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> Le géne TP63 appartient a la famille p53. Deux
isoformes majeures TAp63 et ANp63, aux fonc-
tions souvent antagonistes, sont produites par
Putilisation de promoteurs alternatifs. ANp63
est essentielle a I’engagement épidermique de
I’ectoderme alors que TAp63 est nécessaire au
développement cardiaque. Chez "adulte, ANp63
controle la prolifération, 'adhésion et la dif-
férenciation cellulaires et TAp63, I’apoptose, la
sénescence et la stabilité génomique des cellules
germinales. L'équilibre de I'expression de ces
deux isoformes controle "homéostasie tissulaire
en modulant la prolifération et/ou la survie,
selon le tissu et I’état de différenciation de la
cellule. Dans les tumeurs, la perte de TAp63 et la
surexpression de ANp63 sont souvent observées
et ANp63 est considérée comme un promoteur de
tumeur. Ainsi, TAp63 et ANp63, par leurs effets
opposés rappellent les deux faces de Janus. Nous
exposons dans cette revue les données sur p63
accumulées depuis une décennie. <

La famille TP53

La notion de famille TP53 a été proposée il y a une
quinzaine d’année, apres la découverte de deux génes
homologues TP63 et TP73 [1]. €n effet, les trois génes
TP53, TP63 et TP73 présentent de fortes homologies
de séquence et de structure suggérant qu’ils dérivent
d’un méme gene (Figure 14). Au cours de I’évolution, ce
gene ancestral, dont TP63 est le plus proche, aurait subi
deux duplications successives : la premiére donnant
naissance a TP53, la seconde aboutissant a I"apparition
de TP73 [2]. Ces événements ont eu lieu assez tard dans
I’évolution puisque seuls les vertébrés possedent les
trois genes (Figure 14).

TP53

TP53 code pour un facteur de transcription composé
d’un domaine de transactivation amino-terminal,
d’un domaine central de liaison a PADN suivi d’un
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domaine d’oligomérisation et d’une région régulatrice en carboxy-
terminal (Figure 1B) [3]. €n conditions normales, p53 est sous forme
latente. €n réponse a un stress, la protéine est stabilisée et activée
par des modifications post-traductionnelles et peut alors moduler
le taux et I'activité de nombreuses protéines. Cette modulation est
essentiellement transcriptionnelle. p53 est ainsi capable d’induire
I’arrét du cycle cellulaire en phases G1 et G2, la réparation de I’ADN et
I’apoptose. L'effet suppresseur de tumeur de p53 s’exerce également
via I'inhibition de I’angiogenése et de la formation des métastases
ou encore via I'induction de la sénescence. €n revanche, p53 est peu
impliquée dans la différenciation cellulaire et le développement.
Différentes isoformes courtes de p53 ont été identifiées ces derniéres
années. Elles sont produites a partir de deux promoteurs, d’un codon
d’initiation interne, et/ou par épissage alternatif. Ces isoformes ont
des profils d’expression et des fonctions différents et peuvent intera-
gir avec les membres p63/p73 de la famille p53, impliquant un degré
de complexité dans les fonctions relatives de chaque membre, comme
le décrit une excellente revue parue récemment [3].

Les isoformes TAp73 et ANp73

TP73 est a I’origine de I’expression de plusieurs isoformes dont I'orga-
nisation générale est similaire a celle de p53. La présence de deux
promoteurs permet la transcription de deux types d’isoformes : TAp73,
qui posséde un domaine de transactivation complet, et ANp73, dont le
domaine de transactivation est tronqué (Figure 1B). p73 exerce un role
majeur au cours du développement des systémes nerveux et olfactif,
et de la différenciation neuronale. De plus, TAp73 est impliquée dans
I’arrét du cycle cellulaire et 'apoptose lors de la réponse a un stress
génotoxique [4].
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Figure 1. Les membres de la famille p53. A. Modéle d’évolution des membres de la famille p53. Une premiere duplication du géne ancétre (TApé3),

présent chez les invertébrés, aurait engendré chez les mammifeéres le géne TP53 et les isoformes AN chez les vertébrés. Puis, une seconde dupli-

cation aurait produit le géne TP73. €n termes de fonction, TAp63 serait une sorte de gardien de 'intégrité du génome des cellules germinales,

fonction indispensable aux organismes inférieurs. apparition des isoformes AN et TP73 chez les vertébrés aurait permis de « complexifier » leur

développement embryonnaire. Enfin, la longévité accrue des especes exposant les organismes a I’émergence de tumeurs, a nécessité la création

de TP53, gardien de I'intégrité du génome des cellules somatiques et, de ce fait, géne suppresseur de tumeur (adapté de [2]) B. Représentation

des domaines structuraux des membres de la famille p53 ainsi que la structure du géne TP63. DBD : DNA binding domain ; OD : oligomerization

domain ; SAM : sterile alpha motif ; TA : transactivation activating domain ; Tl : transactivation inhibitory domain. C. |llustrant les fonctions et les

régulations antagonistes des isoformes p63, la représentation de Janus, dieu grec aux deux visages.

Les isoformes TAp63 et ANp63

Comme les autres membres de la famille p53, TP63 peut générer les
isoformes TAp63 et ANp63 a partir de deux promoteurs distincts, et
les isoformes o, B, v, O et € par épissage alternatif en 3’ de ’ARNm
(Figure 1B). Le domaine de transactivation en amino-terminal de
TAp63 est absent dans ANpé3. Cette derniere posséde néanmoins une
activité transcriptionnelle, conférée par un domaine amino-terminal
qui lui est propre. Uactivité transactivatrice de TAp63 est modulée de
fagon complexe par un mécanisme d’oligomérisation. €n effet, p63 est
active sous forme de tétramere tout comme p53 et p73. Les différentes
isoformes peuvent former des hétéro-oligomeres entre isoformes de
p63 mais aussi avec p73 et certains mutants ponctuels de p53 [5].
Comme nous le verrons plus loin, les fonctions des isoformes TAp63 et
ANp63 sont totalement différentes et souvent antagonistes - comme
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leurs régulations - ce qu’illustre la statue de Janus, dieu
grec aux deux visages qui, d’apres Ovide, « observe en
méme temps [orient et 'occident et régne sur la Terre
et sur le Ciel » (Figure 1C).

Fonctions de p63
au cours du développement

ANpé63 et développement épidermique

TP63 est impliquée dans le développement embryon-
naire, comme le démontre la présence de mutations
germinales de TP63 chez des patients atteints de dys-
plasies ectodermiques (DE) sévéres [6]. Ces syndromes
ont un mode de transmission autosomique dominant



étut €ctoderme 00— épiderme
pluripotent ]
priLringi'lie . Sox-17, activine-A, GATA4/6
v
(mésendoderme) E==) tndoderme
Sox-17
Mésoderme

Brachyury, Fgf8

0¢ \'\g“Oge
Mésoderme

précardiaque
Mesp-1

Isletl

1 lignage Toxl  Nix2.5

Progéniteurs
cardiaques

Figure 2. Représentation schématique du réle des isoformes p63 au cours du développement embryonnaire.
Lisoforme ANp63, exprimée par les précurseurs ectodermiques, induit leur différenciation en cellules épi-
dermiques. Uisoforme TAp63, produite par des précurseurs endodermiques sox-17%, contrdle I’expression
de facteurs cardiogéniques. A leur tour, ceux-ci modulent Pexpression de génes cardiaques du premier
(vert) et second (rouge) lignage, aboutissant a la formation du croissant cardiaque et des différentes

portions du cceur embryonnaire. CAVD : chambre artérielle du ventricule droit ; VD et VG : ventricule droit

et gauche ; 0D et 0G : oreillette droite et gauche.

et se caractérisent par plusieurs anomalies liées au développement
des membres, des dérivés de I’ectoderme (poils, peau, dents, ongles,
glandes sudoripares et mammaires) et de la face (fente labiopala-
tine). De maniére remarquable, la position de chaque mutation sur
le géne TP63 détermine le type de dysplasie ectodermique, et donc
de syndrome [6]. Ceci est apparemment di au contrdle, pour chaque
mutant, de génes cibles différents [7].

Ce phénotype lié a des défauts de I’ectoderme embryonnaire caracté-
rise les souris invalidées pour TP63. Ces souris sont dépourvues d’épi-
thélium cutané, de membres, d’épithéliums malpighiens et d’appen-
dices épithéliaux dérivés de Iectoderme. l'absence de membres est
due au blocage du développement de la créte apicale ectodermique,
bourgeon qui permet la croissance du membre le long de I"axe proxi-
modistal. 'absence de barriere cutanée semble étre responsable
de la mort des nouveau-nés par déshydratation [8, 9]. Au cours du
développement cutané, 'expression de ANpé3 est activée par le mor-
phogéne bone morphogenetic protein 4 (BMP4), facteur essentiel a la
spécification épidermique du neuroectoderme [10]. Dés sa production
par les progéniteurs ectodermiques, ANp63 induit leur engagement
épidermique [11,12] tout en réprimant 'engagement mésodermique
[13]. Des études récentes montrent que p63 controle les génes du
développement DLX5/DLX6, essentiels a la formation des membres et
dont 'expression est perturbée chez les patients atteints de dysplasies
ectodermiques [14].
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TAp63 et développement
cardiaque

L'utilisation de cellules souches
embryonnaires (CSE) comme
modele du développement pré-
coce nous a permis de découvrir
une fonction totalement igno-
rée de TAp63 dans le dévelop-
pement cardiaque. TAp63 est
exprimée trés tot par les cel-
lules de ’endoderme primitif.
Ces cellules, en contact avec
le mésoderme sous-jacent,
induisent de maniére paracrine
la différenciation des progéni-
teurs du lignage mésocardiaque
en sécrétant des facteurs car-
diogéniques dont I’expression
est contrélée par TAp63. Les CSE
murines tap63~~ ne produisent
plus de cardiomyocytes. Cet
effet est réversible lorsque les
cellules mutées sont cocultivées
avec des CSE sauvages, ou que
de Pactivine-A est ajoutée au
milieu [15]. Curieusement, les
souris tp63~~ ont été étudiées
par de nombreux laboratoires,
mais aucune pathologie cardiaque n’a été décrite a ce
jour. Intrigués, nous avons analysé ces souris et décou-
vert, en total accord avec nos études in vitro, que les
embryons tp63~~ souffrent d’une cardiopathie sévére
et d’une altération de la contractilité, ce qui peut
expliquer la forte Iétalité prénatale [15]. Les défauts
morphologiques et moléculaires cardiaques observés
sur les embryons précoces et in vitro suggérent que
I"absence de p63 perturbe les deux lignages cardiaques,
et notamment la spécification et/ou la prolifération
des progéniteurs, avant méme la migration de ces
derniers au sein de la ligne primitive et la formation
du croissant cardiaque (Figure 2). Plus d’un tiers des
embryons tap63~/~ meurent trés tdt au cours du déve-
loppement, probablement de déficience cardiaque. €n
modifiant le fond génétique de ces souris, la mortalité
disparait [16]. Cela semble indiquer que la fonction de
p63 dépend d’autres genes qui moduleraient son effet.
Cette découverte pose la question d’un lien entre p63
et des cardiopathies congénitales. A priori, aucune
anomalie cardiaque n’a été décrite chez les patients
porteurs de dysplasies ectodermiques, mais des défi-
ciences ont pu passer inapercues. De méme, aucune
mutation des exons/introns spécifiques de TAp63 sus-
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ceptible d’expliquer certaines cardiopathies congénitales d’origine
inconnue n’a été identifiée a ce jour [17].

Fonction proapoptotique de TAp63

TAp63 possede une activité proapoptotique similaire a celle qu’exerce
p53 et se fixe sur la séquence consensus des genes cibles de p53.
Aprés un dommage a I’ADN, TAp63 s’accumule dans la cellule et, par
exemple, induit I'arrét du cycle cellulaire via WAF1/CIP1 (codant pour
la protéine p21), ou I"apoptose via BAX ou via les récepteurs de mort
[5, 18-20].

Linteraction avec ANpé3 ou d’autres membres de la famille p53
module cette activité proapoptotique [20]. ANp63 peut bloquer
I’activité transcriptionnelle de TAp63 par compétition sur les mémes
éléments de réponse, ou par séquestration lorsque les deux protéines
forment des hétérotétrameres inactifs. D’autres génes cibles de p53
peuvent étre réprimés par TAp63 : par exemple certains génes anti-
apoptotiques comme HSP70 (heat shock protein-70) ou pro-prolifé-
ratifs comme CDKI (cyclin dependent kinase-1) ou CCNBI (cycline BI)
[21, 22].

Fonction de TAp63 dans la protection des cellules germinales

Juste apres la naissance, tous les ovocytes primaires sont bloqués
dans la prophase de la premiére division méiotique et ce, jusqu’a

la puberté. Au-dela, quelques ovocytes primaires
achévent a chaque cycle leur premiere division méio-
tique, mais seuls de rares ovocytes (le plus souvent
un seul) atteindront la deuxiéme division méiotique
et seront préts a étre fécondés. Pendant cette longue
période de quiescence (qui peut atteindre 50 ans chez
la femme), TAp63, exprimée spécifiquement dans
I’ovocyte, joue un rdle primordial dans le maintien
d’un réservoir d’ovocytes en attente d’ovulation et
de fécondation, et dans I’induction de I’apoptose
d’ovocytes dont PADN a été endommagé [23]. Ce rdle
protecteur dans la fonction ovarienne confére a TAp63
une fonction de gardien de la lignée germinale femelle
[24]. Une nouvelle isoforme de p63 (GTAp63) vient
d’étre identifiée et joue le méme rdle dans la lignée
germinale médle chez les primates [25].

Fonction de ANp63 et TAp63 dans I’homéostasie
cutanée

Alors que TAp63 régule 'apoptose, la sénescence et
la stabilité génomique, ANp63 est impliquée dans des
processus tels que la prolifération, Iadhésion et la
différenciation cellulaires. ANp63 est nécessaire au
maintien du potentiel prolifératif de la couche basale
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Figure 3. Principales fonctions de TAp63 et ANp63 au cours du développement, chez ’adulte et au cours de la tumorigenése.
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de I’épiderme et des kératinocytes en culture [26, 27]. De plus, elle
controle le nombre de divisions asymétriques qui sont essentielles a la
polarité des cellules épithéliales, a leur prolifération et a leur adhésion
a la matrice extracellulaire [28]. €lle permet donc aux kératinocytes
basaux d’enclencher un processus de stratification/différenciation
concomitant a leur migration vers les couches suprabasales de I’épi-
derme [26]. ANp63 est sous le contrdle du microARN-203. L'équilibre
entre les deux crée une balance entre prolifération et différenciation
[29, 30]. Il est a noter que méme si TAp63 est peu exprimée dans I’épi-
derme, 'expression relative des deux isoformes semble nécessaire a
I’lhoméostasie cutanée.

ANp63 contrdle 'adhésion des cellules épithéliales. Uinvalidation de
TP63 dans ces cellules provoque leur détachement du support et leur
mort. Plusieurs genes cibles de p63 codent pour des protéines impli-
quées dans I’adhésion cellule-cellule (P-cadhérine, p53 apoptosis
effector related to PMP-22 [Perp]), cellule-matrice (intégrines o3,
B4, o5 et a6, laminine y2) ou dans la jonction dermo-épidermique
(Fraser syndrome 1 [Frasl]). Lexpression de protéines directement
lies aux kératines (dystonine et cytokératine 14 [ck14]) est égale-
ment modulée par TAp63 et ANp63 [31].

TAp63 est exprimée par les cellules souches de la papille dermique (skin
progenitor ou SKP). Elle participe directement a la survie des cellules
souches du derme, mais aussi a celle des cellules épidermiques via un
effet paracrine, et son absence augmente la prolifération et le vieillis-
sement prématuré des cellules souches dermiques et épidermiques chez
la souris [16]. In vitro, TAp63 protége les cellules de la sénescence
prématurée [16]. Cet effet a distance de TAp63 est donc commun a ses
fonctions dans le développement cardiaque et le maintien des cellules
souches cutanées. Il est intéressant de noter que les SKP de la papille
dermique sont originaires de la créte neurale, comme les cellules endo-
dermiques cardiogéniques TAp63* présentes dans I’embryon précoce. Il
est vraisemblable que les deux proviennent d’un progéniteur commun et
que les SKP puissent avoir conservé une activité cardiogénique.

p63 et cancer

De nombreux articles ont mis en évidence la capacité de p53, TAp63 et
TAp73 & induire les systémes de sauvegarde cellulaire (arrét du cycle
cellulaire, apoptose et sénescence induite par un oncogene - dite
prématurée) et celle de ANp63 et ANp73 & bloquer cette induction
(Figure 3). Ces activités permettent de classer TAp63 dans les suppres-
seurs de tumeur et ANp63 dans les oncogénes.

ANp63 et tumorigenése

Contrairement a TP53, le géne TP63 n’est pas muté dans les cancers
humains. €n revanche, son expression est altérée dans de nombreuses
tumeurs dérivées des épithéliums stratifiés (de 50 a 100 % des cas,
selon les auteurs), tels que les carcinomes épidermoides de la téte et
du cou (HNSCC), de I’cesophage et du poumon. Cette surexpression est
également observée dans des tumeurs issues d’épithéliums glandu-
laires, comme les cancers du sein et de la prostate de type basal-like
([32] pour revue). L'isoforme surexprimée est majoritairement ANp63,
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peut-étre parce que le promoteur a 'origine de cette
isoforme est modulé par p53, la B-caténine et STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3),
des facteurs souvent altérés dans les tumeurs [33].
€n revanche, pratiquement aucune étude n’a porté
sur extrémité carboxy-terminale de ANp63. €n fait,
des différences dans I’isoforme surexprimée (o, B ou
y) pourraient expliquer les données contradictoires
obtenues dans les études qui visent a déterminer si la
surexpression de ANp63 influe sur la réponse des cel-
lules tumorales aux traitements.

Uexpression de ANpé3 varie au cours de I’évolution
des lésions : dans le poumon, elle est faible dans les
hyperplasies, elle augmente dans les métaplasies et
les dysplasies, pour atteindre une expression maximale
dans les dysplasies de grade sévére. €n accord avec
cette observation, des travaux récents suggerent que
ANp63 est impliquée dans I’évolution maligne d’autres
lésions précancéreuses, comme la chéilite actinique
ou la leucoplasie [34]. €n outre, pour cette derniére,
I’expression de ANp63 semble étre un marqueur pronos-
tique, puisque la survie sans cancer des patients por-
teurs d’une lésion précancéreuse négative pour ANp63
est plus longue que celle des patients dont la Iésion est
positive pour ANp63 [35].

L’étude de souris génétiquement modifiées pour les iso-
formes de TP63 a révélé des résultats souvent contra-
dictoires sur la fonction de p63 dans la progression
tumorale. Les souris tp63”~ produites par I'équipe de
Flores sont propices a former des tumeurs agressives
[36] alors que celles de Mills et Bradley n’en font pas
spontanément, méme lorsque le gene tp53 est délété
aussi [37].

p63, invasion et métastases

Concernant le role de TAp63 dans la formation des
métastases, les résultats chez la souris sont la aussi
contradictoires. En effet, les souris invalidées pour
I’isoforme TAp63 développent de nombreuses tumeurs
métastatiques dans I’étude de Flores [16], mais pas
dans celle de McKeon [23]. Cette fonction antimétas-
tatique de TAp63 passerait par le contrdle de Dicer -
enzyme qui clive les ARN précureurs des microARN - et
de microARN [38]. Il est probable que les différences
entre lignées murines soient dues a des différences de
fonds génétiques ou de techniques d’inactivation du
gene. TAp63 contrdle également le trafic intracellulaire
des intégrines et du récepteur a I’EGF (epidermal growth
factor), et donc 'invasion tumorale. Cet effet est neu-
tralisé par certains mutants de p53 [39]. ANpé3 est,
elle aussi, impliquée dans I'invasion, ainsi que dans la
prolifération des cellules tumorales. Mais, paradoxale-
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ment, plusieurs articles ont montré qu’elle ne facilite pas la formation
des métastases. Bien au contraire, dans un certain nombre de cas, la
perte de I'expression de ANp63 semble étre nécessaire a I'apparition
de ces dernieres. £n effet, dans les carcinomes du poumon, de I’ceso-
phage et de la vessie, et les HNSCC, I"expression de TP63 (en général
ANp63) est associée a une réduction de 'invasion et de la formation
de métastases. €n revanche, dans le cancer du sein, ’inhibition comme
la promotion des métastases ont été décrites [5, 32].

Uimplication de ANpé3 dans la formation des métastases fait pro-
bablement intervenir son réle dans I"adhésion cellulaire et sa capa-
cité a s’opposer a la transition épithéliomésenchymateuse (TEM), un
processus considéré comme nécessaire au détachement de la cellule
tumorale et a sa migration vers d’autres organes [40]. Il a d’ailleurs
été montré que Snail, une protéine impliquée dans la TEM, inhibe Iex-
pression de ANp63 [41]. Le TGF-B (transforming growth factor-3), qui
peut induire une TEM, inhibe 'activité de ANpé3, mais pas son expres-
sion. En effet, en présence de TGF-3, la protéine Smad?2 (small mothers
against decapentaplegic homolog 2) est phosphorylée et peut former
un complexe avec p53 (mutée) et ANp63, entrainant I'inactivation
fonctionnelle de cette derniére. Les cellules dans lesquelles ANp63
est piégée dans ces complexes présentent un potentiel métastatique
accru [42]. Ainsi, ANp63 semble se comporter comme un promoteur de
tumeur, mais aussi comme un suppresseur de métastases.

Conclusion

Comme nous venons de le voir, la protéine p63 exerce des fonctions
primordiales pour le phénotype épithélial des cellules, leur vie, leur
mort et leur capacité a interagir entre elles et avec ’environnement.
Les fonctions et régulations spécifiques a chaque isoforme restent
encore trés mal connues et seules des études systématiques in vitro et
in vivo permettront notamment de clarifier les bases moléculaires des
symptomes dont souffrent les patients atteints de dysplasies ecto-
dermiques et de rechercher des outils thérapeutiques. Il est possible,
entre autres, que les résultats contradictoires obtenus chez les souris
soient en partie dus a des taux intracellulaires différents de certaines
isoformes de p63, mais également de leurs cousines p53 et p73. Quoi
qu’il en soit, nos connaissances actuelles résumées dans cette revue
indiquent clairement que le gene TP63 contrdle de multiples fonctions,
souvent de maniere antagoniste, que ce soit a I’état basal ou lors de la
transformation cellulaire, un peu comme les deux faces de Janus, dieu
du bien et du mal. ¢

SUMMARY

The two faces of p63, Janus of the p53 gene family

The TP53 family member TP63 encodes two main isoforms TAp63 and
ANp63 with distinct, often opposite functions during development
and in the adult. ANpé3 is crucial for the formation of the ectodermal
derivatives and epidermis, while TAp63 is essential for heart develop-
ment. In the adult, ANp6é3 behaves as a cell survival factor, controlling
cell proliferation, adhesion and cell differentiation. In contrast, TAp63
is a proapoptotic factor that protects oocytes from genotoxic insults
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and prevents premature aging of dermal stem cells. In
agreement with these activities, TAp63 is often lost and
ANpé63 overexpressed in cancer cells. Because of their
opposite and competitive effects, p63 isoforms could
be viewed as Janus two faces. The review focuses on the
accumulating data on the p63 functions and regulation
in the last decade. ¢
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