intérêt thérapeutique majeur et les souris p53Y217C/Y217C constituent 
un modèle préclinique pour l’évaluation in vivo d’une stratégie anti-tumorale ciblée. 
Cependant les stratégies qui visent à augmenter l’activité de p53 doivent être appliquées avec 
précaution et au sein de thérapies individualisées.  

En effet, nous avons également montré qu’une sur-activation de p53 peut causer des 
effets néfastes, notamment une cytotoxicité dans le compartiment hématopoïétique, et ceci en 
régulant négativement des voies de maintien de la stabilité génomique qui sont la 
maintenance des télomères et la réparation de l’ADN. Les souris p53Δ31/Δ31(suractivées pour 
p53)modélisent le syndrome télomérique dyskératose congénitale et présentent également des 
caractéristiques de l’anémie de Fanconi.Ces deux maladies appartiennent au groupe des 
syndromes d’insuffisance médullaire qui entraînent une mort précoce par aplasie médullaire 
et prédisposent au cancer. Ce « gardien du génome » constitue donc une épée à double 
tranchant pour l’organisme et sa régulation fine est d’une importance physiologique majeure. 
Ses fonctions variées ne cessent d’émerger et nos résultats montrent que cette « tumor protein 
53 » est impliquée dans d’autres pathologies que le cancer(voir également l’article n°5, en 
annexe). 
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Figure 17 : De la mesure en toute chose : dérégulation de p53, cancer et syndromes 
d’insuffisance médullaire. 
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ANNEXE 
 

Article n°5 
 
  De la mesure en toute chose: dérégulation de p53, cancer et syndromes 

télomériques  
Sara Jaber, Iva Simeonova et Franck Toledo  

Médecine/Sciences (2013) 12: 1071-1073. 
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