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Chapitre I. Les virus du papillome 

Ce chapitre est consacré aux virus du papillome humain (HPV). Les différents groupes d’HPV y sont 

décrits, ceci afin de mettre le point sur les caractéristiques du modèle cellulaire utilisé durant cette 

thèse doctorale. En effet, les techniques actuelles de culture cellulaire ne peuvent pas reproduire les 

conditions nécessaires à la réplication des HPV, ce qui les rend difficiles à étudier en dehors de l'hôte. 

Pour cette raison ce travail est basé sur des lignées cellulaires de kératinocytes du prépuce humain 

immortalisé par les oncoprotéines E6 et E7 de l’HPV38 du genre β, nommées collectivement 38HK.  

 

La famille des Papillomaviridae est composée de virus à ADN non enveloppés qui infectent les 

kératinocytes basaux des épithéliums muqueux ou cutanées. Ils sont présents chez tous les 

amniotes tel que les mammifères, oiseaux, reptiles et poissons (1). Les infections par les 

papillomavirus sont considérées comme largement hôte- et tissus-tropiques. L’infection par 

les papillomavirus peut être asymptomatique, présenter des tumeurs bénignes, ou mener à 

un cancer, comme c’est le cas pour certains types de papillomavirus humain. Les études 

phylogénétiques suggèrent que les virus ont co-évolué avec les oiseaux et les humains, mais 

de nombreux événements tels que les recombinaisons et les zoonoses ont donné lieu à une 

diversification des différents types originaux (2). C’est le cas du virus BPCV1 (Bandicoot 

Papillomatosis and Carcinomatosis Virus 1) qui infecte les Bandicoot de Bougainville, de petits 

marsupiaux d’Australie, et qui se caractérise par un phénotype hybride aux propriétés 

communes aux polyomavirus et papillomavirus (1, 3). 

1. Papillomavirus Humain ou virus du papillome humain 

Les HPV sont responsables de nombreuses lésions cutanées et muqueuses, tel que les verrues 

génitales, plantaires ou vulgaires. Au regard de leur impact important sur la santé publique, 

ces virus sont sous la loupe de nombreux chercheurs depuis des décennies. 

a. Structure et classification 

Les papillomavirus sont dits non enveloppés car limités par une capside. Cette capside est 

composée des protéines L1 principalement et dans une moindre mesure des protéines L2. Les 

protéines L1 s’assemblent en pentamères ; l’assemblage de la capside se fait à travers 

l’interaction de pentamères voisins (4). Ces deux protéines sont le centre d’intérêt dans la 

stratégie de prévention, à savoir le développement de vaccin contre les HPV. Les vaccins 



  

 

Figure 1. Organisation du génome de l’HPV16. L’ADN double brin (représenté en gris) est d’environ 8000 
nucléotides et code pour 7 protéines E dites Early et 2 protéines L dites Late. Les promoteurs sont indiqués par les 
flèches. (Adapté de Viarisio et al. 2017) (7) 

Figure 2. Classification des HPV. Les HPV sont regroupés en cinq genres : alpha (HPV α), bêta (HPV β), gamma 
(HPV γ), nu (HPV ν) et mu (HPV μ). Les groupes α, β (bleu) et γ (vert) sont les groupes les plus représentés. Parmi 
les HPV α sont reconnus les cutanés à bas-risque (brun), les muqueux à bas-risque (jaune) et ceux à haut-risque 
(rose). (d’après Egawa et al. 2015) (9) 
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disponibles ciblent la protéine L1. L’inconvénient de cette stratégie est la spécificité du L1 au 

type de HPV. Actuellement de nouvelles recherches sont en cours afin de développer les 

vaccins ciblant la protéine L2 qui est hautement conservé parmi les HPV, ce qui conduirait à 

une protection vers un plus large spectre de HPV (5). 

Le génome des papillomavirus est une molécule d’ADN double-brin circulaire d’environ 8000 

paires de bases. Il est organisé en trois régions, dont deux codantes pour des protéines et une 

non codante qui régule la transcription virale. Les deux régions codantes contiennent de sept 

à neuf cadres de lecture ouverts, de sorte à avoir une transcription en deux temps : une phase 

précoce, qui donne lieu aux protéines E (Early), et une phase tardive, qui génère les protéines 

L (Late). Tous les gènes sont transcrits à partir du même brin d’ADN sous forme de plusieurs 

ARNm polycistroniques (6) (Figure 1).  

Plus de 200 types de HPV ont été identifiés et classés en cinq genres sur la base de la séquence 

de la protéine de capside L1 (8) : les genres alpha (HPV α), bêta (HPV β), gamma (HPV γ), nu 

(HPV ν) et mu (HPV μ). Les genres les plus représentés sont les α, β et γ. Les HPV α présentent 

à la fois un tropisme muqueux et cutané, tandis que les HPV du groupe β et γ sont 

principalement cutanés (Figure 2). 

Les HPV sont également regroupés selon leur potentiel oncogénique : les HPV à bas risque 

(brHPV), sont responsables de lésions bénignes, tandis que les HPV à haut-risque (hrHPV), 

dont les HPV α à tropisme muqueux (16, 18, 31, 33, 35, 45, 52, 58) et les HPV β à tropisme 

cutané (5 et 38) responsables de lésions malignes (Figure 3). 

b. Le cycle viral 

Le cycle commence par l’infection de la strate basale des épithéliums stratifiés squameux avec 

une étape dite d’adsorption, où la capside se fixe à la membrane cellulaire. Cependant, les 

récepteurs cellulaires qui permettent l’entrée du virus n’ont pas encore été clairement définis. 

Il semblerait que ce sont les intégrines α6-β1 et α6-β4 ainsi que les glycosaminoglycanes qui 

seraient responsables de la reconnaissance virale (10). L’étape de reconnaissance serait suivie 

d’une étape d’endocytose dans des vésicules à clathrines ; néanmoins, il est probable que 

l’entrée diffère selon les types de papillomavirus. 



   

Figure 3. Les lésions provoquées par les HPV. Les HPV sont responsables de différents types de lésions. Les brHPV 
mènent aux lésions dites bégnines telles que les verrues (buccales, cutanées, génitales). Les hrHPV regroupent 
principalement les HPV de type α qui sont responsables des cancers des organes génitaux. Certains HPV β sont 
également des hrHPV, tel que le HPV38, responsable du développement du cancer cutané non-mélanome (NMSC). 
(Schéma créé sur BioRender.com) 

Figure 4. Le cycle viral. Le virus infecte la strate basale des épithéliums stratifiés. La réplication virale se poursuit 
avec la différentiation cellulaire. Les protéines E sont produites en premier lieu. En fin de cycle, ce sont les protéines 
L qui sont synthétisées afin de permettre l’assemblage du virus. Les virions sont libérés avec la desquamation en 
surface de l’épiderme depuis la couche cornée. (adapté de Hampson 2021) (11) 
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La réplication virale se poursuit avec la différenciation cellulaire, à savoir la kératinisation des 

cellules épithéliales. La phase précoce a lieu dans les couches basales, où les protéines early 

sont produites. Ensuite, la réplication de l’ADN viral a lieu dans les couches épineuses et 

granuleuses. En fin de cycle, les protéines late de la capside sont produites afin de permettre 

l’assemblage de nouvelles particules virales. Les virions sont libérés avec la desquamation en 

surface de l’épiderme (Figure 4). 

c. HPV et cancer 

Les HPV ne possèdent pas leur propre ADN polymérase, Ils sont ainsi exclusivement 

dépendants des protéines de réplication des cellules de l’hôte et de leur différenciation. De 

ce fait, ces virus incitent la cellule à augmenter son métabolisme afin de la pousser vers une 

division active, nommée néoplasie, qui peut être bégnine ou maligne. Ainsi, les cellules 

infectées tendent in fine vers un phénotype de cellules transformées. Généralement le virus 

est éliminé par le système immunitaire. Cependant, dans certains cas comme lors d’une 

infection chronique, la lésion peut persister et conduire au développement d'un cancer et ce 

même après plusieurs décennies. 

Les HPV ont développé différentes stratégies afin de faciliter la réplication du génome viral. 

Les facteurs les plus importants lors de cette carcinogenèse sont les protéines E6 et E7 qui 

sont essentielles dans l’établissement d’un environnement favorable pour la réplication virale. 

Plus précisément, ces protéines protègent le génome viral du système inné et adaptatif. Elles 

n’ont aucune activité enzymatique ; néanmoins, il a été montré qu’elles s’associent avec de 

nombreux partenaires cellulaires. Dans ce chapitre, les mécanismes d’oncogénicité des hrHPV 

α et particulièrement des β sont détaillés, selon les propriétés des E6 et E7 de ces deux genres. 

Les oncoprotéines E6 et E7 : caractéristiques générales 

Les oncoprotéines des HPV α et HPV β ont globalement des structures très similaires. 

Cependant, les variations de séquence à la surface de ces protéines sont à la base de 

propriétés fonctionnelles distinctes. Les protéines E6 sont formées d’environs 150 acides 

aminés présentes principalement dans le noyau en périphérie de la chromatine condensée. 

Elles sont constituées de deux domaines de liaison au zinc (E6N et E6C), chacun contenant 

deux répétitions du motif CxxC (12). Ces deux domaines forment une poche hydrophobe 

capables de capturer les cibles cellulaires contenant le motif LXXLL (13) (Figure 5). 



 

 

 

 

Figure 6. Représentation schématique de la structure de E7 de HPV45. La protéine E7 est composée de trois 
régions nommées CR1, CR2 et CR3. La région CR2 contient le motif LXCXE, tandis que la région CR3 est 
essentielle à la dimérisation (les dimères étant représentés par les structures oranges et argentées). (Adapté 
de Chemes et al. 2013) (16) 

 

  

Figure 5. Structure de E6 de l'HPV16 lié au motif LXXLL de E6AP. Le domaine de liaison au zinc E6N (gris) et E6C 
(or) sont nécessaires pour la liaison du motif LXXLL de E6AP (vert). (adapté de Zanier et al. 2013) (13) 
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La protéine E7, composée d’environs 100 acides aminés, est localisée dans le noyau et le 

cytoplasme. Elle est divisée en 3 régions, nommées CR1, CR2 et CR3. La CR2 localisée en N-

terminus contient le motif LXCXE requis pour la transformation cellulaire, en reconnaissant les 

protéines de la famille du rétinoblastome (RB), i.e. pRb, p107/RBL1 et p130/RBL2 (voir 

Chapitre 3) avec une très haute affinité (14). En C-terminus, la CR3 contient un domaine de 

liaison au zinc incluant deux motifs CXXC. Ce domaine est essentiel à la dimérisation et la 

stabilisation de l’E7 (15) (Figure 6). 

Les oncoprotéines E6 et E7 des hrHPV exercent à elles-seules une activité transformante des 

cellules infectées. Bien que ciblant indépendamment les différentes voies de la régulation 

cellulaire, la dérégulation du système cellulaire se fait en synergie par les protéines E6 et E7. 

Exprimées dans les cellules basales et suprabasales, elles ciblent de nombreuses protéines de 

l'hôte en détournant principalement les réseaux cellulaires d'interaction domaine-motif (17). 

L'expression de E6 et E7 immortalise efficacement la plupart des types de cellules primaires 

(18-20). 

Il est intéressant de noter que dans les modèles de souris transgéniques, E7 des hrHPV α est 

suffisante pour induire des carcinomes invasifs du col de l'utérus qui sont, néanmoins, plus 

petits que ceux qui se développent lorsque E6 et E7 sont coexprimées (21-28). Ces 

observations soulignent l'activité coopérative des protéines E6 et E7 dans la promotion de la 

carcinogenèse. 

d. Propriétés transformantes des oncoprotéines E6 et E7 des hrHPV α 

L’implication des hrHPV α dans la carcinogenèse est très bien documentée. L'infection par ces 

types d’HPV est fréquente chez les jeunes femmes et hommes sexuellement actifs. Les hrHPV 

sont les agents étiologiques d'un certain nombre de cancers du tractus ano-génital, y compris 

les carcinomes du col de l'utérus, de la vulve, du vagin, du pénis et de l'anus, et pour environ 

20 % des cancers de la tête et du cou (en particulier les cancers de l'oropharynx). La majorité 

des cancers HPV-positifs diagnostiqués chaque année dans le monde sont des cancers du col 

de l'utérus (> 600 000) (29) constituant la deuxième cause de décès par cancer chez les 

femmes dans le monde. Parmi les hrHPV α, le HPV16 est le type oncogène le plus fréquent, 

associé à 50% des carcinomes du col de l'utérus, de l’anus et la plupart des cancers de 

l'oropharynx HPV positifs (30). 
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Dans le cas des hrHPV α, les oncoprotéines E6 et E7 sont essentielles au maintien du 

phénotype cancéreux des cellules. En effet, les études in vitro et in vivo sur des modèles 

expérimentaux ont montré que la déplétion de ces deux oncoprotéines mène à une mort 

rapide des cellules cancéreuses. 

L’oncoprotéine E7 est un perturbateur majeur du cycle cellulaire. Son motif LXCXE cible pRb 

dans l’état hypophosphorylé, ce qui est une étape essentielle à la transformation induite par 

les HPV α. De plus, le domaine de liaison au zinc dans la région CR3 augmente l’affinité de E7 

à pRB (27). Ainsi, E7 bloque la formation des complexes répressifs RB/E2F (voir Chapitre 3), 

conduisant à l’expression des gènes impliqués dans la transition G1/S et à l’entrée prématurée 

en phase S (voir Chapitre 3) (31, 32). En plus d’empêcher la formation des complexes RB/E2F, 

E7 cible également pRb à la dégradation par le système ubiquitine-protéasome (33).  

E7 est aussi capable de se lier aux protéines p21CIP1/ WAF1 et p27KIP1 (codées par les gènes 

CDKN1A et CDKN1B respectivement) ainsi qu’aux cyclines A et E, facteurs essentiels à la 

régulation du cycle cellulaire (34-37). Ceci a pour effet le maintien de l’activité de la kinase 

cycline-dépendante CDK2 qui phosphoryle les protéines RB et favorise la dissociation du 

complexe E2F/RB. Un autre mécanisme de dérégulation du cycle cellulaire repose sur la liaison 

de E7 aux histones désacétylases de classe I (HDAC) (38, 39). Celles-ci contrôlent la 

transcription en remodelant la chromatine grâce à leur activité d’acétylation.  

En revanche, l’oncoprotéine E6 joue un rôle central dans l’inhibition du suppresseur de 

tumeur p53. En effet, la prolifération incontrôlée des cellules induite par E7 active les réponses 

apoptotiques médiées par p53. De ce fait, les HPV ont dû développer des stratégies afin de 

contrer ce mécanisme. 

La protéine E6 est capable de se lier aux motif LxxLL de l’ubiquitine ligase E3 E6AP. La 

résolution de la structure du complexe E6 – motif LXXLL d’E6AP – DBD de p53 a permis de 

mettre en évidence que le recrutement d’E6AP restructure la conformation d’E6 (40). Ceci 

permet la liaison d’E6 à p53, ce qui mène à sa polyubiquitination et sa dégradation par le 

protéasome 26S. Dans le cas des E6 des brHPV, ces protéines se lient également à E6AP sans 

aboutir à la dégradation de p53 (41). Enfin, E6 peut également perturber l’acétylation de p53 

en inactivant p300/CBP (42, 43) et l’ADA3 acétyltransférase (44). Cependant, il est intéressant 
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de noter que E6 des hrHPV ne cible pas les homologues de la famille p53, à savoir les protéines 

p63 et p73 (voir Chapitre 2).  

Bien que l’association E6/p53 soit cruciale dans la carcinogenèse, d’autres voies 

indépendantes de p53 sont également ciblées par les virus hrHPV. Cela concerne notamment 

la voie apoptotique extrinsèque qui est contrôlée par la cytokine inflammatoire TNFα. Dans 

ce processus, E6 inhibe la transduction du signal en se liant au récepteur 1 de TNF (TNFR1) et 

dégrade les protéines FADD (Fas-associated protein with death domain) et la caspase 8 (45, 

46). Les E6 des hrHPV inhibent également d’autres facteurs pro-apoptotiques (45, 46) tel que 

BAK (47) ou c-Myc (48). Une autre cible d’E6 est le réseau Myc/Max, favorisant ainsi 

l’expression de la transcriptase reverse de la télomérase (hTERT) (49). 

Une particularité spécifique aux oncoprotéines E6 des hrHPV est la présence d’un motif de 

liaison au domaine PDZ (PBM) au niveau du C-terminus. Les études sur des modèles de tissus 

en culture ainsi que sur des souris ont démontré l’importance de ce motif dans l’activité 

transformante (50). Les cibles identifiées sont notamment les protéines DLG1, Scribble ou 

encore MAGI-1, facteurs jouant un rôle de premier rang dans l’adhésion et polarité cellulaire 

(51). 

Enfin, les protéines E6 et E7 interviennent également dans la perturbation de la réponse 

immunitaire innée (NF-κB, JAK/STAT) (52-54). 

e. Propriétés transformantes des oncoprotéines E6 et E7 des HPV β 

Les HPV β sont divisés en cinq groupes, β-1, β-2, β-3, β-4 et β-5, qui comportent plus d’une 

cinquantaine d’espèces. Les HPV β-1 et β-2 sont en prévalence détectés au niveau de la peau, 

alors que les β-3 sont présents au niveau des épithélium muqueux (7). Les HPV5 et HPV8 (β-

1) ont été les premiers types β à être découverts, isolés à partir des lésions cutanées de 

personnes atteintes d'une maladie génétique appelée épidermodysplasie verruciforme (EV). 

Cette maladie comporte un risque élevé de développer le cancer de la peau non-mélanome 

(non melanoma skin cancer - NMSC) au niveau des zones cutanées photoexposées. Les NMSC 

sont classifiées en deux types de carcinomes : les carcinomes épidermoïdes (squamous cell 

carcinoma – SCC) et les carcinomes basocellulaires (basal cell carcinoma – BCC). Par la suite, 

un risque plus élevé de développer des cancers NMSC a été observé chez des patients 

immunodéprimés. De plus, de nombreux marqueurs des HPV β (comme l’ADN viral et des 



 

 
 

  

Figure 7. Schéma du modèle d’action "hit and run" des HPV β. Le rayonnement UV induit l’accumulation des 
lésions au niveau de l’ADN qui, dans les cellules saines, provoquent l’arrêt du cycle cellulaire. En cas d’infection 
par les HPV β, l’expression des E6 et E7 inhibe la réponse induite par les UV, ce qui mène à une accumulation de 
mutations dans le génome de l’hôte. L’expression des oncogènes disparait avec la progression du cancer. Les 
particules virales représentées en vert. (Schéma créé à partir de BioRender.com).  
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anticorps contre la protéine L1) ont été détectés chez des patients ayant des antécédents de 

carcinome spinocellulaire (CSC). Ceci a conduit à l’hypothèse des HPV β comme facteurs liés à 

la carcinogenèse cutanée (7). En outre, les données épidémiologiques indiquent que les 

facteurs de risque liés à la persistance des infections par le HPV β sont l'âge avancé et les 

érythèmes solaires aigus (7). Il ne semble pas qu’il y ait un type de HPV β prévalant dans le 

développement des NMSC : les résultats varient selon les analyses sérologiques à partir 

d’échantillons prélevés sur les différentes parties du corps. En somme, ces études convergent 

principalement vers une majorité de HPV5, 8, 15, 20, 23, 36 et 38 impliqués dans les lésions 

des différents types de NMSC (55). 

Des données expérimentales indiquent que les mécanismes de virulence des HPV β sont 

différents de ceux des groupes α. En effet, dans les cellules cancéreuses rares sont les cas où 

il y a plus d’une copie du génome viral, ce qui indique que toutes les cellules ne contiennent 

pas de l’ADN des HPV β. Parmi les dérégulations cellulaires engendrées par les HPV β, la 

perturbation de la réponse aux dommages par l’ADN (DNA damage response – DDR) semble 

être prépondérante et responsable de la mutagenèse observée chez les individus 

immunocompétents (56). Ainsi, la DDR est liée à la capacité des cellules à réparer les 

agressions génotoxiques, en particulier après exposition aux UV. Des expériences menées sur 

des souris transgéniques ont montré que la délétion des oncogènes viraux E6 et E7 de l’HPV38, 

après le développement de lésions au niveau de la peau exposée aux UV, n’affecte pas la 

croissance de la tumeur (57). Ceci suggère que HPV38 joue un rôle crucial dans les premières 

étapes de la carcinogenèse. Par la suite, l’expression des oncogènes viraux disparait au fil de 

la progression du cancer, n’étant plus indispensable au maintien du phénotype malin. Dans ce 

modèle de transformation cellulaire, qu’on appelle "hit and run", les HPV β peuvent donc 

faciliter l'accumulation des mutations induites par les UV dans le génome de l'hôte et, par la 

suite, devenir inutiles une fois que le NMSC est bien établi (7) (Figure 7). 

Les protéines E6 et E7 des types HPV β sont capables de cibler les voies p53 et RB, comme 

c’est le cas des protéines E6 et E7 des hrHPV α. Néanmoins, il y a des différences 

fondamentales dans les mécanismes de ces interactions (58). Ainsi, ces mécanismes varient 

selon les espèces des HPV β, ce qui conduit à différents phénotypes (58). Comme dans le cas 

des HPV α, E7 des HPV β contiennent le motif LXCXE permettant les interactions avec les 
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protéines de la famille RB. Cependant, il existe des variations d’affinité entre les protéines RB 

et les E7 des différentes espèces.  

Ceci est le cas des E7 des HPV14, 24 et 36 (β-1), des HPV23 et 38 (β-2) et d’HPV49 (β-3), qui 

interagissent bien avec pRb, mais, contrairement aux hrHPV α, favorisent 

l’hyperphosphorylation de pRb, ainsi que sa stabilisation dans les kératinocytes humains (59, 

60). D’autre part, il a été montré que la protéine E7 de HPV115 (β-3) n’est pas capable de 

cibler les RB (61). 

Concernant l’interaction E6/p53, il a été démontré que les protéines E6 de certains HPV β, 

comme l’HPV38 (β-2) et l’HPV92 (β-4), se lient efficacement à p53 (62) par un mécanisme 

indépendant d’E6AP, favorisant ainsi la stabilisation des niveaux de p53 (63). En revanche, la 

protéine E6 de l’HPV49 (β-3) favorise la dégradation de p53 par l’intermédiaire d’E6AP (60).  

Des mécanismes de dérégulation indirecte de p53 spécifiques aux HPV β ont aussi été 

démontrés. Ceci est le cas d’E6 du HPV23 (β-2), qui interagit avec la kinase HIP2, inhibant ainsi 

la phosphorylation de p53 au niveau de la sérine 46 et, par conséquent, l’activation de p53 

après irradiation aux UV (64). Cependant, comme souligné par White et al (63), 

l’hétérogénéité des interactions E6-p53 observée parmi les différentes espèces des HPV β 

pourrait être potentiellement due aux différentes conditions expérimentales. 

Une propriété spécifique des E6 des HPV8 (β-1), HPV17 (β-1) et HPV38 (β-2) est l’interaction 

avec le motif LXXLL de la protéine Mastermind-like1 (MAML1), membre de la voie de 

signalisation canonique Notch, (41, 65). L'interaction E6/MAML1 entraîne la répression de la 

transcription médiée par Notch, favorisant ainsi la sortie du cycle cellulaire et la différenciation 

des kératinocytes. 

Des mécanismes communs entre les E6 des HPV α et β ont la capacité d’activer hTERT (60, 66) 

et d’interagir avec p300/CBP (58). De même, il existe des variations de réponse parmi les 

espèces. Dans le cas des HPV5 et HPV8 (β-1), l’interaction d’E6 avec p300 mène à sa 

déstabilisation par l’inhibition de la phosphorylation de la sérine 1834. Cet évènement conduit 

à une diminution de l’activation de p53 et des voies en aval de la réparation des lésions à l’ADN 

(67, 68). 
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L’équipe de Massimo Tommasino a effectué des nombreuses études fonctionnelles portant 

sur la souche HPV38, qui s’appuient sur un modèle cellulaire constitué de kératinocytes du 

prépuce humain (HFK) exprimant les oncoprotéines E6 et E7 de ce virus (38HK). Il a été montré 

que dans les 38HK, la protéine p53 pleine longueur et de type sauvage (wt) est stabilisée et 

acquiert des propriété pro-prolifératives. Dans les faits, p53 est indispensable à la survie de 

ces cellules : l’inhibition de l’expression de la protéine ou de son activité diminue 

significativement la prolifération cellulaire (69). Dans les 38HK p53, est phosphorylée 

uniquement sur deux résidus sérine (S15 et S392). La phosphorylation au niveau de la sérine 

392 est médiée par la kinase PKR, fortement active dans les HPV38. La phosphorylation de p53 

favorise l’assemblage du complexe p53/DNMT1, ce qui inhibe l’expression du gène codant 

pour l’intégrine α1 (ITGA1), un répresseur de la voie de signalisation d’EGFR (69). Ceci suggère 

qu’il existe des formes de p53 wt qui exercent des fonctions pro-prolifératives dans les HPV38. 

L’équipe de Tommasino a également montré que dans les 38HK la protéine p53 est recrutée 

au niveau du promoteur P2 du gène TP73 codant pour son propre homologue p73, permettant 

ainsi la transcription de l’isoforme oncogénique ΔNp73α (70). Comme décrit dans le chapitre 

2 de cette thèse, ΔNp73α agit en tant qu’inhibiteur dominant négatif de la transcription 

médiée par p53 et p73. De plus, E7 du HPV38 favorise l'accumulation nucléaire de ΔNp73α 

par le biais d'une phosphorylation médiée par IKKβ (71), ce qui entraîne l'assemblage des 

complexes répressifs transcriptionnels capable d’inhiber l’expression d'un sous-ensemble de 

gènes régulés par p53 impliqués dans l'apoptose et la réparation de l'ADN (72). 

  



 

 
 

  

Figure 8. Architecture des protéines de la famille p53. Les trois membres (p53, p63 et p73) possèdent en commun 
le domaine transactivateur (TAD – en jaune), un domaine riche en proline (PRR – en gris), un domaine de liaison 
à l’ADN (DBD – en violet), un domaine d’oligomérisation (OD – en bleu) ainsi qu’une région C-terminale (CTD). La 
partie C-terminale de p53 n’est définie que par une région régulatrice CT (en vert), tandis que p63 et p73 possèdent 
un domaine SAM (en rouge) et TID (en brun). 



11 

 

Chapitre II. La famille de p53 

Dans ce chapitre, je décris les membres de la famille de p53, à savoir p53, p63, p73 et leurs isoformes. 

La protéine p53 est connue comme étant cible des HPV. p73 et tout particulièrement son isoforme 

ΔNp73α est surexprimée dans notre modèle cellulaire 38HK. ΔNp73α constitue le sujet central de ma 

thèse doctorale. Je mets également l’accent sur leur implication dans les voies de sénescence, étant un 

point développé lors de mes recherches en laboratoire 

 

1. Description générale de la famille 

La protéine p53 est bien connue depuis un peu plus de 40 ans dans le monde scientifique. 

Découverte premièrement en 1979, elle a suscité un grand intérêt pour son implication dans 

les mécanismes d’oncogenèse. Depuis, deux autres protéines ont été identifiées et ont rejoint 

la famille de p53 : p63 et p73. Du point de vue phylogénétique, le gène TP53 a évolué depuis 

un gène TP63/TP73 ancestral présent chez la plupart des invertébrés (73, 74). Les produits de 

ces gènes (p53, p63, p73) sont trois facteurs de transcription homologues qui reconnaissent 

les mêmes séquences régulatrices (p53RE) dans les promoteurs des gènes. Le p53RE est une 

séquence en tandem du motif RRRCWWGYYY (75) De ce fait, p53, p63 et p73 partagent la 

régulation de nombreux gènes impliqués dans l’apoptose, la sénescence et le contrôle du 

cycle cellulaire. Toutefois, les protéines p63 et p73 présentent également des fonctions 

distinctes de celles de p53. En effet, p63 joue un rôle unique dans le maintien et la 

différenciation des cellules souches épithéliales et le contrôle de la qualité des ovocytes, 

tandis que p73 est impliquée dans la différentiation des cellules multiciliés ou neuronales. De 

plus, l’enjeux de ces protéines au sein de la cellule reste complexe, par la présence de 

nombreux isoformes de p53, p63 et p73. 

Les trois protéines possèdent différents domaines fonctionnels, à savoir un domaine de 

transactivation (TAD) en N-terminus, suivi d’un domaine riche en proline (PRR), un domaine 

de liaison à l’ADN (DBD), un domaine de tétramérisation (OD) et un domaine régulateur C-

terminal (CTD) (76). Le DBD est hautement conservé au cours de l’évolution, alors que les 

domaines N-terminal et C-terminal présentent plus de variations. Plus particulièrement, p53 

possède uniquement un CTD, tandis que le C-terminus de p63 et p73 est composé d’un 

domaine SAM et TID, décris ci-dessous (Figure 8). 



 

  

Figure 9. Schéma de la structure du gène TP53. L’isoforme Δ133p53 est généré à partir du promoteur alternatif P2. 
L’isoforme Δ40p53 est généré à partir de P1 ou P1’ suivi d’un épissage alternatif. (adapté de Bourdon 2007) (76) 
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Dans 50% des cas des cancers humains le gène TP53 présente des altérations génétiques, qui 

consistent dans la plupart des cas en mutations faux-sens au niveau du DBD (77). En revanche 

les gènes TP63 et TP73 sont rarement mutés. Cependant ces gènes sont souvent exprimés 

sous forme d’isoformes oncogéniques ΔNp63 et ΔNp73.  

2. p53 : une clé de voute de la cancérologie 

a. Structure de p53 et ses isoformes 

p53 est une protéine de 393 résidus de long, contenant les régions TAD, PRR, DBD, OD et le 

CTD. Bien que des nombreuses données structurales des domaines DBD et OD, ainsi que des 

peptides dérivés des régions TAD et CTD en complexe avec des protéines partenaires, ont été 

générés, la structure à haute résolution de la protéine p53 complète reste inconnue. Ceci est 

principalement dû à la grande proportion de domaines intrinsèquement désordonnés (IDD) 

(40% du monomère p53 entier) principalement dans les régions TAD, linker (entre les 

domaines de noyau et de tétramérisation) et CTD (78). Les IDD existent dans différents états 

conformationnels, qui sont hautement dynamiques et interchangeables au cours du temps. 

Cette flexibilité permet la modulation des propriétés d’interaction de ces domaines par des 

mécanismes de régulation de p53. Pour cette raison, les IDD sont abondantes dans les réseaux 

d’interaction protéine-protéine (78, 79). Cependant, des études très récentes ont permis de 

déterminer un modèle structural de p53 à partir d’échantillons de patients, issues de cellules 

de tumeurs cérébrales. Des micropuces à base de silicium maintenant les protéines ont permis 

de réaliser les analyses par cryo-microscopie électronique (cryo-EM). Ces analyses ont permis 

la mise en évidence d’un mélange de monomères, dimères et tétramères (80, 81). 

La protéine p53 présente également différents isoformes. Le gène TP53 contient deux 

promoteurs : le premier étant situé en amont de l’exon 1, le deuxième localisé au sein de 

l’intron 4 (Figure 9). La transcription à partir de ce second promoteur conduit à des protéines 

tronquées commençant avec le codon 133 (Δ133p53). Le transcrit Δ133p53 peut également 

donner lieu à plusieurs isoformes par épissage alternatif de la région 3’. Il en est de même 

pour les transcrits générés depuis le promoteur de l’exon 1. Au total 8 isoformes de p53 

peuvent être exprimés dans différents tissus humains comme dans le foie, la rate ou le 

thymus. Le promoteur alternatif ainsi que l’épissage sont régulés de manière tissue-

dépendante (76). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Représentation schématique des domaines de p53 ainsi que les principaux PTM dans le TAD et CT 
régulant la fonction de p53. Parmi les PTM sont représentées les phosphorylations (« P » en jaune), les 
acétylations (« Ac » en orange), les méthylations (« Me » en vert) et les ubiquitinations (« Ub » en bleu). 
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b. Régulation de l’activité de p53 par des modifications post-traductionnelles 

p53 est sujet à de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT), principalement 

situées dans les régions TAD et CTD (Figure 10). Les MPT réversibles sont l’un des moyens les 

plus efficaces pour moduler dynamiquement les fonctions de la protéine. L'analyse par 

spectrométrie de masse de p53 isolée à partir de fibroblastes humains infectés par 

l’adénovirus montre 222 modifications réparties sur 99 résidus (82). Ces MPTs incluent la 

phosphorylation des sérines et thréonines, l'acétylation des lysines, la méthylation, 

l'ubiquitination, la SUMOylation, la NEDDylation et l'arginisation (NEDDylation et méthylation 

de l'arginine). Ceci permet un contrôle fin des différentes fonctions de p53. (83) 

En absence de stress, p53 est inhibée et dégradée par l’intermédiaire de l'ubiquitine ligase E3 

MDM2 (84-86). MDM4, homologue de MDM2, contribue également à l’inhibition de l’activité 

transcriptionnelle de p53 sans toutefois promouvoir la dégradation de p53 (87). En cas de 

stress cellulaire, tel que les dommages à l’ADN, l’hypoxie ou la présence d’oncogènes, les 

kinases ATM/ATR ou CHK2 phosphorylent p53 au niveau du TAD, le protégeant ainsi de 

l’interaction avec MDM2/4 (83, 88). Cela conduit à la stabilisation des niveaux de p53, qui cible 

les éléments de régulation p53RE, favorisant ainsi l'expression de centaines de miRNA et de 

gènes impliqués dans l'arrêt du cycle cellulaire, la réparation de l'ADN, la sénescence, 

l'apoptose, l'autophagie et le métabolisme. Il est intéressant de noter que p53 active la 

transcription de MDM2 et de MDM4, ce qui donne lieu à une boucle de rétroaction négative 

permettant de maintenir les niveaux de p53 bas en absence de stimuli. D’autre part, la 

phosphorylation de p53 peut être aussi associée à l’inhibition de son activité 

transcriptionnelle. Ceci est le cas de la phosphorylation au niveau de la Thr55 par TAF1, ce qui 

en conditions physiologiques induit la dissociation de p53 du promoteur du gène CDKN1A 

codant pour la protéine p21CIP1/WAF1 (89). En réponse aux agressions génotoxiques, la Thr55 

est déphosphorylée par la protéine phosphatase 2A (PP2A), stabilisant p53 et induisant l’arrêt 

du cycle cellulaire (90). 

Au niveau du CTD, les lysines 370, 372, 373, 381, 382 et 386 sont acétylées par l’intermédiaire 

du co-activateur CBP/p300. Ceci est contrebalancé par les désacétylases comme l’histone 

désacétylase 1 (HDAC1) et la Sirtuin 1 (SIRT1). Ces MPTs modulent la spécificité de liaison aux 

séquences promotrices. Le facteur associé à la CBP/p300 (PCAF) acétyle également la lysine 
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30, ce qui inhibe l’activité pro-apoptotique de p53 en réprimant la transcription des gènes de 

la voie de l’apoptose. 

Des études sur les mutations ponctuelles, notamment chez la souris, ont permis de 

caractériser les rôles biologiques des différents MPT de p53 (91). Par exemple, en cas de 

mutation au niveau de la Ser23 de p53, les souris irradiées aux rayons γ développent des 

tumeurs plus rapidement que les souris contrôle (92). En revanche, le remplacement de toutes 

les lysines du CTD par des arginines, empêchant ainsi l’acétylation et/ou la méthylation de ces 

résidus, n'a produit aucun phénotype tumoral. Dans l'ensemble, les travaux sur les souris 

transgéniques ont conduit au concept qu’il existe un haut degré de redondance dans les voies 

en amont et en aval de p53. La suppression individuelle de MPT spécifiques n'affecte pas 

significativement les fonctions de suppression des tumeurs de p53.  

c. Activité transcriptionnelle de p53 

p53 constitue un élément charnière dans la régulation de l’expression des gènes, étant à 

l’initiation de la cascade de signalisation. Il a été clairement démontré que p53 active 

l’expression de gènes de manière directe, tandis qu’il réprime l’expression de gènes 

principalement de manière indirecte via ses effecteurs en aval. L’un de ces effecteurs les 

mieux caractérisés est p21CIP1/ WAF1. Transcriptionnellement activée par p53, p21CIP1/ WAF1 est 

un inhibiteur des kinases cyclines dépendantes CDK2, et, par conséquent, promoteur de l’état 

hyper-phosphorylé des protéines RB (pRb, RBL1/p107, RBL2/p130) (voir Chapitre 3). L’activité 

de p21CIP1/ WAF1 conduit donc au maintien des complexes répresseurs RB/E2F au niveau des 

gènes codant pour les facteurs de la machinerie de la synthèse d’ADN ainsi que les régulateurs 

de la progression du cycle cellulaire (voir Chapitre 3) (93). Il est important de noter qu’un grand 

nombre de ces gènes sont également ciblés par les complexe DREAM. Ce dernier est composé 

de p107 ou p130 et de E2F4 ou E2F5, ainsi que du complexe central MuvB (voir Chapitre 3). 

Les gènes ciblés à la fois par les complexes RB/E2F et DREAM, comme pour exemple le gène 

codant pour la kinase cycline dépendante 1 (CDK1) possèdent le motif CHR (cell cycle genes 

homology region) au niveau de leur promoteur (94).  

Un autre effecteur de p53 est E2F7, un membre répressif de la famille E2F, qui favorise la 

répression des gènes-cibles des activateurs de la transcription E2F1-3 (95). De plus, p53 est 
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également capable d’activer des miRNA répresseurs tel que le miR-34a, qui cible les ARNm de 

diverses cyclines, affectant les complexes RB/E2F. (96). 

Bien que le mécanisme-même de liaison de p53 à l’ADN reste invariable, le transcriptome de 

p53 est variable selon le contexte cellulaire (97, 98). En effet, p53 cible les régions régulatrices 

des gènes par la reconnaissance des séquences p53RE avec une haute affinité sans avoir 

besoin de facteurs auxiliaires. Cependant, toutes les interactions p53-ADN n’activent pas la 

transcription du gène le plus proche. Dans les faits, la transactivation dépend d'autres 

facteurs, tels que les facteurs épigénétiques, la méthylation de l’ADN environnant et la 

topologie de la chromatine (99).  

d. p53 et la sénescence 

Les facteurs de stress peuvent être intrinsèques, comme l’activation d’oncogène(s) et 

l’érosion des télomères, ou extrinsèques comme l’irradiation UV et la chimiothérapie. 

Indépendamment de la source, ce stress engendre les réponses aux DDR qui sont variables 

selon le type cellulaire et le degré de lésions. Ainsi, ces dommages induisent un arrêt du cycle 

cellulaire, avant d’entrer dans l’un des programmes de la mort cellulaire, notamment la 

sénescence. 

Historiquement, la sénescence était définie par un arrêt de croissance de cellules. Elle a été 

décrite pour la première fois dans les années soixante par Leonard Hayflick (100, 101) qui 

observa une perte des fonctions réplicatives des cellules primaires en culture liée à l’érosion 

des télomères. Actuellement, la définition de la sénescence s’est élargie : elle est considérée 

comme un arrêt irréversible de la croissance, suite au vieillissement cellulaire, ainsi qu’à 

différents stimuli comme l’activation des oncogènes ou des cytokines, le stress oxydatif (ROS) 

et les dommages à l’ADN (102). Cet arrêt a lieu entre les phases G1-S du cycle cellulaire et il 

est accompagné de nouveaux phénotypes induits par un changement morphologique, le 

remodelage de la chromatine, la reprogrammation métabolique, ainsi que la sécrétion de 

facteurs pro-inflammatoires (SASP) (103).  

Le vieillissement cellulaire et la carcinogenèse sont deux processus intimement liés à la notion 

du temps. Les marqueurs de sénescence peuvent être détectés dans les premières phase de 

l’oncogenèse, alors qu’ils disparaissent complètement avec le développement de la tumeur. 



 

 
 

 

 

 

  

Figure 11. Schéma simplifié de la voie d'activation de la sénescence. Différents facteurs peuvent enclencher la 
senescence, tel que les dommages à l’ADN ou des facteurs oncogéniques. Celles-ci peuvent mener à l’activation 
de la voie p21 ou de p16, deux inhibiteurs de CDK. L’inhibition des CDK mène à l’activation de pRB, ce qui induit 
l’arrêt du cycle cellulaire. (adapté de Lujambio A. & Villanueva A. 2015) (105) 
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Cette observation a mené vers l’hypothèse où la sénescence est la première barrière contre 

l’initiation du développement du cancer (102-104). Ainsi, en cas de perte d’intégrité 

génomique, p53 promeut l’entrée de la cellule en sénescence prématurée ou en apoptose. En 

cas de sénescence, les cellules restent viables et inhibent activement les voies apoptotiques 

(Figure 11). 

Le choix du programme d’arrêt ou mort cellulaire dépend principalement des niveaux de p53. 

Les études menées par Chu et Liu ont montré que l’exposition à des faibles doses de H2O2 

induit la sénescence dans les fibroblastes en culture, alors que des doses plus élevées 

conduisent à l’apoptose (106). En comparaison au phénotype de sénescence, le niveau 

protéique de p53 était deux fois plus élevé en cas de phénotype apoptotique. Il existerait donc 

un seuil de stress déterminant la suite du programme cellulaire. Ce seuil est variable non 

seulement en fonction du niveau de p53, mais également du type cellulaire/tissulaire, des 

MPT de p53, ainsi que du statut des isoformes de p53. En effet, il a été montré que les 

isoformes Δ40p53, Δ133p53α, et p53β sont principalement impliqués dans la sénescence. 

Dans les cellules en sénescence, l’isoforme p53β est surexprimée par le biais de l’épissage 

médié par SRSF3 (107), tandis que Δ133p53α est dégradé via STUB1 (108). Δ40p53 est capable 

de former un hétérocomplexe avec la protéine p53 pleine longueur (TAp53), ce qui module 

l’activité de ce dernier (109). 

La voie p53/p21CIP1/WAF1 

Le rôle le plus important de CDKN1A/p21CIP1/WAF1 est la capacité de promouvoir la sénescence 

en inhibant l’apoptose. En réponse aux DDR, p53 active la transcription de p21CIP1/WAF1, qui, à 

son tour, est capable de moduler l’expression de gènes cibles de p53, comme CDC25C, CDC25B 

et BIRC5, principalement via le recrutement des complexes répressifs E2F4/RB même en 

absence de p53 (110). Le knockout de p21CIP1/WAF1 dans les cellules en senescence active 

l’apoptose en induisant la cascade des caspases. p21CIP1/WAF1 est également capable d’induire 

la sénescence par des mécanismes indépendamment de p53 via CHK2 (111). 

La voie p16INK4a/RB 

Bien que la voie p53/p21CIP1/WAF1 semble être importante pour l’enclenchement de la 

sénescence, le gène CDKN2A/p16INK4a est important dans le maintien de la sénescence. 

p16INK4a est un inhibiteur des kinases cyclines dépendantes CDK4/6. Son implication dans le 



 

 

Figure 12. Schéma des structures des gènes TP63 (A) et TP73 (B). Les isoformes ΔN – p63 (A) et -p73 (B) sont 
générés à partir de promoteurs alternatif P2. Les isoformes α, β, γ, δ, ε de p63 et 73, ainsi que les isoformes ζ et 
η de p73 sont générés à partir d’un épissage alternatif en 3’. Les couleurs correspondent aux domaines décris 
précédemment, à savoir en jaune – TAD, gris – PRR, violet – DBD, bleu – OD, rouge – SAM, brun - TID 
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maintien du phénotype a été suggéré après observation de la diminution du niveau de p53 

dans les cellules sénescentes, alors que le niveau de p16INK4a restait stable. L’activation de la 

voie de p16INK4a serait donc un seuil déterminant entre deux phases de senescence : une 

précoce, réversible, dominée par l’activité de p53 et une tardive induite par la voie 

p16INK4a/pRb qui serait irréversible (112-115). L’induction de la senescence peut être 

empêchée en inactivant p53 avant l’augmentation des niveaux de p16INK4a. Cependant, une 

fois que p16INK4a est hautement exprimé, la déplétion de p53 ne peut plus inverser l’arrêt du 

cycle cellulaire (114). L’activation de p16INK4a empêche la phosphorylation de pRb le rendant 

capable de recruter des facteurs de remodelage de la chromatine tel que les HDAC. Ainsi, 

p16INK4a conduit à l’inhibition de gènes régulés par les activateurs E2F1-3 (116). En bloquant la 

voie E2F, p16INK4a /pRb active la voie de signalisation ROS-PKCδ, ce qui empêche de manière 

irréversible la cytokinèse (117). 

Les deux voies de p21CIP1/WAF1 et p16INK4a convergent vers l’accumulation de p130 qui réprime 

l’expression de la cycline A. L’activation de la voie p53 induit la diminution du niveau de pRb 

et p107, tandis que le niveau de p130 augmente dans sa forme hyperphosphorylée (118). 

Néanmoins p130 est potentiellement déjà impliquée dans les voies précoces de sénescence, 

en jouant un rôle dans l’érosion des télomères. 

3. p63 et p73 : les sœurs à ne pas négliger 

a. Structure et isoformes 

Comme p53, p63 et p73 possèdent les domaines TAD, DBD et OD. Les DBDs de p63 et p73 

partagent 60% et 63% d’identité de séquence avec p53, respectivement. Les régions TAD sont 

moins conservées, avec 22% d’identité de séquence entre p63 et p53 et 30% entre p73 et p53 

(119). La différence majeure entre p63/p73 et p53 se trouve au niveau du C-terminus. Au lieu 

du domaine désordonné CTD, p63 et p73 possèdent un domaine SAM, qui est un petit module 

capable de de former des homo- ou hétéro-oligomères avec d’autres protéines (120), et une 

séquence inhibitrice TID qui semble réguler les fonctions du TAD (121) (Figure 8).  

Les gènes TP63 et TP73 partagent la même structure (Figure 12). La protéine p63 complète 

(TAp63), est transcrite depuis le promoteur P1. Cinq isoformes (α, β, γ, δ, ε) peuvent être 

générés par épissage alternatif dans la région 3’ du même transcrit. Il existe également un 
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promoteur alternatif P2 localisé au niveau de l’intron 3 qui donne lieu à l’isoforme ΔNp63, ou 

les premiers 69 résidus de TAp63 sont remplacés par 14 résidus propres à l’isoforme ΔNp63. 

Comme dans le cas de TAp63, le transcrit de ΔNp63 peut générer les isoformes, α, β et γ au 

niveau de la région en 3’. Bien que l’isoforme ΔNp63 n’ait pas le domaine TAD, il porte toujours 

une activité transactivatrice via un autre domaine présent au niveau de son N-terminus (122). 

Ceci est liée à un motif présent dans les 14 résidus propres à ΔNp63 ainsi que à deux motifs 

particuliers, le motif PXXP en N-terminus (exon 3) et le motif PPXY au niveau du C-terminus 

(122) (Figure 12).  

Concernant le gène TP73, sept variants de la protéine TAp73 ont été identifiés à partir du 

promoteur P1 qui sont générés grâce à l’épissage alternatif dans la région en 3’ du transcrit 

(α, β, γ, δ, ε, ζ et η) (Figure 12). Comme dans le cas du gène TP63, le promoteur P2 dans l’intron 

3 génère des isoformes ΔNp73 qui présentent les mêmes variations ou niveau de la région en 

3’ que les isoformes TAp73. Au total, c’est une trentaine d’isoformes théoriques qui peuvent 

être générés à partir du gène TP73 grâce aux promoteurs P1 et P2 et à l’épissage alternatif. 

Les isoformes ΔNp73 se caractérisent par l’absence du domaine conservé FxxψW en N-

terminus du TAD mais possède toujours une partie du domaine transactivateur localisé dans 

l’exon 3 (76). Cependant, les isoformes ΔNp73 agissent en tant qu’inhibiteurs dominants 

négatifs de la transcription médiée par TAp53 et TAp73. Malgré la très haute similitude entre 

les DBD de p73 et p53, la conformation tétramérique lors de la liaison à l’ADN est 

significativement différente due à une différence de séquence dans la boucle L2 (123, 124). 

L'interprétation des études fonctionnelles des p63 et p73 est souvent compliquée par le grand 

nombre d'isoformes qui peuvent être générées à partir des transcrits de leurs gènes. Ci-

dessous, je décris certaines de ces études fonctionnelles. 

b. Fonctions anti- et pro-oncogéniques de p63 et ses isoformes 

L’ensemble des études sur TAp63 semblent suggérer que, dans certaines conditions, la 

protéine p63 complète joue un double rôle dans la carcinogenèse. Comme mentionné ci-

dessus, p63 et p53 partagent des cibles communes impliquées dans la réponse de suppresseur 

de tumeur classique, comme p21CIP1/WAF1, PUMA et BAX. Cependant, malgré la similarité des 

domaines DBD, il existe des voies de régulation propres à p63 et p73 qui se justifient par les 

différences dans la thermostabilité de ce domaine (125, 126), ainsi que la présence d’autres 
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domaines au niveau de la région C-terminale. Ces différences affectent la spécificité de liaison 

à l’ADN (127, 128).  

Les études menées sur des souris knockout spécifiques de TAp63 ont montré que cette 

protéine est essentielle à l’activation de la voie de sénescence induite par le facteur Ras (129). 

Cette activation est indépendante de p53, p16INK4a et de CDKN2D/p19 INK4d (ce dernier codant 

pour un autre inhibiteur des kinases cycline dépendantes CDK4/6) mais nécessite p21CIP1/WAF1 

et pRb. L'expression exogène de TAp63 inhibe la formation de tumeurs lors de l'implantation 

de xénogreffes chez des souris nude.  

D’autre part des études menées à l’aide des cultures 3D-organotypiques de kératinocytes 

primaires du prépuce humain (HFK) exprimant les protéines E6 et E7 de l’HPV16 ont montré 

que l’expression de TAp63 facilite la migration cellulaire, le remodelage de la matrice 

extracellulaire ainsi que l’invasion par l’activation et expression du complexe Src/FAK (130). 

Cependant d’autres études menées sur les HFK ont montré que la déplétion de TAp63 réduit 

la différentiation ainsi que la prolifération des cellules. Le phénotype a été restauré lors d’une 

co-déplétion avec p53, et partiellement restauré lors d’une co-déplétion avec p21CIP1/WAF1 

(131). TAp63 y est donc démontré comme un facteur pro-prolifératif, en promouvant 

l’expression de Skp2, une protéine partenaire du complexe SCFSkp2 E3 ubiquitine-ligase, qui 

induit la dégradation de p130 et p21.  

Le locus du gène TP63 est amplifié dans les carcinomes épidermoïdes des poumons ainsi que 

de la tête et du cou. Cette amplification est accompagnée par la surexpression des isoformes 

ΔNp63α et ΔNp63γ (132). De plus, la protéine TAp63α est détectée dans un pourcentage élevé 

de carcinomes thyroïdiens, mais pas dans les cellules thyroïdiennes normales ou les adénomes 

thyroïdiens bénins (133). Dans les cellules cancéreuses thyroïdiennes, les activités de 

suppresseur de tumeurs de TAp63α sont absentes. Au contraire, TAp63α semble agir en tant 

qu’antagoniste de p53 au niveau de l’expression des gènes cibles, ainsi que la viabilité 

cellulaire. Il a été proposé que les effets oncogènes de TAp63α dépendent de la région C-

terminale contenant les domaines SAM et TID, puisque les isoformes TAp63β et TAp63γ sont 

capables d'induire l’expression des gènes cibles de p53 (Figure 12). 

D’autres études sur des souris TP63 +/- ont mis en évidence que la perte allélique augmente 

les prédispositions tumorales. Les tumeurs des souris TP63 +/- présentaient une perte 
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d'hétérozygotie (LOH), qui est l'une des caractéristiques de l'inactivation du gène suppresseur 

de tumeur (134). D'autres groupes indépendants ont rapporté que la perte d'expression de 

TAp63 est associée à la progression tumorale et à un mauvais pronostic dans les carcinomes 

de la vessie humaine (135, 136). Dans d’autres cas, la perte de TAp63 chez des souris 

transgéniques montre une sénescence cellulaire accrue. Cette sénescence induite par la 

déficience de TAp63 se produit non seulement dans les cellules précurseurs dermiques (137), 

mais aussi dans les ostéosarcomes et les rhabdomyosarcomes chez les souris TAp63-/- ; p53+/- 

(138). 

Des études à l’aide d’un modèle de souris knock-out conditionnel ont montré que les 

différents isoformes de TAp63 suppriment les métastases cancéreuses en régulant à la hausse 

la transcription de miR-130b et Dicer (138). La biogenèse de divers microARN liés aux 

métastases, y compris miR-10b, miR-200b, miR-200c, miR34a et miR-130b, est déficiente chez 

les souris TAp63 -/-.  Plus important encore, la restauration de Dicer ou de miR-130b résout 

partiellement le phénotype invasif des fibroblastes embryonnaires murins TAp63 -/-, tandis 

que la restauration simultanée des deux molécules inverse parfaitement l'invasion induite par 

la déficience de TAp63. TAp63 peut aussi considérablement activer la transcription de Perp 

pour inhiber les métastases (139).  

Concernant les isoformes ΔNp63, ΔNp63α est la forme prédominante dans différents types de 

cancers, notamment les carcinomes épidermoïdes. Premièrement, il a été proposé comme 

inhibiteur dominant négatif de TAp63 par le fait de sa capacité de bloquer l’expression de 

p21CIP1/WAF1 ce qui conduit à l’inhibition de la sénescence médiée par le complexe cycline E-

CDK2 (114). Les analyses ChIP-seq et transcriptomiques ont montré que les fonctions 

inhibitrices de ΔNp63 sont favorisées par le recrutement des HDAC (140-143). En accord avec 

ces résultats, l’expression ectopique des isoformes ΔNp63 mène à une augmentation de la 

taille des tumeurs chez les souris (144) et confère une résistance à la cisplatine (145). ΔNp63α 

est également capable de cibler Lsh, facteur de remodelage de la chromatine, permettant de 

contourner la senescence induite par les oncogènes (146).  

En revanche, ΔNp63α semble agir comme inhibiteur des métastases. L’expression ectopique 

de ΔNp63α par injection intraveineuse inhibe les métastases des cellules fusiformes malignes 

vers les poumons des souris (147). Il a également été documenté que ΔNp63α inhibe l'invasion 
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cellulaire via la régulation de l'inhibiteur de la différenciation-3 (Id-3), qui, à son tour, diminue 

l'expression de la métallopeptidase matricielle 2 (MMP2) afin d’empêcher le clivage des 

composants de la matrice extracellulaire (148). L'activation de la signalisation oncogène 

PI3K/Ras/Her2 supprime l’expression de ΔNp63α, ce qui favorise une amélioration de la 

motilité cellulaire et des métastases tumorales (149). De plus, le suppresseur de métastases 

CD82 et la protéine kinase phosphatase 3 activée par des agents mitogènes (MKP3) sont des 

cibles transcriptionnelles directes de ΔNp63α (REF). Enfin, il parait que ΔNp63α, est impliquée 

dans le processus de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), étape requise pour 

l’établissement et la stabilisation des métastases distantes, pendant la colonisation et la 

formation d'un nodule métastatique (150). 

En somme, l’ensemble des données suggèrent que TAp63 est associé à des fonctions de 

suppresseur de tumeur, en induisant l’apoptose et la sénescence, tandis que les isoformes 

ΔNp63 favorisent la prolifération cellulaire, en bloquant la sénescence réplicative (151). En 

revanche, ΔNp63α semble avoir un effet protecteur au niveau de la formation des métastases. 

c. Fonctions de p63 et de ses isoformes dans le développement 

Les études sur des souris transgéniques ont montré l’implication de la protéine p63 et de ses 

isoformes dans le développement. Les souris p63 -/- souffrent d’anomalies du développement 

des membres et des structures épithéliales. p63 est fortement exprimée dans les couches 

basales des tissus épithéliaux stratifiés, indispensables à la formation de structures 

multicouches (152). D’autres études ont indiqué un rôle de p63 dans le développement des 

tissus musculaires ainsi que dans le contrôle de la qualité génétique des ovocytes, qui consiste 

en des points de contrôle spécifique qui surveillent l’intégrité de l’ADN ainsi que l’alignement 

correct des chromosomes homologues au cours de la méiose (153). Cette diversification des 

rôles pourrait s’explique par l’expression des isoformes différents selon les tissus.  

Le principal rôle de la protéine complète TAp63α est associé au développement et à la 

différentiation embryonnaire, en particulier de l’ectoderme. Les mutations hétérozygotes au 

niveau du DBD provoquent l’ectrodactylie, la dysplasie ectodermique, une fente 

labiale/palatine et une dysplasie ectodermique. Les mutations au niveau du CTD provoquent 

le syndrome Hay-Wells (syndrome d'ankyloblépharon-anomalies ectodermiques-fente 

labiopalatine ou AEC), un trouble potentiellement mortel caractérisé par une fragilité de la 
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peau, des érosions cutanées graves et durables ainsi qu’une fente labiale/palatine. TAp63 est 

presque indétectable dans les cellules somatiques, tandis qu’elle est essentielle lors du 

développement des oocytes (154) et au cours de l’embryogenèse chez la souris (155).  

L’isoforme ΔNp63α a été largement étudié également dans le contexte du développement, à 

cause de son rôle essentiel dans le développement des tissus épithéliaux (156-158).  

d. Régulation de p73 et de ses isoformes 

Comme dans le cas de p53, la stabilité et l’activité de TAp73 et de ses isoformes sont régulées 

par des MPT. TAp73, mais pas ΔNp73, interagit avec MDM2 (159). Cette interaction conduit à 

l’inhibition de l’activité transcriptionnelle de TAp73 mais pas à sa dégradation (160).  

En revanche, dans les cellules saines, les niveaux des isoformes TAp73 et ΔNp73 sont 

maintenus bas par la dégradation via les calpaïnes (161) ou via des voies ubiquitine 

dépendantes ou indépendantes. Il a été démontré que les protéines TAp73/ΔNp73 

interagissent avec l'ubiquitine ligase E3 Itch, ce qui conduit à leur dégradation par le 

protéasome 26S (162). TAp73 est également dégradée par le protéasome 20S (163), dans un 

processus qui est régulé par la NAD(P)H quinone oxydoréductase 1 (NQO1).  

En cas de stress génotoxique, TAp73 est phosphorylée par c-AB1, ce qui conduit à une 

augmentation des niveaux de TAp73 (164). Une dégradation sélective de ΔNp73 est 

également présente via l'ubiquitine ligase E3 p73-induced ring finger protein 2 (PIR2) (165), 

ce qui mène à une augmentation du ratio TAp73/ΔNp73 entrainant vers l’apoptose. TAp73 

peut aussi être activée en réponse aux DDR par les mêmes voies de signalisation que p53, 

comme la voie ATM/ATR/CHK1. En effet, l’expression de TAp73 est régulée par E2F1 (166) qui 

est stabilisé par les kinases CHK1 et CHK2 (167) en réponse aux dommages à l’ADN. Ceci active 

la voie d’apoptose de manière indépendante de p53, bien qu’il ait été suggéré que l’activation 

de l’apoptose p53-dépendante requière p73 et p63 (168).  

Concernant les isoformes ΔNp73, jusqu’à présent seulement quelques MPT ont été 

caractérisées, notamment la phosphorylation par la c-Abl kinase au niveau de la tyrosine 50 

(169) et la phosphorylation par IKKβ au niveau de la sérine 422 qui mènent à une accumulation 

nucléaire de ΔNp73α dans les 38HK (71). Dans l’étude menée par Zaika et al., les kinases p38 
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MAPK et IKK ont également été détectées comme des interacteurs de ΔNp73, sans montrer 

de liaison à une activité kinase (169). 

e. Rôle de p73 et ses isoformes dans l’oncogenèse 

Les expériences menées sur des souris knockout isoforme-spécifiques ont montré que la 

déplétion de TAp73 est un facteur de prédisposition au développement du cancer, tandis que 

la déplétion de ΔNp73 diminue la croissance tumorale (170, 171). Par le manque de TAD, il est 

admis donc que les isoformes ΔNp73 sont des inhibiteurs dominant négatifs de p73. Ceci serait 

principalement attribué à la liaison aux mêmes promoteurs de gènes-cibles des membres de 

la famille de p53, sans activer la transcription des gènes. De plus, TAp73 et TAp53 sont 

capables d’activer la transcription de ΔNp73 ce qui permet de créer une boucle de rétroaction 

négative (172, 173). 

Vu la haute similitude de séquence entre les DBD de TAp73 et TAp53, les deux protéines 

partagent des nombreux gènes-cibles impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, comme 

p21, BAX et PUMA, que ce soit au niveau de G1, G2-M ou de la mitose (revue dans (174, 175). 

Il était donc proposé que TAp73 serait capable de compenser le rôle pro-apoptotique en cas 

d’absence de TAp53 fonctionnelle (176). La région C-terminale de TAp73 serait nécessaire au 

fonctionnement de nombreux facteurs de transcription. Il a été démontré qu’en cas de 

surexpression du proto-oncogène c-Jun, TAp73 favorise la liaison de c-Jun aux promoteurs des 

gènes contenant les séquences d’ADN AP-1, permettant ainsi l’expression de la cycline D1 

(177).  

Suite aux dommages à l’ADN, le ratio TAp73/ΔNp73 est donc crucial afin de contrôler la voie 

apoptotique (178) ainsi que le destin cellulaire et l’oncogenèse. En effet, il a été montré que 

l’expression des différents isoformes de ΔNp73 est liée à de nombreux cancers humains (179), 

comme les adénocarcinomes de l’estomac et de l’œsophage (180), le cancer du sein (181) ou 

des ovaires. Dans ce dernier, l’inactivation ou la mutation du gène BRCA1 est associée à une 

sensibilité accrue au traitement au cisplatine. Dans les cellules où BRCA1 est inactivé, 

l’inhibition de TAp73 conduit à une plus grande chimiorésistance. L’expression de TAp73 y est 

régulée au niveau épigénétique, par des hyperméthylations dans l’intron 1 de p73. Ceci 

empêche la liaison de l’inhibiteur ZEB1, ce qui permet une augmentation de l’expression de 

TAp73 et donc l’induction de gènes pro-apoptotiques en réponse à la chimiothérapie (182). 
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D’autre part, il semblerait que le promoteur de ΔNp73 soit hypométhylé dans les épithéliums 

normaux du sein, tandis qu’il est méthylé dans les autres types de tissus. Dans ce cas-ci, 

l’hypométhylation mène à une expression de ΔNp73 plus élevée. A son tour, l’expression 

accrue des isoformes ΔNp73 produit une diminution des niveaux BRCA1 et BRCA2, ce qui 

serait lié à une meilleure survie de cellules épithéliales mammaires suite aux lésions de l’ADN 

(183). En accord avec ces résultats, les cellules de souris ΔNp73 -/- présentent une plus grande 

sensibilité aux agents endommageants l’ADN, ainsi qu’une entrée en apoptose p53-

dépendante (171). ΔNp73 serait donc directement liée aux voies DDR. 

TAp73 est également capable de former des hétérocomplexe avec l’isoforme Δ133p53 après 

irradiation aux rayons γ. Ainsi, cet isoforme favorise l’activation des mécanismes de réparation 

des cassures double brin, en permettant l’expression de facteur de réparation comme RAD51, 

RAD52 et Lig4 (184). D’une manière similaire, les isoformes ΔNp73 peuvent s’associer à 

d’autres facteurs de transcription, activant l’expression de nombreux gènes impliqués dans 

l’apoptose, dans le cas de ΔNp73α (185), ou dans la croissance cellulaire, dans le cas de 

l’isoforme ΔNp73β (186). Les 13 résidus uniques dans la région N-terminale des ΔNp73 ainsi 

qu’un motif PXXP seraient indispensables pour la synergie avec ces facteurs de transcription. 

f. p73 dans les voies de sénescence 

La télomérase (TERT) est une ribonucléoprotéine qui synthétise les répétitions de télomères 

au niveau des terminaisons de l’ADN. Ce processus a lieu dans les tissus embryonnaires et 

germinaux, ainsi que dans les lignées immortalisées. Dans les tissus somatiques normaux, 

TERT est inactif. Par conséquent, les répétitions de télomères diminuent avec la division 

cellulaire, ce qui mène à une sénescence réplicative. Il a été montré que la voie d’apoptose 

p73-dépendante est activée dans les souris p63 -/- où Pot1b a également été déplété. En effet, 

Pot1b est un composant de la shelterin, un complexe protéique protégeant les télomères des 

dommages à l’ADN (187). Il a aussi été montré que la surexpression de TAp73α et TAp73β 

dans les cellules rénales embryonnaires humaines (HEK) inhibe la transcription et donc 

l’activité de TERT. Le même phénotype a été observé après surexpression de TAp63γ et p53. 

L’ensemble de ces observations a mené à l’hypothèse que TAp73 serait un facteur 

prédisposant à la sénescence dans les cellules HEK via l’inactivation de TERT, bien que des 

marqueurs de la sénescence n’y aient pas été évalués. (188). 
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Les études menées par Rufini et al. montrent que la déplétion de TAp73 induit une 

augmentation des marqueurs de sénescence (activité de β-galactosidase, expression de 

p19ARF et p16INK4a) dans les fibroblastes primaires embryonnaires issus de souris (MEF) (189). 

Ce phénotype a été attribué à l’inhibition de l’activité de l’oxydase du complexe IV du 

cytochrome C mitochondriale. En effet, une des sous-unités du complexe, la Cox4i1, dont le 

gène est régulé par TAp73. L’absence de TAp73 mène donc à une augmentation des lésions 

oxydatives liées à un dysfonctionnement de l’élimination des ROS. 

L’isoforme ΔNp73 serait également impliquée dans la voie de sénescence. Lors de l’étude 

susmentionnée mené par Wilhelm et al., les auteurs ont observé une diminution de la taille 

et de la vitesse de croissance des tumeurs dans les souris ΔNp73 -/-. Cet effet n’était pas lié à 

une augmentation de l’apoptose mais, plutôt, à une induction des processus de sénescence. 

Les chercheurs ont donc conclu que ΔNp73 est essentiel à la formation de tumeurs par son 

activité d’inhibition de la sénescence (171). 

g. Fonctions de p73 et de ses isoformes dans le développement 

Dans le cerveau les isoformes TAp73 et ΔNp73 sont présents dans les mêmes types 

neuronaux. De manière générale, le TAp73 semble promouvoir la différentiation terminale 

des neurones en régulant la transcription du récepteur p75 neurotrophine (190) et du 

microRNA miR34a (191). Il a été démontré que TAp73 est impliqué dans la régulation du 

programme de différentiation des cellules multiciliées, cellules épithéliales du système 

respiratoire (192). Il est intéressant de noter que cette fonction ne semble pas dépendre des 

domaines présents dans la région C-terminale. En effet, l’expression spécifique des isoformes 

β TAp73 et ΔNp73 chez la souris conduit à une réduction des fonctions synaptiques, ainsi que 

l’altération des capacités d’apprentissage et de mémorisation, sans affecter les cellules 

multiciliées (193). Les isoformes ΔNp73 sont plutôt associés à la survie des types de neurones 

discrets tels que les neurones de la zone préoptique, ainsi que les neurones voméronasaux, 

GnRH-positifs et Cajal-Retzius (CR) (194). 

Au niveau des gonades, TAp73 est essentiel dans la régulation du programme transcriptionnel 

et dans l’adhésion cellulaire, que ce soit dans les spermatozoïdes (193, 195), que les ovocytes 

(196). L’isoforme ΔNp73β peut être également exprimé à un niveau significatif dans certains 

tissus, notamment jusqu'à 20% dans la peau (124, 197). 



 

 

Figure 13. Famille des E2Fs. Représentation schématique des E2Fs activateurs (E2F1-3B), répresseurs (E2F4-6), 
ainsi que des répresseurs atypiques (E2F7-8). Les activateurs et répresseurs possèdent un domaine de liaison à 
l’ADN (DBD), les domaines de dimérisation LZ et MB, ainsi qu’un domaine de transactivation, tandis que les 
répresseurs atypiques possèdent uniquement deux DBD en tandem. Les activateurs possèdent en plus une 
séquence de localisation nucléaire (NLS) et un domaine régulateur de cycline A (CCNA). Les E2F1-5 possèdent un 
motif de liaisons au RB. Enfin, E2F4-5 possèdent une séquence d’export nucléaire (NES). (adapté de Kent et Leone 
2019) (204) 



26 

 

Chapitre III. La famille de E2F 

Ce chapitre reprend les généralités sur la famille des E2F ainsi que leurs principaux partenaires, les 

protéines RB. Ces protéines sont d’importants régulateurs de la progression du cycle cellulaire. De ce 

fait, elles sont cruciales dans le maintien de l’homéostasie cellulaire. Notre étude a été focalisée sur le 

rôle de E2F4 qui a été identifié comme un partenaire de ΔNp73α. 

 

1. Généralités sur la famille 

La famille E2F est composée de huit facteurs de transcription, nommées E2F1-8. De plus, il 

existe deux isoformes pour E2F3, E2F3a et E2F3b, où le second est produit à partir d’un 

promoteur alternatif (198). Récemment, de nouvelles isoformes ont vu le jour, comme E2F3c 

et E2F3d qui résultent d’un épissage alternatif du transcrit d’E2F3a (199). Ces facteurs sont 

principalement connus pour la régulation des gènes impliqués dans la croissance cellulaire et 

la progression du cycle cellulaire. Dans la vision classique, les E2F1-3a sont considérés comme 

activateurs, E2F3b et E2F4-6 des répresseurs, et E2F7-8 des répresseurs atypiques. 

Tous les E2F partagent un domaine de liaison à l’ADN (DBD) qui reconnait la séquence E2FRE 

de liaison à l’ADN avec le consensus TTTSSCGC, où S est soit un C ou un G. Des variations de 

ce consensus sont reconnues par certains E2F, comme l’E2F7 qui se lie au motif TTCCCGCC 

(200). Comme pour la famille de p53, il semblerait donc que les membres de la famille E2F 

soient capables de cibler des nombreux gènes en commun, mais aussi avoir des cibles 

spécifiques. Cette spécificité est liée aux variations de motifs au niveau de l’ADN mais 

également de partenaires et d’autres facteurs de transcription qui interagissent avec les E2F 

(201-203). 

Comme pour d’autres facteurs de transcription, différents niveaux de régulation existent pour 

les E2F : transcriptionnel, traductionnel, par les MPT, mais également via des interactions avec 

des protéines partenaires. Seul ce dernier point sera développé dans ce chapitre. 

2. Structure des membres de la famille 

Pour tous les E2F, le DBD est localisé dans la région N-terminale (Figure 13). Les E2F activateurs 

(E2F1, E2F2, E2F3a et b) et les répresseurs (E2F4, E2F5, E2F6) canoniques possèdent 

également une région de dimérisation composé d’un domaine leucine zipper (LZ) et d’un 

domaine marked box (MB), qui sont essentiels à l’interaction avec les protéines partenaires 
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de dimérisation DP1-3. La région C-terminale des E2F1-3 et E2F4-5 héberge le domaine de 

transactivation (TAD) et la séquence d’interaction avec les protéines RB. Les E2F activateurs 

possèdent dans la région N-terminale qui précède le DBD une séquence de localisation 

nucléaire (NLS), suivi d’un domaine régulateur de cycline A (CCNA). En revanche, les E2F4-5 

ont une séquence d’export nucléaire (NES) située au niveau du DBD. Enfin, les E2F atypiques 

(E2F7 et E2F8) possèdent deux DBD en tandem. 

3. La régulation de l’activité des E2F 

Les activateurs et les répresseurs E2F canoniques forment des hétérodimères avec les 

protéines DP1-3. Tandis que l’interaction avec DP1 et 2 augmente l’affinité de liaison à l’ADN 

des hétérodimères (205, 206), l’interaction avec DP3 empêche la reconnaissance au motif 

E2FRE consensus (207). Les fonctions des E2F sont principalement modulées par les protéines 

pocket de la famille RB : pRB, p107 et p130. Plus précisément, E2F1 à 3 forment des complexes 

fonctionnels avec pRb, alors que E2F4 et E2F5 peuvent s’associer avec chacun des trois 

membres (208). Les protéines RB sont capables de bloquer la fonction activatrice de la 

transcription des hétérodimères E2F-DP en se liant au domaine de transactivation localisé au 

niveau du C-terminus des E2F1-5. L’activité des E2F est donc intimement liée à la présence des 

RB. Les RBs affectent aussi les interactions avec d’autres partenaires des complexes E2F-DP. 

Ces partenaires sont principalement HDAC (209-211), ou des méthyltransférases, notamment 

la DNMT1 (212).  

L’interaction RB-E2F est dépendante de l’état de phosphorylation des RB. En effet, 

l’interaction a lieu lorsque les RB sont hypophosphorylés, alors que les RB hyperphosphorylés 

se détachent des E2F, les libérant ainsi de l’action inhibitrice. L’état de phosphorylation des 

RB est modulé par les complexes cycline-CDK ; la dérégulation de l’axe cycline-CDK-RB-E2F est 

un élément récurrent dans l’oncogenèse. Ceci peut être à différents niveaux, que ce soit par 

la dérégulation de la phosphorylation des RB via l’inhibition ou l’activation des CDK, ou par 

l’atteinte même des gènes codant pour les RB via une mutation ou l’extinction épigénétique 

(213). 

4. Les facteurs E2F dans le cycle cellulaire : généralités 

Le cycle cellulaire est une succession d’évènements durant laquelle la cellule-mère duplique 

son génome afin d’obtenir deux cellules-filles. Ce cycle est divisé en quatre phases : G1, S, G2 



 

   

 

Figure 14. Les E2Fs dans le cycle cellulaire. Les cellules en quiescence (a) n’expriment pas les gènes régulés par 
les E2Fs activateurs dû à l’inhibition par les complexe E2F4-5/RBs hypophosphorylés et le complexe DREAM. En 
cas du déclanchement de la voie de signalisation de la croissance cellulaire, les cyclines s’associent avec les kinases 
CDK afin de phosphoryler les pocket proteins (b). Les RBs hyperphosphorylés se détachent des E2Fs répresseurs, 
permettant ainsi l’expression de gènes régulés par les E2Fs activateurs (c). Les E2F répresseurs interviennent 
principalement lors de la duplication de l’ADN en phase S (d). Le E2F répresseur E2F4 intervient également en 
phase G2 afin d’arrêter le cycle cellulaire de manière transitoire en cas de lésion à l’ADN (e). Après la mitose, la 
cellule peut entrer dans un nouveau cycle cellulaire (f) ou entrer à nouveau en quiescence (g). (adapté de Kent et 
Leone 2019) (204) 
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et M. Les cellules qui ne sont pas en cours de division sont à l’arrêt en phase G0, c’est-à-dire 

en quiescence. La phase G1 se définit par la synthèse d’ARN, protéines et membrane cellulaire, 

ce qui prépare la réplication de l’ADN. La phase S consiste en la synthèse de l’ADN. La phase 

G2 est une phase transitoire de croissance avant l’entrée en phase M, qui est la division 

cellulaire à proprement parler. Ce mécanisme est hautement conservé chez les eucaryotes, 

avec comme principal régulateur les complexes kinases cyclines-CDK. Globalement, le cycle 

cellulaire peut se résumer en une séquence d’activation et désactivation des CDK. Avant 

chaque passage d’une phase à l’autre, un arrêt temporaire du cycle a lieu afin de réaliser un 

contrôle-qualité qui vérifie le bon déroulement de tous les points de la phase en cours. Ces 

arrêts temporaires portent le nom de checkpoints G1, G2 et M (214, 215). Les E2F activateurs, 

les répresseurs, et les répresseurs atypiques sont exprimés différemment au cours du cycle 

cellulaire (Figure 14).  

Les activateurs sont exprimés au maximum durant la transition G1-S, tandis que pour les 

répresseurs atypiques le maximum d’expression concorde avec la phase S. Enfin, les 

répresseurs canoniques sont exprimés constitutivement tout le long du cycle cellulaire (204). 

En G1, la cellule reçoit un nombre de signaux extérieurs comme des facteurs mitogènes ou 

des inhibiteurs de croissance qui déterminent la poursuite ou non du cycle cellulaire (216). En 

fin de G1, au G1 checkpoint (aussi nommé point de restriction) la cellule décide du chemin à 

emprunter : si le nombre de facteurs mitogènes est insuffisant, le cycle est dirigé vers la phase 

G0. Avec un nombre suffisant de facteurs mitogènes la machinerie du cycle cellulaire est 

enclenchée. A partir de là, la régulation se fait de manière intrinsèque (214, 215). 

Les facteurs mitogènes de croissance induisent la synthèse des cyclines D (D1, D2 et D3) qui 

sont capables de se lier et activer les kinases CDK 4/6 (Figure 15). Ces complexes cycline D-

CDK4/6 phosphorylent pRb, ainsi que p107 et p130, ce qui favorise la dissociation des 

interactions RB-E2F (217). Les complexes E2F-DP peuvent alors se lier aux promoteurs et 

transcrire les gènes-cibles comme les cyclines A et E. La demi-vie des cyclines D est très courte 

(environ 30min), ce qui fait d’elles des initiatrices de la phosphorylation ; ensuite, l’état de 

phosphorylation est maintenu par les complexes cycline E-CDK2 et cycline A-CDK2, créant ainsi 

une boucle positive de phosphorylation des RB. Contrairement aux cyclines D, les cyclines A 

et E ne sont pas dépendantes des facteurs extracellulaires.  

Le seuil du point de restriction est modulé par les inhibiteurs et régulateurs des complexes 

cycline-CDK (Figure 15). Les membres de la famille INK4, c’est-à-dire p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c 



 

 

Figure 15. Schéma simplifié des oscillations des CDK-cyclines ainsi que des CDKI lors de la progression du cycle 
cellulaire. Les cyclines forment des complexes avec les CDK qui sont capables de phosphorylés les protéines RB. 
En G1, Les inhibiteurs des CDK sont les protéines de la famille INK4 tel que p16 qui inhibe le complexe cycline D - 
CDK4/6. Le complexe cycline E – CDK2 est inhibé par p21, tandis que l’inhibiteur p27 agit sur le complexe cycline 
A – CDK2. Les complexes cyclines-CDK interviennent également en phase G2 et M, étant régulés par les CDKI p21 
et p27. (Schéma adapté et repris à partir de BioRender.com) 
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et p19INK4d, inhibent la formation du complexe cycline D-CDK4/6 (218, 219). Ceci a pour effet 

de maintenir les niveaux de phosphorylation des RB bas et de bloquer la poursuite du cycle 

cellulaire. En revanche, p21CIP1/ WAF1 et p27KIP1 sont des inhibiteurs des complexes cycline A/E-

CDK2 d’une part et des régulateurs positifs des complexes cycline D-CDK4/6. En effet, en 

stimulant la formation du complexe cycline D-CDK4/6, p21CIP1/ WAF1 et p27KIP1 empêchent leur 

propre interaction au complexe cycline E-CDK2, créant ainsi une boucle de rétroaction 

négative (220). De plus, une fois activé, le complexe cycline E-CDK2 phosphoryle p27KIP1 et 

stimule sa dégradation (220, 221). Cela permet au complexe cycline E-CDK2 d'être activé 

d’avantage, ce qui maintient les RB hyperphosphorylés et favorise la transition de la phase G1 

vers la phase S (222). 

L’arrêt du cycle cellulaire au G1-checkpoint permet la réparation des lésions de l’ADN. Les 

lésions activent les kinases ATR et ATM, qui eux-mêmes activent les kinases CHK1 et CHK2. 

Ces kinases phosphorylent p53 en la protégeant de la dégradation par MDM2. A son tour, p53 

active la transcription de p21CIP1/ WAF1, conduisant ainsi à l’inhibition des cyclines A/E-CDK2 et 

à l’arrêt du cycle cellulaire. En cas de stress oncogénique, c’est p16INK4A qui est transcrit afin 

de diminuer l’activité du complexe cycline D-CDK4/6.  

Enfin, les E2F répresseurs atypiques interviennent au cours de la phase S afin d’atténuer la 

transcription de gènes régulés par les E2F (204). 

5. E2F4 et son homologue E2F5 

a. Rôle dans le cycle cellulaire et la régulation spatiotemporelle 

 E2F4 et E2F5 forment des complexes répressifs avec les protéines RB et jouent un rôle 

important au sein du cycle cellulaire. Sans aucun signal extérieur, la cellule reste en quiescence 

en G0. Durant cette phase, les gènes régulés par les E2F ne sont pas exprimés. Ceci est dû aux 

complexes RB/E2F4-5, qui sont liés aux promoteurs de ces gènes et inhibent leur expression.  

Avec p130 ou p107, E2F4 et E2F5 font partie du complexe répressif DREAM (Drosophila, RB, 

E2F and Myb) présent en G0. Ce complexe est hautement conservé au cours de l’évolution 

(223-225), comme il est essentiel au maintien de la quiescence. MuvB est le cœur du 

complexe. MuvB est formé des protéines LIN9, Lin37, LIN52, LIN54 et RBBP4. En phase S/G2, 

MuvB s’associe à B-Myb pour former un complexe activateur BMYM-MuvB (226, 227). 

Une particularité des E2F répressifs est leur séquence d’export nucléaire (NES) (228) qui est 

masquée lors de l’interaction avec les RB. La dissociation des complexes RB-E2F favorise donc 
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l’export, d’E2F4 et 5 vers le cytoplasme (229), assurant un niveau supplémentaire de 

régulation qui est la régulation spatiotemporelle couplée au cycle cellulaire. Une étude 

récente a montré que E2F4, essentiellement présent en G0, s’accumule dans le noyau à deux 

reprises au cours du cycle cellulaire, une première fois en début de G1 puis de nouveau en S-

G2 (230). Durant la première accumulation, E2F4 coopère avec E2F3a à l’inhibition de 

l’expression des gènes régulant le cycle cellulaire, afin de permettre la sortie du cycle pour 

démarrer la différentiation.  La seconde accumulation en S-G2 n’est que temporaire et aidée 

par E2F8, afin d’empêcher l’entrée en mitose en cas de lésions présentes au niveau de l’ADN 

(231).  

Cette fluctuation spatiotemporelle de E2F4 et E2F5 serait essentielle dans le maintien de 

l’homéostasie cellulaire. Des variations considérables dans leur localisation ont été détectées 

dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines. En cas d’infection par un virus 

oncogène comme l’Epstein-Barr, E2F4 et E2F5 sont exportés dans le cytoplasme afin 

d’empêcher la quiescence (232). Les analyses sur des tissus du cancer du sein ont montré la 

présence d’E2F4 à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. E2F5, qui parait être moins 

exprimée, est présent dans le noyau uniquement en phase G0 (233). Une corrélation a été 

établie entre les niveaux élevés d’E2F4 dans le noyau et le stade avancé de la carcinogenèse 

du sein. Ainsi, E2F4 pourrait avoir une fonction nucléaire pro-oncogène dans certaines 

situations (234).  

b. Rôles non-canoniques 

Des études récentes ont mis en évidence des rôles non-canoniques pour E2F4. Cette protéine 

est directement liée à la différenciation cellulaire (228, 235, 236) et porterait des fonctions 

pro-prolifératives. Ceci a été observée dans les cellules sanguines (237), dans l’épiderme en 

développement (238), ainsi que dans les cancers de la prostate ou du sein (234, 239). Dans le 

cas des tumeurs, E2F4 agit d’une part comme un activateur de la transcription (240) et d’autre 

part comme répresseur des gènes pro-apoptotiques. Dans les cellules cancéreuses qui 

échappent au checkpoint G1, le complexe E2F4-p130 est surexprimé pour inhiber la 

répression des gènes G2/M. Ce complexe peut également inhiber dans certaines tumeurs 

l'expression des gènes impliqués dans la réparation des dommages à l'ADN (228). 

Les études sur des souris ont montré qu’E2F4 peut être présent dans des cellules en cours de 

progression du cycle cellulaire, notamment dans le développement cardiaque (241) ou 
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intestinal (242). Hsu et al. ont montré que, dans les cellules souches murines, E2F4 est 

également un régulateur positif de la transition G1/S malgré l’état hyperphosphorylé des RB 

(243). Les données d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) et de séquençage de l’ARN 

(RNAseq) dans différentes conditions de knockdown des différentes protéines RB ainsi que 

d’E2F4 suggèrent qu’E2F4 est capable non seulement de réprimer, mais également d’activer 

la transcription et ce de manière RB-indépendante. Le modèle proposé soutient qu’E2F4 

recrute des composants de complexes des acétyltransférases d’histones (243). 

E2F4 parait aussi jouer un rôle dans le cytoplasme afin de promouvoir la multiciliogenèse. 

Dans ce processus, E2F4 servirait en tant que centre organisationnel essentiel au recrutement 

des régulateurs précoces de la biogenèse des centrioles. Ceci suggère que l’exportation d’E2F4 

vers le cytoplasme n’est pas uniquement liée à un mécanisme de contrôle de la transcription, 

mais également à des rôles non canoniques dans des types cellulaires particuliers, comme les 

cellules multicilliées (244, 245). Plus récemment, E2F4 a été associé avec le développement 

des microvili de l’épithélium des intestins chez les poissons-zèbres (246). 

c. E2F4 et les RB dans la sénescence 

Bien qu’initialement la sénescence a été reliée exclusivement au vieillissement avec l’âge, il 

est clair maintenant que le processus peut être induit par de multiples facteurs, comme les 

oncogènes, l’expositions aux radiations ou aux composés chimiques (247, 248). Ceci peut dès 

lors activer différentes voies réactionnelles en fonction de l’agent inducteur. Récemment E2F4 

a été identifié comme un des facteurs phénotypiques exprimés en cas de sénescence 

réplicative. Dans les fibroblastes murins, l’expression de E2F4 diminuerait après chaque 

passage des cellules. Les études intégratives d’RNAseq et ATAC-seq (Assay for Transposase-

Accessible Chromatin with highthroughput sequencing) ont montré qu’E2F4 est capable de 

réguler la progression du cycle cellulaire durant le processus de sénescence. L’expression 

d’E2F4 augmente la capacité proliférative de la cellule et attenue l’activité de la -

galactosidase associée à la sénescence réplicative. Cependant, cet effet serait dose-

dépendant car la prolifération est inhibée en cas de forte surexpression. En revanche, le 

knockdown d’E2F4 dans les cellules en prolifération induirait la sénescence (249). 

Il semblerait aussi que les protéines RB possèdent des fonctions autres que celles de 

séquestration des E2F. Au départ, les études se sont focalisées sur pRb qui est capable 

d’empêcher la transition de la phase G1 vers la phase S en réprimant les promoteurs des 
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cyclines E et cyclines A (250). Néanmoins, Narita et al. ont montré que le knockdown de pRb 

n’est pas suffisant pour empêcher la sénescence (116). D’autres études ont montré que p130 

s’accumule dans différentes lignées cellulaires en sénescence, alors que les niveaux de pRb et 

p107 sont bas. De plus, la transcription de p21CIP1/ WAF1 dépendante de p53 est un facteur 

essentiel à l’accumulation de p130 hypophosphorylé. Sur la base de ces résultats Helmbold et 

al. ont conclu que l’accumulation de p130 hypophosphorylé constitue une réponse aux lésions 

à l’ADN activant la voie p53- p21CIP1/ WAF1 (118, 251). De plus, les études de Alessio et al. ont 

montré que le knockdown de pRb dans ces cellules déclenche la voie p53 et facilite la 

stabilisation de p130 hypophosphrylé, qui est l’évènement décisif et irréversible de la sortie 

du cycle cellulaire et du déclanchement du programme de sénescence (252). 

D’autre part, il semblerait que le complexe DREAM peut également jouer un rôle dans la 

sénescence. Le mécanisme exact de l’implication du complexe DREAM n’est pas encore établi. 

Cependant, il a été montré que la kinase DYRK1A participe dans ce processus. Celle-ci 

phosphoryle LIN52 au niveau de la sérine28, étape indispensable à l’association de p130 au 

complexe. Cette phosphorylation est également essentielle à l’interaction p130/E2F4 et de 

l’ensemble des sous-unités du complexe DREAM. L’inhibition de DYRK1A empêche l’arrêt en 

G0 et empêche l’entrée en sénescence induit par le facteur oncogénique RAS dans les 

fibroblastes BJ diploïdes humain immortalisés par la surexpression de TERT (253, 254). 

Cependant, le knockdown de pRb seul ne contourne que partiellement la sénescence induite 

par RAS dans les fibroblastes IMR90 humains (255). Sadasivam et DeCaprio proposent un 

modèle où les voies des RBs et du complexe DREAM apportent des fonctions différentes dans 

le processus de sénescence, potentiellement divergeant selon la lignée cellulaire (226). 

  



 

 

 

 

 

 

Figure 17. Schéma simplifié de la ADPribosylation. L’ADP-ribosylation est une PTM où le NAD+ est utilisé comme 
substrat. En tant qu’exemple, le glutamate d’une protéine est représenté sur ce schéma comme résidus accepteur. 
(adapté de Suskiewicz et al. 2020) (259) 

Figure 16. La Famille des protéines PARP. La famille PARP comporte 17 membres qui possèdent tous en commun 
un domaine catalytique capable de catalyser une réaction d’ADPribosylation. Les différentes PARP peuvent être 
regroupées selon les autres domaines présents. Les couleurs sur le schéma indiquent les domaines 
correspondants. (adapté de Ummarino 2021) (258) 
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Chapitre IV. Les protéines PARPs 

La famille des PARP est le dernier chapitre de l’introduction de ce manuscrit. Comme E2F4 PARP14 a 

été identifiée comme partenaire de ΔNp73α. Ici nous présentons un court résumé de l’état de l’art sur 

cette protéine. 

 

1. Une famille hétérogène 

Les membres de la famille poly(ADP-ribose) polymérase PARP, connus également sous le nom 

de ARTD ou pour certains membres protéines BAL, ont été décrits initialement comme des 

facteurs importants dans la réparation de l'ADN par recombinaison homologue. Le membre 

fondateur PARP1 a été décrit la première fois dans le contexte du cancer du sein présentant 

une mutation au niveau du gène BRCA (256). PARP1 est un important facteur de la réparation 

des cassures double-brin (DBS) de l’ADN. Les autres membres de la famille ont été identifiés 

par la suite par des analyses bio-informatiques basées sur la recherche du domaine catalytique 

ART (257). Dès lors, 17 membres de cette superfamille ont été identifiés (Figure 16).  

Tous sont capables de catalyser le transfert d'un mono-ADP-ribose vers les protéines-cibles 

en utilisant le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) comme substrat (Figure 17). 

L’ADPribosylation est, comme la phosphorylation, une MPT capable de moduler l’activité ou 

la capacité d’interaction de la protéine modifiée. 

Tous les membres de la famille PARP possèdent le domaine catalytique ART qui est très 

conservé au niveau du site actif. Le résidu catalytique E988 de PARP1 semble être le plus 

crucial, étant le résidu le plus conservé parmi les PARP1 de différentes espèces. Ce résidu est 

également présent chez les PARP2 ,3, 4, 5a, 5b, 5c, 11, 12 et 14. Dans d’autres PARP ce résidu 

catalytique semble être présent à une position différente, alors que dans PARP14 ce glutamate 

est remplacé par une aspartate. En revanche, PARP7, 9, 10, 13 et 16 ne présentent ni 

glutamate ni aspartate conservé au niveau du site actif, ce qui pourrait avoir un impact sur 

l’activité catalytique (257).  

La famille des protéines PARP reste très hétérogène. D’une part, les PARP peuvent être 

divisées selon leurs propriétés enzymatiques, c’est-à-dire la capacité de catalyser la Mono-

ADP-ribosylation (aussi appelée MARylation) ou la Poly-ADP-ribosylation (aussi appelée 

PARylation). D’autre part, elles peuvent être regroupées par la présence de domaines 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 18. Représentation schématique des domaines de PARP14. PARP14 possède deux domaines RRM (en 
vert) qui reconnaissent l’ARN, trois macrodomaines capables d’interagir avec les MAR de protéines-cibles (en 
bleu) et un domaine WWE (en jaune) d’interaction protéine-protéine. Le domaine catalytique, ART (en orange), 
se trouve en C-terminus. 
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supplémentaires, tels que les domaines de liaison au zinc, SAP, Ankyrin, BRCT, WWE, macro 

et SAM, qui leur donne chacun des propriété distinctes (257) (Figure 16). 

a. PARP14 

La poly(ADP-ribose) polymérase 14 PARP14 (connue également sous le nom de BAL2, ARTD8 

et CoaST6) catalyse le transfert de MARylation. PARP14 possède trois macrodomaines, un 

domaine WWE et un domaine catalytique en C-terminus (260) (Figure 18). Alors que le 

domaine catalytique catalyse la MARylation, le macrodomaine 2 de PARP14 est capable de 

reconnaitre les modifications MAR. Les macrodomaines se retrouvent principalement chez les 

variants d’histones macroH2A. Le domaine WWE présent dans la région C-terminale de 

PARP14 est un domaine d’interaction protéine-protéine stabilisant l’interaction avec la 

protéine modifiée. Il a été aussi démontré que PARP14 est capable de modifier d’autres 

membres de la famille PARP (261, 262). 

Initialement PARP14 a été décrite comme membre de la famille BAL (B-aggressive lymphoma). 

Puisque les membres de cette famille possèdent un macrodomaine similaire à ceux des 

histones macroH2A, il a été suggéré qu’ils seraient capables de réprimer l’expression de gènes 

par interaction avec des facteurs de transcription ou directement avec l’ADN (263). Par la 

suite, PARP14 a été identifiée comme co-facteur de Stat6, favorisant l’expression de 

l'interleukine 4 (IL-4) induite par Stat6 (264, 265). Depuis, il a été montré que PARP14 peut 

agir à la fois positivement et négativement sur l'expression génique régulée par Stat6 dans les 

cellules B et T (266, 267). En absence de stimulus, PARP14 recrute les enzymes HDAC 2 et 3 

aux promoteurs régulés par IL-4, conduisant ainsi à la répression de la transcription. En 

revanche, en présence de l’IL-4, PARP14 facilite l’interaction de Stat6 au promoteur, en 

favorisant la dissociation des HDACs et la décondensation de la chromatine.  

Dans le carcinome hépatocellulaire, PARP14 favorise la glycolyse anaérobie (effet Warburg), 

qui est essentielle à la croissance et à la survie des tumeurs, diminuant ainsi la sensibilité à la 

chimiothérapie (268). PARP14 est décrit aussi comme régulateur du métabolisme des cellules 

B en présence de l’oncogène Myc (269). PARP14 est surexprimée dans les cellules cancéreuses 

pancréatiques résistantes à la gemcitabine en activant la voie NF-κB. Dans ces cellules, le 

knockout de PARP14 inhibe la prolifération cellulaire et augmente la sensibilité à la 

chimiothérapie (270). Dans plusieurs métanalyses, PARP14 apparait comme facteur pivot 

impliqué dans les cancers du poumon (271) ou dans des cancers pédiatriques (272). PARP14 
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est activement impliquée dans la réparation des DSB par recombinaison homologue et 

empêche la mort cellulaire induite par le cisplatine, en réparant les DSB résultant de la 

chimiothérapie génotoxique (273). Dans les cellules du myélome, PARP14 constitue un signal 

de pro-survie en se liant et inhibant JNK1 (274). Enfin, il a été démontré que PARP14 est 

impliquée dans la composition des adhésions focales (275). 

PARP14 est également étudiée dans les réseaux d’inflammation. Par sa fonction de 

coactivateur de Stat6, elle promeut le développement de la sous-population de cellules Th9 

(276), ainsi que la différentiation des Th2 en permettant l’expression des cytokines IL-4 mais 

aussi IL-5 et IL-13 (266). Dans cette dernière étude, des souris déficientes en PARP14 

présentent une réponse atténuée face aux allergènes dans le cas de maladies des voies 

respiratoires. Ainsi, PARP14 est proposée comme nouvelle cible thérapeutique de traitement 

contre l’asthme (277).  

En revanche, lors de l’activation des macrophages, PARP14 constitue une réponse anti-

inflammatoire dans la voie IFN-γ (278, 279). Dans les macrophages murins, PARP14 contrôle 

la réponse à l’interféron en régulant l’expression de gènes antiviraux IRF3-dépendants et en 

permettant l’accumulation de protéines spécifiques ISG dans le noyau. Durant cette même 

étude, Caprara et al. ont montré qu’en absence de PARP14 dans les macrophages, l’expression 

de gènes IRF3-dépendants est diminuée même en cas d’infection par Salmonella typhimurium, 

soulignant son implication dans le contrôle de la réplication des pathogènes (280). Il est 

intéressant de noter que certains virus à ARN simple brin (Chikungunya ou le virus de 

l’hépatite E) sont capable d’hydrolyser les substrats MARylés par PARP10, 14 et 15 via leurs 

macrodomaines viraux (281). Sur la base de ces résultats, Eckei et al. ont suggéré que la 

MARylation serait une MPT directement impliquée dans la défense virale (281). Plus 

récemment, PARP14 a attiré l’intérêt des chercheurs dans le contexte de la pandémie de 

COVID-19. En effet, les coronavirus possèdent également des macrodomaines viraux. Le 

macrodomaine de SARS-CoV-2 présente 32% d’homologie structurale avec les 

macrodomaines de PARP14 (282). Ainsi, les premières publications sur SARS-CoV-2 ont 

supposé que PARP14 pourrait potentiellement avoir un rôle lors de la « tempête » des 

cytokines qui correspond à une sécrétion massive de différentes cytokines (283). L’intensité 

de cette « tempête » est directement corrélée à la mortalité. Cependant, il manque toujours 

suffisamment de données expérimentales pour soutenir cette hypothèse (284). 
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PARTIE 2. MATERIEL et METHODES 
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Matériel et méthodes 

Dans cette section sont présentés les généralités sur les méthodes et sur le matériel utilisé. 

Les protocoles détaillés de chacune des techniques sont décrits dans la partie Annexe.  

1. Culture cellulaire (Annexe 1) 

Toutes les cellules utilisées durant cette thèse sont des cellules adhérentes qui poussaient 

dans un incubateur à 37°C, 5% CO2. Notre système modèle sont les kératinocytes du prépuce 

humain immortalisés après rétrotransduction de plasmides codant pour les oncoprotéines E6 

et E7 d’HPV38 (38HK). Cette lignée a été décrite dans Caldeira 2003 (59). Les kératinocytes 

sont cultivés dans un milieu nommé FAD en co-culture avec des fibroblastes murins NIH 3T3. 

Les fibrobalstes seuls sont mis en culture en parallèle afin de garantir un stock de nouveau 

fibroblastes qui sont ajoutés aux kératinocytes à chaque passage. Les fibroblastes sont cultivés 

dans un milieu DMEM contenant du FBS à 10% et des antibiotiques à 1%. Concernant les 

kératinocytes primaires (HPK), ces cellules sont cultivées dans un milieu complet commercial 

ne nécessitant pas de fibroblastes. Les lignées cancéreuses HNC-136 et CAL-51 sont cultivées 

dans le même milieux que les fibroblastes. 

2. Déplétion de protéines (Annexe 2) 

Plusieurs approches ont été utilisées afin de diminuer le taux des protéines ciblées. Toutes 

sont basées sur des transfections transitoires utilisant des agents formant des liposomes tel 

que la Lipofectamine (Invitrogen) ou TransIT-Keratinocytes (Mirius) suivant des protocoles 

optimisés et décrits dans Annexe. 

La première approche expérimentale est la transfection des siRNA qui sont de petits ARN 

interférants double brin. Une fois introduit dans la cellule, le complexe RISC clive l’ARN double 

brin libérant ainsi une séquence nucléotidique capable de s’hybrider par complémentarité 

avec l’ARNm de notre cible. Cette approche a été utilisée pour la déplétion des protéines E2F4, 

E2F5 et PARP14. Nous avons utilisé des siRNA commerciaux ON-TARGETplus (Dharmacon) 

sous forme de SMARTpool qui est un mélange de quatre siRNA différents, garantissant un 

minimum d’effet OFF-target. 
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La deuxième approche expérimentale est l’utilisation de plasmides codant pour des shRNA. 

Dans ce cas nous effectué des transfections transitoires de plasmides. Ceux-ci contiennent 

une séquence nucléotidique qui, après expression du vecteur, est capable de cibler l’ARNm 

correspondant, menant à la dégradation de ce dernier. Les plasmides shRNA ont été construits 

à partir d’un clonage d’oligonucleotides dans un vecteur pLKO.1 dans le laboratoire de 

Massimo Tommasino.  

Enfin, nous avons utilisé des oligonucléotides simple brin afin de dépléter la protéine ΔNp73α 

selon la méthode publiée dans Zaika 2002 (179). Ces oligonucléotides ciblent l’exon 5’ 

spécifique de ΔNp73α. Cette stratégie a été mise au point afin de cibler uniquement notre 

isoforme ΔNp73α et non la protéine TAp73. 

3. Extraction des protéines (Annexe 3) 

Dans ce travail de thèse j’ai utilisé plusieurs protocoles permettant l’extraction de protéines  

La première méthode consiste en une utilisation d’un tampon de lyse hypertonique qui 

permet une extraction totale de l’ensemble de protéines cellulaires. Dans le cas où il était 

nécessaire de récupérer les protéines ainsi que l’ARN depuis les mêmes cellules, nous avons 

utilisé le kit d’extraction protein/RNA commercial qui permet d’obtenir l’extrait total des 

protéines ainsi que l’ARN correspondant des mêmes cellules. 

Une deuxième méthode permet d’obtenir des extraits solubles de protéines des différents 

compartiments cellulaires dans des conditions compatibles avec les expériences de co-

immunoprécipitation. Dans un premier temps, Valerio Taverniti a optimisé un protocole qui 

permet l’extraction des protéines du cytoplasme et de la fraction soluble du noyau. La 

première étape de ce protocole consiste à incuber les cellules avec un tampon hypotonique 

et ensuit à effectuer une lyse mécanique par passage répétitive dans des aiguilles de seringue. 

Après centrifugation, le surnageant contient les protéines cytoplasmiques, tandis que les 

membranes et les organelles intactes, comme les noyaux et les mitochondries, se retrouvent 

dans le culot. Dans la deuxième étape du protocole, ce culot est resuspendu dans un tampon 

contenant du sel et du détergent et passé dans des aiguilles de seringue afin d’effectuer une 

lyse mécanique. Ces extraits nucléaires sont ensuite clarifiés par centrifugation. 



 

 

 

  

Figure 19. Subextractions des protéines solubles. Les extraits solubles cytoplasmiques, nucléaires et de chromatine 
sont récupérés suivant des étapes successives de collecte de surnageant après centrifugation. Les cellules sont lysées 
avec un tampon de lyse donnant lieu à l’extrait protéique total. La centrifugation de celui-ci permet de récupérer les 
protéines cytoplasmiques solubles dans le surnageant. Le culot est resuspendu dans un deuxième tampon de lyse 
qui contient une concentration plus élevée en sel et détergents. La seconde centrifugation permet de récupérer un 
2e surnageant qui correspond à l’extrait nucléaire soluble. Enfin, le culot est resuspendu dans un tampon contenant 
une nucléase micrococcale. La dernière centrifugation permet de récupérer les protéines solubilisées après 
traitement de la chromatine. (Schéma réalisé sur BioRender.com) 
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Dans un deuxième temps, j’ai modifié ce protocole afin de pouvoir récupérer les protéines 

associées à la chromatine. En effet, le défi ici a été de solubiliser ces protéines tout en 

préservant des conditions non dénaturantes pour permettre d’effectuer des co-

immunopécipitations. Dans ce protocole (Figure 19), la première étape de lyse cellulaire est 

identique à celle du protocole mis au point par Valerio Taverniti et décrit ci-dessus. En 

revanche, j’ai modifié les conditions de la deuxième étape, afin de rendre la lyse des noyaux 

plus douce. Plus précisément, les noyaux sont incubés dans un tampon contenant du sel et du 

détergent uniquement, sans effectuer la lyse mécanique par passage dans l’aiguille. Ensuite, 

par une étape de centrifugation, la fraction soluble des noyaux (ou extraits nucléaires soluble 

– surnageant) est séparée de la chromatine (culot). Une troisième étape a été rajoutée qui 

consiste à resuspendre le culot contenant la chromatine dans un tampon en présence de la 

nucléase micrococcale afin de fragmenter l’ADN, libérant ainsi les protéines liées.  

4. Gradient de sucrose/co-IP (Annexe 4A et 4B) 

Le gradient de sucrose est une technique de séparation de complexes dans des conditions 

natives en fonction de leur poids moléculaire. Les extraits protéiques natifs sont soumis à une 

ultracentrifugation dans un gradient de saccharose dont la densité varie de 10% à 50%, dans 

des conditions où les complexes natifs ne seront pas compromis. Après celle-ci les fractions 

sont collectées pour procéder aux l’expériences de co-IP. Chaque fraction a été incubée avec 

les anticorps dirigés contre l’antigène qu’on veut cibler. Nous avons utilisé soit des anticorps 

déjà conjugués aux billes d’agarose, soit nous avons procédé avec une étape de couplage 

d’anticorps sur des billes de sepharose liées aux protéines A ou G. Après Co-IP, les protéines 

ont été récupérées par dénaturation à 95°C dans le tampon Laemmli. 

5. RT-qPCR (Annexe 5) 

Pour l’extraction de l’ARN cellulaire, nous avons utilisé un kit d’extraction qui permettait 

d’obtenir à la fois les protéines et l’ARN correspondant des mêmes cellules. L’ARN a été 

ensuite utilisé pour synthétiser l’ADNc qui est nécessaire aux expériences de RT-qPCR. La RT-

qPCR a permis de mesurer le taux d’ARNm initial de chaque protéine, en utilisant des primers 

spécifiques pour chaque transcris correspondant aux protéines étudiées. Le SYBRGreen a été 

utilisé comme fluorophore. Le calcul du taux d’ARNm relatif entre les conditions 

expérimentales et le contrôle a été effectué selon la méthode ΔΔCt qui utilise un gène 
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« housekeeping », à savoir un gène qui doit être exprimé de façon stable entre les différentes 

conditions expérimentales. Dans notre cas, nous avons utilisé la GAPDH. 

6. Immunofluorescence (Annexe 6) 

L’immunofluorescence (IF) a été utilisée comme une des méthodes de détection de 

sénescence. Nous avons adapté le protocole d’IF afin de garder les mêmes conditions de 

déplétion décrites ci-dessus. En effet, l’ensemble de nos IF a été réalisé à partir de cellules 

collectées qui ont été transfectées avec des siRNA/shRNA/oligonucléotides décris ci-dessus. 

Une partie des cellules collectées a été déposée sur lame de microscope traitée à la poly-

lysine, tandis que le reste de cellules a été traité avec le kit d’extraction de protéines/RNA cité 

précédemment. Les cellules ont été ensuite incubées avec l’anticorps dirigé contre la lysine 9 

méthylée de l’histone 3 (H3K9me3), puis nous avons utilisé une solution de montage 

contenant du DAPI.  
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PARTIE 3. OBJECTIFS 
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Objectifs et Etat de l’art 

Mon projet de thèse est une continuation du travail entamé durant la collaboration entre les 

deux laboratoires de recherches dirigés par mes co-directeurs de thèse, Massimo Tommasino 

et Katia Zanier. Plus précisément, l’objectif de cette thèse doctorale est la caractérisation des 

réseaux d’interaction protéine-protéine formés par ΔNp73α, afin d’établir un lien avec ses 

propriétés oncogéniques. En effet, une forte expression de l'isoforme ΔNp73α est 

notoirement associée à diverses tumeurs malignes humaines caractérisées par un mauvais 

pronostic, notamment le cancer du sein, de la prostate ou du foie. Cette isoforme est 

également accumulée lors de l’infection par des virus oncogènes tels que le virus d'Epstein-

Barr (EBV), ainsi que par les HPV du groupe β qui semblent être impliqués dans la 

carcinogenèse des carcinomes épidermoïdes. 

Souhaitant approfondir le rôle de ΔNp73α dans l’oncogenèse l’équipe de Massimo 

Tommasino (CIRC-OMS, Lyon) a développé dans un premier temps un modèle cellulaire dans 

des kératinocytes primaires. Ces cellules ont été transduites par les oncoprotéines E6 et E7 

d’HPV38, ce qui a induit leur immortalisation et permis d’obtenir une lignée de kératinocytes 

transformés nommés 38HK. Des études réalisées par la suite au sein de l’équipe de 

Tommasino ont montré que ces cellules présentent une accumulation de l’isoforme ΔNp73α. 

Dès lors ces cellules ont été utilisées comme modèle d’étude pour caractériser les propriétés 

fonctionnelles de ΔNp73α. Par ailleurs, Accardi et al. ont montré que ΔNp73α est stabilisé par 

la kinase IKKβ et se lie aux régions promotrices de gènes régulés par p53, conférant des 

fonction anti-apoptotiques (71). 

Toutefois, peu d’études existent sur les partenaires protéiques de ΔNp73α.  

Ainsi, l’objectif principal de ce travail a été l’étude de potentiels partenaires protéiques de 

ΔNp73α pour la formation de complexes répressifs agissant en tant que modulateurs 

dominant négatifs des gènes cibles de p53. 

En effet, des analyses protéomiques à partir d’extraits des 38HK ont été réalisées en amont 

de mon travail de thèse afin d’identifier ces nouveaux partenaires de liaison à ΔNp73α. 

L'analyse par spectrométrie de masse a révélé PARP14, E2F4 et p130 comme partenaires 
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potentiels de ΔNp73α. Dès lors, j’ai entrepris une étude systématique d’analyse et de 

caractérisation de ces nouveaux partenaires potentiels. 

Dans un premier temps nous avons commencé par la validation des interactions de ΔNp73α 

avec les nouveaux partenaires identifiés par des méthodes de co-immunoprécipitation de 

protéines endogènes. Ces données ont été approfondies par des approches biochimiques qui 

ont permis de caractériser l’interaction de E2F4 avec ΔNp73α. 

La deuxième partie de l’étude est consacrée aux études fonctionnelles de ce nouveau 

complexe. Des études par RNAseq, ChIP et des analyses fonctionnelles de sénescence, ont 

permis la caractérisation du rôle de ce nouveau complexe dans les cellules 38HK. Afin de 

consolider nos observations sur les 38HK nous avons élargi notre étude aux cellules 

cancéreuses CAL-51 (cancer du sein) et HNC-136 (cancer de la tête et du cou) qui présentent 

également une surexpression de l’isoforme ΔNp73α.  

Dans une dernière partie de mon travail j’ai entrepris une série de travaux préliminaires pour 

la caractérisation de l’interaction de ΔNp73α et PARP14. Nous décrivons dans ce manuscrit 

les premiers résultats obtenus lors de ces études et émettons de nouvelles hypothèses qui 

seront décrites dans les perspectives de ce projet. 
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PARTIE 4. RESULTATS 
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Chapitre V. Identification d’un nouveau complexe ΔNp73α-

E2F4/p130 

Dans ce chapitre, je présente les résultats portant sur l’identification et la caractérisation d’un 

nouveau complexe répresseur de la transcription formés par ΔNp73α et E2F4/p130. Ce 

complexe, décrit dans Taverniti/Krynska et al. mSphere 2023 (285) et fourni en annexe 8, agit 

sur la régulation de l'expression des gènes dans les kératinocytes transformés par les 

oncoprotéines E6 et E7 des HPV38 (38HK). La présence de ce complexe a également été 

validée dans les cellules cancéreuses HPV-négatives qui surexpriment ΔNp73α. 

Ce projet a débuté par des études biochimiques réalisées par Valerio Taverniti au sein de 

l’équipe dirigée par Massimo Tommasino. La première étape a consisté à identifier les 

partenaires protéiques de ΔNp73α par des analyses de protéomique. Les cellules 38HK ont 

été transduites avec un plasmide ΔNp73α fusionné à une double étiquette ProtA-CBP en C-

terminus. Les complexes natifs formés par ΔNp73α ont été purifiés par la méthode TAP 

(tandem affinity purification) à partir des extraits nucléaires. Les analyses bio-informatiques 

ont montré un enrichissement en facteurs impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire. Parmi 

ces facteurs, nous avons retrouvé E2F4 et son co-répresseur p130. Par la suite, cette 

interaction a été validée par différentes approches, telles que des expériences de gradient de 

saccharose suivies de co-immunoprécipitation. En outre, les études de déplétion suivies par 

la co-immunoprécipitation ont montré qu’en absence de E2F4, E2F5 peut se substituer à son 

homologue permettant le maintien du complexe ΔNp73α-E2F4-5/p130 complet. Afin de 

supprimer la formation de ce complexe, il est nécessaire de co-dépléter E2F4 et E2F5.  

Dans la deuxième étape, l’équipe de Katia Zanier a réalisé des études biochimiques afin 

d’évaluer les régions minimales d’interactions directe entre E2F4 et ΔNp73α. En somme, nous 

avons cartographié les régions/domaines des deux protéines impliquées dans cette 

interaction à l’aide de constructions de délétion des deux protéines. Pour cela, nous avons 

employé la méthode GPCA (Gaussia princeps protein complementation assay) où les 

constructions sont fusionnées à l’un des deux fragments de la luciférase de la Gaussia 

princeps, soit Gluc1 soit Gluc2 (286) L’interaction des deux constructions permet de reformer 

une luciférase fonctionnelle. Les résultats indiquent qu’E2F4 est capable de distinguer entre 

TAp73 et ΔNp73α. De plus, la région N-terminale de ΔNp73α (résidus 1-73) semble être 
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impliquée dans l'interaction. Concernant E2F4, l'interaction semble nécessiter la présence du 

domaine DP-dimérisation et la région C-terminale désordonnée. 

Il a déjà été montré précédemment que dans le modèle cellulaire 38HK l’isoforme ΔNp73α est 

surexprimée, tandis que la protéine TAp73 est indétectable (70). De ce fait, j’ai évalué 

l’expression des différents composants du complexe identifié dans deux lignées cellulaires de 

kératinocytes primaires (HPK) et deux lignées de cellules transformées 38HK à des passages 

précoces et tardifs après transformations. Conformément aux résultats antérieurs, 

l’expression de ΔNp73α est plus élevée dans les lignées 38HK transformées par rapport aux 

HPK. Bien que le niveau d’E2F4 semble être similaire entre les différentes lignées cellulaires, 

les niveaux de p130 sont plus élevés dans les 38HK. Ceci est dû principalement à une 

augmentation de la transcription du gène codant pour p130, car la protéine E7 de l’HPV38 

semble cibler p130 à la dégradation tout comme E7 des HPV α à haut risque (i.e. HPV16). 

D’autre part, nous avons constaté que E7 des HPV β montre une affinité plus faible pour les 

protéines RB par rapport aux protéines E7 des HPV α.  

Nous avons poursuivi cette étude par des analyses fonctionnelles. E2F4 est connue pour 

former un complexe inhibiteur des gènes E2F en s’associant avec les protéines RB. De même, 

ΔNp73α est un inhibiteur dominant négatif par sa structure dépourvue d’un domaine 

transactivateur. De ce fait, nous avons procédé à l’identification des gènes régulés par le 

complexe ΔNp73α-E2F4/p130 dans les 38HK par une approche en trois étapes. Premièrement, 

nous avons réalisé des analyses d’RNAseq en conditions de déplétion de E2F4-5 versus 

contrôle, ce qui nous a permis d’identifier 2802 gènes réprimés par les deux facteurs de 

transcription homologues. Deuxièmement, nous avons validé un ensemble de 15 gènes par 

RT-qPCR. Dans la troisième étape, enfin, nous avons vérifié l’expression de ces gènes dans les 

38HK en conditions de déplétion de ΔNp73α versus contrôle. Parmi ceux-ci, 8 gènes (STC1, 

MAFB, PRR15L, RIC3, GAD1, CDKN1B/p27Kip1, CDKN2B/p15INK4b et CDKN2D/p19INK4d) 

présentent des niveaux d’ARNm significativement plus élevées en condition de déplétion 

d’E2F4-5 ou de ΔNp73α (Figure 5 de Taverniti/Krynska et al. 2023). D’autre part, l’expression 

de ces 8 gènes n’est pas affectée par la déplétion des facteurs E2F4-5 dans les HPK. Ces 

résultats indiquent que ΔNp73α et E2F4/p130 coopèrent afin d’inhiber l’expression de gènes 

spécifiques et ce mécanisme est spécifique aux cellules transformées. 
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Par la suite nous avons procédé à des analyses de ChIP qui nous ont permis de démontrer le 

recrutement du complexe ΔNp73α-E2F4/p130 au niveau des promoteurs de deux gènes co-

régulés par ΔNp73α et E2F4-5 (STC1 et MAFB). En outre, le knockdown d’E2F4-5 diminue le 

recrutement de ΔNp73α à ces promoteurs, ce qui suggère que l’interaction protéine-protéine 

avec E2F4 redirige ΔNp73α vers des gènes spécifiques.  

Parmi les gènes co-réprimés par ΔNp73α et E2F4-5, nous avons retrouvé trois membres de la 

famille des inhibiteurs des kinases cycline-dépendantes (CDKN1B/p27Kip1, CDKN2B/p15INK4b et 

CDKN2D/p19INK4d). Les produits de ces gènes sont des régulateurs négatifs de la progression 

du cycle cellulaire, en inhibant les kinases CDK1/2 (p27Kip1) et CDK4/6 (p27Kip1, p15INK4b, 

p19INK4d). CDKN2D code pour la protéine p19INK4d qui a également été décrite comme facteur 

impliqué dans la sénescence. Dans le cadre de cette étude, j’ai pu montrer que la réactivation 

de l’expression de p19INK4d par rétrotransduction de son ADNc conduit les 38HK en sénescence 

précoce.  

La dernière partie de cette étude a été consacrée à la précision du rôle du complexe ΔNp73α-

E2F4/p130 dans des lignées de cellules cancéreuses HPV-négatives telles que HNC-136 (cancer 

de la tête et du cou) et CAL-51 (cancer du sein).  

Précédemment, l’équipe de Massimo Tommasino a montré que ces cellules possèdent 

également un haut niveau d’expression de ΔNp73α ainsi que de TAp53 (71). L’expérience de 

gradient de saccharose suivie d’une co-immunoprécipitation, a permis de montrer que 

ΔNp73α interagit avec E2F4 et p130 dans ces deux lignées cellulaires. De plus, 3 gènes parmi 

les 8 validés précédemment (STC1, MAFB et CDKN2D/p19INK4d) ont des niveaux d’ARNm 

significativement plus élevés en condition de déplétion d’E2F4-5 ou de ΔNp73α par rapport à 

la condition contrôle.  

En conclusion, nos résultats montrent que le complexe ΔNp73α-E2F4/p130 agit dans les 

cellules cancéreuses afin d’inhiber l’expression de gènes spécifiques tels que des régulateurs 

négatifs de la prolifération. 

  



 

 

 

 

Figure 20. Analyse par Western blot de la déplétion de ΔNp73α dans les 38HK. (Gauche) Les six échantillons 
choisis pour les analyses RNA-seq, trois transfectées avec des oligonucleotides antisens (AS), trois transfectées 
avec des oligonucleotides sens (S, contrôle). Les six échantillons ont été migrés sur le même gel. (Droite) Le niveaux 
protéique de ΔNp73α ont été quantifiés et normalisés par rapport à la β-actine (panel de droite). (*** : P < 0.001) 

Figure 21. Diagramme en volcan des gènes dérégulés après déplétion de ΔNp73α. Les gènes significatifs ont été 
sélectionnés en utilisant le seuil de valeur p ajustée inférieure à 0,05 (rouge).  
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Chapitre VI. Caractérisation fonctionnelle du complexe ΔNp73α-

E2F4/p130 

Ce chapitre décrit les résultats issus des analyses transcriptomiques et phénotypiques et constitue une 

première caractérisation fonctionnelle du complexe ΔNp73α-E2F4/p130. Afin d'identifier des gènes 

cibles potentiels du complexe, nous avons effectué des analyses transcriptomiques dans des conditions 

de knockdown de ΔNp73α et nous avons comparé les résultats avec ceux obtenus à partir d'analyses 

similaires dans des conditions de déplétion d’E2F4-5 (décrit dans Taverniti/Krynska et al. 2023-voir 

Chapitre 5). Un certain nombre d'observations intéressantes ont été réalisées, indiquant des directions 

pour de futures d’études fonctionnelles. En particulier, les analyses phénotypiques sur 38HK présentées 

dans ce chapitre indiquent que le complexe ΔNp73α-E2F4/p130 contribue à la prolifération cellulaire 

en favorisant la phosphorylation de pRb. 

 

1. Analyses transcriptomiques sur ΔNp73α 

Afin de caractériser les contributions transcriptionnelles de ΔNp73α, nous avons procédé avec 

la déplétion de ΔNp73α dans les 38HK(D3). Cette lignée cellulaire de passage tardif, qui a subi 

plus de 30 passages depuis la transformation des kératinocytes primaires par les protéines E6 

et E7 de l’HPV38, a été utilisée pour les analyses transcriptomiques d’E2F4-5. Pour la déplétion 

de ΔNp73α, nous avons suivi le protocole décrit dans Taverniti/Krynska et al. 2023, qui 

emploie des oligonucléotides antisens (AS) (179) ciblant une séquence en 3’ du gène 

spécifique aux isoformes ΔNp73 et absente dans le gène codant pour la protéine TAp73. La 

transfection des 38HK avec les oligonucléotides S/AS a été réalisée en utilisant l’agent de 

transfection lipofectamine et les cellules collectées 24h après transfection. Au-delà de ce 

temps, nous observons de très nombreuses cellules flottantes, indiquant une mort cellulaire 

accrue imputable à l’absence de ΔNp73α, qui semble essentielle à la survie cellulaire. Ainsi, 

j’ai généré six échantillons S (sens) et six échantillons AS. En s’appuyant sur les résultats de 

Western Blot, nous avons choisi trois échantillons de chaque groupe présentant les meilleures 

conditions de déplétion de ΔNp73α (Figure 20). L’ARN correspondant a été sélectionné afin 

de réaliser des analyses d’RNAseq. Les résultats, visualisés sur le diagramme en volcan (Figure 

21), montrent qu’en conditions de déplétion de ΔNp73α la majorité des gènes dérégulés 

(associés à une valeur p ajustée ≤ 0.05) présentent une expression à la hausse. 

Ensuite, nous avons sélectionné les gènes codant pour des protéines dont la différence 

d’expression entre les conditions knockdown et contrôle correspond à une valeur « Log2 fold-



 

 

 

Tableau 1 : Gènes cibles de p53 régulés à la hausse en condition de knockdown de ΔNp73α 

Gène Log2 FC 
Valeur P 
ajustée 

Gène Log2 FC 
Valeur P 
ajustée 

Gène Log2 FC 
Valeur P 
ajustée 

VWCE 1.74 0.0014 RGS16 0.40 0.0100 FLRT2 0.32 0.0035 

CEL 1.31 0.0006 SLC4A11 0.40 0.0449 EFNB1 0.31 0.0283 

RNASE7 0.81 2.06E-06 KITLG 0.40 0.0015 RETSAT 0.29 0.0017 

GRHL3 0.71 0.0036 SESN2 0.39 0.0025 KRT15 0.29 0.0401 

RND3 0.67 3.96E-12 ITGA3 0.39 0.0055 ADGRG1 0.29 0.0494 

SFN 0.65 0.0193 ZNF385A 0.39 0.0106 DUSP7 0.28 0.0228 

NOTCH1 0.53 0.0096 TRAF4 0.37 0.0106 JAG1 0.27 0.0003 

EPHA2 0.53 0.0006 PML 0.37 0.0177 ZNF79 0.27 0.0343 

ATF3 0.51 2.40E-05 EPS8L2 0.36 0.0409 IER5 0.25 0.0122 

HRAS 0.50 0.0058 BTG1 0.36 9.38E-05 CCDC51 0.24 0.0343 

GADD45A 0.49 2.72E-06 TRIP6 0.35 0.0451 RAP2B 0.23 0.0114 

PLCXD2 0.49 6.67E-05 MKNK2 0.34 0.0340 CSF1 0.23 0.0371 

SERTAD1 0.48 0.0098 PRDM11 0.34 0.0240 SERPINE1 0.23 0.0255 

GDF15 0.46 0.0122 CDKN1A 0.34 0.0005 DUSP5 0.22 0.0093 

DNAJB2 0.45 0.0030 BCL6 0.34 0.0012 TEP1 0.22 0.0160 

KRT8 0.43 0.0012 FOSL1 0.34 0.0074 ENC1 0.22 0.0148 

SAC3D1 0.43 0.0463 SLC9A1 0.33 0.0127 FBXO32 0.21 0.0267 

CES2 0.41 0.0002 PLXNB2 0.33 0.0476 FHL2 0.21 0.0186 

TNFRSF10D 0.41 3.94E-06 CPEB2 0.32 0.0123 PLK2 0.21 0.0177 

FAM98C 0.41 0.0354 PMAIP1 0.32 0.0060 
   

 

Figure 22. Diagrammes de Venn des gènes dérégulés après déplétion de ΔNp73α. A gauche les gènes régulés à 
la hausse (Log2 FC ≥ 0.2), à droite les gènes régulés à la baisse (Log2 FC ≤ -0.2). Orange : gènes cibles de p53 ; 
vert : autres gènes. Le nombre des gènes dans chaque ensemble est indiqué. La pourcentage des gènes cibles de 
p53 dans chaque ensemble est indiquée en orange. 
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change » égal ou supérieur à 0.2 (pour les gènes régulés à la hausse) et égal ou inférieur à -0.2 

(pour les gènes régulés à la baisse). Ainsi nous avons sélectionné 1188 et 655 gènes dont 

l’expression est augmentée ou diminuée, respectivement. Considérant que ΔNp73α agit 

comme répresseur de la transcription, nous nous sommes focalisés sur les gènes régulés à la 

hausse après déplétion de ΔNp73α. L’analyse du « Processus Biologique » par Gene Ontology 

(GO) (utilisant l’outil STRING) montre un enrichissement de gènes codant pour des protéines 

impliquées dans l’assemblage d’hémidesmosomes ainsi que dans la régulation des HDAC 

(Annexe 7.1). D’autres part, les analyses des voies de signalisation montre un enrichissement 

de protéines impliquées dans les voies de l’immunité et de la voie de signalisation des 

cytokines (Annexe 7.2). Parmi ces mêmes gènes, nous avons recherché les gènes cibles de 

p53. Pour cela nous avons comparé la liste de gènes issus des analyses de RNAseq sur ΔNp73α 

(avec Log2 fold-change égal ou supérieur à 0.2) avec la liste des 343 gènes établis comme 

régulés par p53 recensés dans Fischer et al. (98). A notre étonnement, les gènes cibles de p53 

ne constituent que 5% (59) du nombre total de gènes dont la transcription a augmenté après 

déplétion de ΔNp73α (Figure 22). Parmi ceux-ci, nous retrouvons certains composants des 

voies oncogéniques comme HRAS codant pour une GTPase impliquée dans l’activation de la 

transduction du signal Ras. Nous retrouvons également le gène CDKN1A codant pour la 

protéine p21CIP1/ WAF1 (Tableau 1). Nous pensons que le nombre des gènes cibles de p53 dans 

ces analyses transcriptionnelles est largement sous-estimé. Ceci pourrait être dû au fait que 

la réactivation de l’expression de ces gènes en conditions de déplétion de ΔNp73α est 

compromise. En effet, comme décrit dans le Chapitre 7, nous avons observé que PARP14, dont 

les niveaux augmentent avec la transformation par l’E6 et E7 de l’HPV38, agit sur la voie de 

p53 (voir Chapitre 7). 

2. Identification de cibles potentiels du complexe ΔNp73α-E2F4/p130. 

Nous avons comparé les gènes régulés à la hausse en condition de déplétion de E2F4-5 avec 

les gènes régulés à la hausse en condition de déplétion de ΔNp73α (pour Log2 fold-change égal 

ou supérieur à 0.2). Ainsi, nous obtenons une liste de 124 gènes qui sont co-régulés par E2F4-

5 et ΔNp73α. L’analyse d’enrichissement des voies biologiques GO nous indique des gènes 

codant pour des protéines impliquées dans la méthylation des histones (GO:0016571) 

(Annexe 7.3). De manière intéressante, nous retrouvons aussi CREBBP qui est une 

acétyltransférase capable d’activer l’expression du gène CDKN1A. Parmi les facteurs 



 
Figure 23. Gènes régulés à la hausse commun après déplétion de E2F4-5 et ΔNp73α. (A) Diagrammes de Venn 
représentants les gènes régulés à la hausse après déplétion de E2F4-5 (en gris) ou de ΔNp73α (en vert). (B) 
Représentation schématique du réseau de connections entre les protéines codées par les 124 gènes régulés à 
la hausse après déplétion de ΔNp73α ou d’ E2F4-5. l’Analyse a été réalisée par l’outil STRING. En rouge sont 
indiquées les protéines associées à la méthylation des histones (GO:0016571), en vert les protéines impliquées 
dans la liaison aux acides nucléiques (GO:0003676), en bleu les protéines associées à la transcription (réactome 
HSA-74160). 
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épigénétiques, nous observons les composants du nucléosome (HIST2H2BE et HIST1H2AC) et 

les méthyltransférases (KMT2D, KMT2B, DOT1L, SIRT7 et SETD1B), des facteurs de 

démethylation (TET3) et des composants des complexes d’acétylation d’histones (BRPF1). 

D’autre part, nous remarquons la présence de plusieurs protéines en doigt de zinc régulatrices 

de la transcription (ZNF276, ZNF432, ZNF841, ZBTB7B, ZNF600, ZNF84, ZNF263, ZFYVE26, 

ZNF473, ZNF26, ZNF316, ZNF202, ZNF142, ZNF385A) (Figure 23).  

Parmi les gènes co-régulés à la hausse par E2F4-5 et ΔNp73α, nous retrouvons également des 

gènes qui sont connus pour être impliqués dans l’oncogenèse, comme les gènes BTG1, AJAP1, 

ETS2 et NOTCH3. Nous avons donc validé les résultats sur ces gènes par des expériences 

indépendantes de RT-qPCR sur la lignée 38HK(D3) traitée avec des oligonucléotides siRNA 

spécifiques pour E2F4-5 ou avec des oligonucléotides AS ciblant ΔNp73α (Figure 24A). J’ai 

ensuite évalué l’expression de ces mêmes gènes dans les kératinocytes humains primaires 

(HPK) qui n’expriment pas ΔNp73α (Taverniti/Krynska et al 2023 -voir Chapitre 5). Les résultats 

montrent que l’expression de ces gènes n’est pas affectée par la déplétion d’E2F4-5 dans les 

HPK (Figure 24B), indiquant ainsi que l’interaction avec ΔNp73α module la spécificité d’E2F4 

dans les 38HK. J’ai ensuite analysé l’effet de la transformation par les protéines E6 et E7 du 

HPV38 sur l’expression de ces gènes. Pour cela, les niveaux des ARNm de ces quatre gènes ont 

été mesurés dans les lignées 38HK(D2) et HPK(D2) issues du même donneur. Par rapport au 

38HK(D3), les kératinocytes 38HK(D2) sont de passage précoce après transformation. Bien que 

les analyses de RNAseq ont été réalisées sur les 38HK(D3), nous avons pris en considération la 

comparaison 38HK(D2)-HPK(D2) car nous ne sommes plus en possession de cellules primaires 

pour les donneur des 38HK(D3). Les résultats montrent que trois de ces gènes, BTG1, AJAP1 

et ETS2, présentent des niveaux d’ARNm plus bas dans les 38HK transformés par rapport aux 

HPK primaires (Figure 25A). Concernant NOTCH3, nous avons observé une augmentation du 

niveau de son ARNm dans les 38HK(D2) par rapport aux HPK(D2). Nous avons donc décidé de 

faire une nouvelle analyse en utilisant les ARNm extrait des 38HK(D3). Le niveau d’expression 

de NOTCH3 diminue drastiquement dans les 38HK(D3), suggérant que la régulation de ce gène 

évolue au cours de la transformation des kératinocytes (Figure 25B). 

Ainsi, comme dans Taverniti/Krynska et al. 2023, nous avons poursuivi avec des analyses ChIP 

afin d’évaluer le recrutement du complexe ΔNp73α-E2F4/p130 au niveau des promoteurs de 

ces gènes. Nous avons sélectionné le gène BTG1 qui possède dans son promoteur des 



 

 

 
Figure 25. Variation de l’expression des gènes impliqués dans l’oncogenèse en fonction de la transformation 
induite par l’HPV38. (A) Niveaux des ARNm dans les 38HK(D2) versus HPK(D2) issus du même donateur (B) 
Analyse RT-qPCR du gène NOTCH3 dans les 38HK(D3) versus HPK(D2). La ligne rouge se réfère aux niveaux 
d’ARNm dans les HPK (D2). L’Analyse a été réalisée par la méthode ΔΔCt utilisant GAPDH comme gène de 
référence. Les données correspondent aux valeurs moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences 
indépendantes (* : P < 0.05; ** : P < 0.01 ; *** : P < 0.001). 

 

Figure 24. Profil d’expression de gènes avec fonctions dans l’oncogenèse identifiés par les analyses RNAseq. 
(A) Analyse RT-qPCR à partir d’extraits des 38HK en conditions de déplétion de E2F4-5 versus contrôle (blanc) ou 
de ΔNp73α versus contrôle (noir). (B) Analyse RT-qPCR à partir d’extraits des HPK (D1) primaires en conditions de 
déplétion d’E2F4-5 versus contrôle. (A-B- La ligne rouge indique les niveaux d’ARNm en condition contrôle (SC ou 
S).  L’analyse a été réalisée par la méthode ΔΔCt utilisant GAPDH comme gène de référence. Les données 
correspondent aux valeurs moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences indépendantes (* : P < 0.05; 
** : P < 0.01). 
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éléments de réponse (RE) spécifiques pour E2F et p53. J’ai donc transfecté la lignée 38HK(D3) 

avec des siRNA scramble ou spécifiques pour E2F4-5 puis j’ai procédé avec des expériences de 

ChIP en utilisant des anticorps anti-E2F4 et anti-p73. L’ADN élué a été analysé par RT-qPCR en 

utilisant des amorces spécifiques pour les régions 1, 2 et 3 du promoteur de BTG1 (Figure 26A). 

Comme contrôle négatif, nous avons utilisé la même région indiquée dans Taverniti/Krynska 

et al. 2023. Nos résultats montrent que ΔNp73α et E2F4 sont recrutés au niveau de la région 

3 du gène BTG1. La déplétion d’E2F4 réduit significativement le recrutement d’E2F4 ainsi que 

de ΔNp73α sur cette région (Figure 26B). 

3. E2F4-5 contribuent à la prolifération des 38HK 

Suivant les résultats obtenus dans le Chapitre 5, nous avons émis l’hypothèse que le complexe 

E2F4/p130 pourrait acquérir des fonctions oncogéniques en s’associant avec ΔNp73α, qui, à 

son tour, est essentiel pour la prolifération des 38HK. En effet, nous observons que la 

déplétion de E2F4-5 par transfection d’oligonucléotides siRNA rend les cellules 38HK larges et 

aplaties, un phénotype qui est caractéristique de la sénescence prématurée. L’analyse de 

l’activité de la β-galactosidase montre que la déplétion d’E2F4-5 augmente le nombre des 

cellules 38HK en sénescence par un facteur deux à 48h après transfection (Figure 27A). Afin 

de corroborer cette observation, j’ai réalisé des tests de clonogénicité. Pour ça, les 38HK ont 

été co-transfectés avec deux plasmides pLKO.1 exprimant des shRNA qui ciblent les 3’-UTR 

des gènes E2F4 et E2F5, respectivement. Un plasmide pLKO.1 exprimant un shRNA scramble 

(SC) a été utilisé comme contrôle. Puisque le vecteur pLKO.1 contient une cassette de 

résistance à la puromycine, l’utilisation de ces plasmides permet une mise en sélection des 

cellules transfectées, ce qui est nécessaire pour les tests de clonogénicité. Les résultats 

obtenus 14 jours après transfection montrent que la déplétion d’E2F4-5 réduit le nombre de 

colonies d’un facteur trois par rapport à la condition contrôle (Figure 27B). Ceci suggère que 

E2F4-5 possèdent des fonctions pro-prolifératives dans les cellules transformées 38HK. 

Afin de comprendre si des changements au niveau de l’axe RB/E2F sont également impliqués 

dans le phénotype de sénescence, j’ai évalué la formation de foyers nucléaires 

d’hétérochromatine associée à la sénescence (senescence-associated heterochromatin foci – 

SAHF). Les SAHF ont été décrits comme des foyers de condensation de la chromatine au niveau 

des gènes promouvant la prolifération, qui sont régulés par les complexes répressifs pRb/E2F 



 

 

 
Figure 27. La déplétion de E2F4-5 induit la sénescence précoce dans les 38HK. (A) En haut :  coloration in situ 

relevant l’activité de la -galactosidase dans les 38HK. Les 38HK ont été transfectés avec des siRNA SC ou dirigés 
contre E2F4-5 (siE2F4-5). En bas : pourcentages des cellules 38HK en sénescence dans les deux conditions 
estimées sur la base des tests de β-galactosidase. (B) Tests de clonogénicité sur les 38HK après transfections 
avec des plasmides pLKO.1codant pour des shRNAs SC (contrôle) ou dirigés contre E2F4-5. En haut : les images 
ont été prises avec le scanner Typhoon FLA 9500. En bas : quantification des colonies sur base de la fluorescence 
émise par le crystal violet. La quantification a été réalisée sur ImageJ. (A-B) Les données correspondent aux 
valeurs moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences indépendantes (** : P < 0.01). 

 

Figure 26. Analyse ChIP du gène BTG1 après déplétion EF4-5 dans les 38HK. (A) Illustration schématique du 
promoteur de BTG1. Les nombres correspondent aux positions des éléments de réponse E2FRE et p53RE. Les 
flèches rouges indiquent les positions des amorces utilisés dans les expériences décrites en B. (B) Analyse ChIP 
utilisant les anticorps anti-p73 et anti-E2F4. L’ADN élué a été analysé par RT-qPCR en utilisant les amorces 
reconnaissant les régions 1, 2 et 3 du promoteur de BTG1 ou la région contrôle négatif. La quantité d’ADN lié à 
chaque protéine est exprimé en pourcentage d’ADN par rapport à l’input. Les données correspondent aux valeurs 
moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences indépendantes (* : P < 0.05 ; ** : P < 0.01). 
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(116). Ainsi, nous avons réalisé une analyse par immunofluorescence en utilisant un anticorps 

dirigé contre la lysine 9 tri-méthylée de l’histone 3 (H3K9Me3), ce qui est un marqueur typique 

des SAHF. Nous observons que la déplétion d’E2F4-5 augmente de 3 à 4 fois le nombre de 

cellules 38HK positives au marqueur H3K9me3 (Figure 28A). En revanche, la déplétion d’E2F4-

5 dans les HPK primaires et les kératinocytes exprimant les oncoprotéines E6 et E7 de l’HPV16 

(16HK) n’affecte pas la formation des SAHF (Figure 28B et C), suggérant ainsi que E2F4-5 ne 

possède pas de fonctions pro-prolifératives dans ces cellules.  

Afin de vérifier que le phénotype observé pour les 38HK est bien lié aux protéines E2F4-5, j’ai 

réalisé une expérience de type « rescue », où des plasmides codant pour les protéines E2F4 

et E2F5 ont été co-transfectés avec les plasmides PLKO.1 shRNA E2F4/E2F5 dans les 38HK. Les 

résultats montrent que l’expression ectopique d’E2F4-5 rétablit le phénotype prolifératif des 

38HK (Figure 29). Ce dernier résultat exclue la possibilité que le phénotype de sénescence 

observé pourrait être un effet OFF-target induit par l’approche de déplétion des protéines. 

Les analyses par Western blot des extraits cellulaires montrent que les niveaux de pRB sont 

plus élevés dans les 38HK comparé aux HPK primaires et 16HK (Figure 30). Ceci est en accord 

avec les résultats publiés précédemment par l’équipe de M. Tommasino, qui mettent en 

évidence le rôle des oncoprotéines E6 et E7 de l’HPV38 dans la stabilisation de pRb 

hyperphosphylé (60) (voir Chapitre 1). Cependant, pRb doit être dans un état 

hypophosphorylé pour pouvoir former les complexes RB/E2F qui agissent au niveau des foyers 

SAHF. Comme suggéré par Taverniti/Krynska et al. 2023, le complexe ΔNp73α-E2F4/p130 

réprime l’expression des gènes de la famille Cdkn CDKN1B/p27Kip1, CDKN2B/p15INK4b et 

CDKN2D/p19INK4d, dont les produits inhibent l’activité des kinases cycline-dépendantes 

CDK1/2 (p27Kip1) et CDK4/6 (p27Kip1, p15INK4b et p19INK4d). Par conséquent, 

l'augmentation de la formation de foyer SAHF lors de la déplétion en E2F4-5 serait le résultat 

de la réactivation de l'expression de ces gènes Cdkn, favorisant ainsi la formation de 

complexes RB/E2F. 

En conclusion, les résultats présentés dans cette section suggèrent qu’E2F4-5 joue un rôle 

pro-prolifératif dans les 38HK, mais pas dans les HPK primaire ou dans les 16HK, probablement 

en promouvant l’état hyperphosphorylé de pRb. 



Figure 28. Analyse d’immunofluorescence en conditions de déplétion d’ E2F4-5 versus contrôle sur les 38HK 
(A), 16HK (B) et HPK (C). (A, B, C) Gauche : les cellules ont été collectées 48h après transfection, déposées sur 
lame de microscope puis incubées avec l’anticorps anti-H3K9me3 et ensuit avec un l’anticorps secondaire 
couplé au Alexa Fluor 488 (vert). Les noyaux ont été colorées au DAPI (bleu). Les images ont été analysées 
utilisant ImageJ. Droite: les cellules positives au H3K9me3 ont été quantifiées par ImageJ. Les données 
correspondent aux valeurs moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences indépendantes. Au moins 
100 cellules ont été comptées pour chacun des réplicas. (** : P < 0.01). 

Figure 29. Expression ectopique de E2F4 ou E2F5 dans les 38HK en conditions de knockdown d’E2F4 ou E2F5.  
Gauche : les cellules ont été transfectées avec différentes combinations de plasmides pLKO.1 et pCNA, à savoir 
pLKO.1 vide, pLKO.1 codant pour un shRNA contre E2F4 (shE2F4) ou E2F5 (shE2F5), pCNA vide, pCNA codant pour 
E2F4 ou E2F5. Les cellules ont été collectées 48h après transfection, déposées sur une lame de microscope puis 
incubées avec l’anticorps anti-H3K9me3 suivit par l’anticorps secondaire couplé au Alexa Fluor 488 (vert). Les 
noyaux ont été colorées au DAPI (bleu). Les images ont été analysées utilisant ImageJ. Droite : les cellules positives 
au H3K9me3 ont été quantifiées par ImageJ. Les données correspondent aux valeurs moyennes et à l'écart type 
dérivées de trois expériences indépendantes. Au moins 100 cellules ont été comptées pour chacun des réplicats 
(* : P < 0.05 ; *** : P < 0.001). 
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4. E2F4-5 contribuent à la prolifération des cellules cancéreuses exprimant ΔNp73α 

Comme nous l’avons décrit dans Taverniti/Krynska et al. 2023, le complexe ΔNp73α-

E2F4/p130 est également présent dans les cellules cancéreuses CAL-51 et HNC-136, qui 

surexpriment l’isoforme ΔNp73α. Pour rappel, les CAL-51 sont des cellules issues d’un cancer 

du sein, tandis que les HNC-136 sont des cellules de cancer tête et cou. Dans Taverniti/Krynska 

et al. 2023, nous avons montré que certains des gènes identifiés comme potentiels cibles du 

complexe ΔNp73α-E2F4/p130 dans les 38HK le sont également dans ces cellules (STC1, MAFB, 

CDKN2D/p19INK4d - voir Chapitre 5). Nous avons donc procédé dans ces deux lignées cellulaires 

à une expérience d’activité de β-galactosidase comme marqueur des cellules en sénéscence. 

Nous observons que, comme dans le cas de 38HK, la déplétion de E2F4-5 mène à une 

sénescence prématurée (Figure 31A). L’évaluation des niveaux de pRB ainsi que de son état 

de phosphorylation (P-pRB) dans les cellules CAL-51 analysés par Western blot indique une 

baisse du rapport P-pRb/pRb après la double déplétion de E2F4-5, ce qui suggère une 

diminution de la phosphorylation de pRb (Figure 31B). L’ensemble de ces résultats indiquent 

l’implication de E2F4-5 au niveau du maintien de l’état de phosphorylation de pRB, ce qui est 

en cohérence avec la répression de l’expression du gène CDKN2D/p19INK4d (inhibiteur des 

kinases CDK4/6) par le complexe ΔNp73α-E2F4/p130. 

5. Conclusion 

A partir des résultats décrits dans ce chapitre, nous pouvons tirer les conclusions suivantes : 

(i) ΔNp73α agit principalement comme répresseur de l’expression de gènes, en 

particulier de l’expression de facteurs de transcription et épigénétiques. 

(ii) De nouveaux gènes cibles du complexe ΔNp73α-E2F4/p130 impliqués dans 

l’oncogenèse ont été validés. 

(iii) La déplétion d’E2F4-5 mène à une sénescence prématurée dans les cellules 

surexprimant ΔNp73α, à savoir les 38HK et les cellules cancéreuses HPV-négatives 

CAL-51 et HNC-136 qui sur-expriment ΔNp73α. 

(iv) E2F4-5 pourrait favoriser l’état hyperphosphorylé de pRB 

Toutefois nous devons souligner la nécessité de compléter les analyses décrites ici par 

d’autres expériences. En effet, les gènes cibles de ΔNp73α qui ont émergé des analyses 

RNAseq semblent être largement sous-estimés, en particulier les gènes liés aux voies de 



 

Figure 30. Expression de pRB en conditions de déplétion d’E2F4-5 versus contrôle dans les HPK, 16HK et 
38HK. Gauche : analyses par Western blot sur les extraits protéiques totaux utilisant un anticorps anti-pRB. 
Droite :  analyse par RT-qPCR à des niveaux d’ARNm de pRb. La ligne rouge se réfère aux niveaux d’ARNm dans 
les conditions contrôle (SC). L’Analyse a été réalisée par la méthode ΔΔCt utilisant GAPDH comme gène de 
référence. Les données correspondent aux valeurs moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences 
indépendantes 

 

Figure 31. La déplétion de E2F4-5 induit la sénescence précoce dans les cellules cancéreuses HPV-négatives. 

(A) Gauche : coloration in situ relevant l’activité de la -galactosidase dans les lignées HNC-136 et CAL-51. Les 
cellules ont été transfectées avec des siRNA SC ou dirigés contre E2F4-5 (siE2F4-5). Droite : pourcentages des 

cellules HNC-156 et CAL-51 en sénescence dans les deux conditions estimées sur la base des tests de -
galactosidase. (B) Gauche :  Analyse par Western blot des extraits protéiques totaux des CAL-51 après déplétion 
d’E2F4, E2F5 ou E2F4-5 versus contrôle. Les analyses ont été effectuées à l’aide des anticorps anti-E2F4, anti-
pRb, anti-P-pRB (phospo-Ser 807/811). Droite : fraction de pRB phosphorylé (P-pRb) par rapport au total, 
exprimé en tant que ratio P-pRb/pRb. Chaque ratio a été normalisée à la condition contrôle (SC) qui est indiqué 
par la ligne rouge. 
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signalisation p53. Il sera donc important d’effectuer des analyses de ChIP-seq afin de 

cartographier de manière exhaustive ceux réprimés par ΔNp73α. De plus, des expériences 

complémentaires seront nécessaires pour évaluer correctement les contributions de 

E2F4-5 pour la phosphorylation de pRb. 

  



 
 

 

 

 

 

Figure 33. Expression de PARP14 dans les 38HK après déplétion de ΔNp73α. (A)  En haut : analyse par Western 
blot des niveaux protéiques de ΔNp73α et PARP14 à l’aide des anticorps anti PARP14 et anti-p73. En bas : les 
niveaux protéiques de ΔNp73α et PARP14 ont été quantifiés et normalisés par rapport à l’actine (B) Le taux 
d’ARNm de PARP14 en conditions de déplétion de ΔNp73α versus contrôle ont été évalués par RT-qPCR par la 
méthode ΔΔCt utilisant GAPDH comme gène de référence. (A-B) Les données correspondent aux valeurs 
moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences indépendantes. 

Figure 32. Expression de PARP14 dans les cellules primaires (HPK) et les kératinocytes transformés (38HK). (A) 
Gauche : analyse par Western blot des niveaux protéiques de PARP14 à l’aide d’un anticorps anti PARP14. Droite : 
quantification des niveaux de PARP14 normalisés par rapport à l’actine. (B) Niveaux d’ARNm de PARP14 évalués 
par RT-qPCR par la méthode ΔΔCt utilisant GAPDH comme gène de référence. Les données correspondent aux 
valeurs moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences indépendantes. 
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Chapitre VII. PARP14, le nouveau partenaire de ΔNp73α 

PARP14 est l’une des protéines qui ont émergé des analyses protéomique réalisées sur ΔNp73α et 

décrites dans Taverniti/Krynska et al. 2023 (voir Chapitre 5), ce qui suggère que PARP14 interagirait de 

manière directe ou indirecte avec ΔNp73α. Dans ce chapitre, je décris les résultats des analyses 

biochimiques de l’interaction PARP14-ΔNp73α ainsi que des données préliminaires sur la contribution 

de PARP14 au niveau de l’expression de gènes régulés par p53.  

 

1. Régulation de PARP14 et ΔNp73α dans les 38HK 

En premier lieu, j’ai examiné l’expression de PARP14 dans les kératinocytes primaires (HPK) et 

dans les kératinocytes 38HK. Les deux lignées cellulaires sont issues du même donneur (D2) 

et ont déjà été décrites dans Taverniti/Krynska et al. 2023. Pour rappel, le 38HK(D2) est une 

lignée en début de phase de transformation et présente une surexpression de ΔNp73α. 

L’analyse par Western blot des extraits protéiques totaux montre que les niveaux de PARP14 

sont plus élevés dans les 38HK en comparaison avec les HPK (Figure 32A). L’analyse par RT-

qPCR montre que les niveaux d’ARNm de PARP14 sont entre 4 à 5 fois plus élevés dans les 

38HK en comparaison avec les HPK (Figure 32B). Ceci montre que la transformation médiée 

par les protéines E6/E7 d’HPV38 conduit à une augmentation de l’expression du gène codant 

pour PARP14. 

Comme les niveaux de ΔNp73α et PARP14 sembleraient en corrélation dans les deux lignées 

cellulaires, j’ai examiné les niveaux de la protéine PARP14 en conditions de déplétion de 

ΔNp73α par transfection d’oligonucléotides antisens (AS) par rapport à la condition contrôle 

(transfection d’oligonucléotides sens – S). En effet, la déplétion de ΔNp73α conduit à une 

diminution de la protéine PARP14 (Figure 33A). Puisque l’analyse RT-qPCR ne montre pas de 

variation au niveau de l’ARNm de PARP14 entre la condition contrôle et knockdown (Figure 

33B), nous concluons que ΔNp73α n’affecte pas la transcription de PARP14 mais serait 

nécessaire à la stabilisation de la protéine. 

2. Analyses d’interaction protéine-protéine 

Nous avons effectué des analyses de co-IP en utilisant des extraits nucléaires d’une lignée 

cellulaire de 38HK exprimant de façon stable ΔNp73α fusionné à une étiquette HA (38HK HA-

ΔNp73α) qui est décrite dans Taverniti/Krynska et al. 2023. Les extraits ont été préparés 



 
Figure 34. Co-immunoprécipitations de ΔNp73α, E2F4, p130 et PARP14 (A) En haut : fractionnement de 
l’extrait nucléaire des 38HK HA-ΔNp73α par gradient de saccharose. En bas : immunoprécipitations des 
fractions utilisant des billes d’agarose conjuguées à un anticorps anti-HA.  L’ extrait total nucléaire est utilisé 
comme référence (Total nuc). (B) Immunoprécipitations des extraits nucléaires des 38HK utilisant des billes 
d’agarose couplées à un anticorps anti-E2F4 ou anti-PARP14 (C) Co-immunoprécipitation de GFP-PARP14 et HA-
ΔNp73α surexprimés dans les HEK293T utilisant les billes d’agaroses couplées à l’anticorps anti-HA. (A-C) Les 
analyses ont été effectuées sur gel SDS PAGE 8% puis analysés par Western blot à l’aide des anticorps dirigés 
contre l’étiquette HA, p73, PARP14, E2F4, p130. 
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suivant le protocole mis au point par mon collègue Valerio Taverniti (décrit dans 

Taverniti/Krynska et al. 2023 – Annexe 8).  

L’extrait nucléaire des 38HK HA-ΔNp73α a été ensuite fractionné sur un gradient de 10% à 

50% de saccharose. La migration sur gradient de saccharose permet de séparer les complexes 

natifs en fonction de leur poids moléculaire. Chaque fraction du gradient a été incubée avec 

des billes conjuguées à un anticorps anti-HA. Par cette méthode, V. Taverniti a montré que 

l’anticorps HA co-précipite ΔNp73α avec PARP14, E2F4 et p130 dans les mêmes fractions 

(Figure 34A, fractions 9-15). Afin de vérifier si ΔNp73α, PARP14, E2F4 et p130 forment un 

complexe unique, nous avons effectué des expériences réciproques en utilisant des anticorps 

dirigés soit contre la PARP14 endogène soit contre l’E2F4 endogène. Cependant, la dilution 

engendrée par le fractionnement par saccharose n’a pas permis d’obtenir des résultats clairs. 

Ainsi, nous avons procédé avec des expériences de co-IP sur les extraits nucléaires non 

fractionnés. Les résultats montrent que l’anticorps dirigé contre E2F4 co-immunoprécipite 

ΔNp73α et p130 mais pas PARP14. De manière cohérente, l’anticorps dirigé contre PARP14 

co-immunoprécipite ΔNp73α mais pas E2F4 et p130 (Figure 34B). Par la suite, nous avons 

surexprimé de manière transitoire PARP14 fusionné à la GFP (GFP-PARP14) et HA-ΔNp73α 

dans les cellules HEK293T. Les extraits cellulaires ont été incubés avec des billes d’agaroses 

couplés à l’anticorps HA. Les résultats montrent que ΔNp73α est capable de co-

immunoprécipiter PARP14, validant ainsi l’interaction entre ΔNp73α et PARP14 (Figure 34C). 

L’ensemble de ces résultats suggère qu’il y aurait deux complexes indépendants, c’est à dire 

ΔNp73α-E2F4/p130 d’une part et ΔNp73α-PARP14 d’autre part.  

Il a été démontré que PARP14 fonctionne comme cofacteur dans la régulation de la 

transcription. De ce fait, nous avons voulu analyser par la suite l’interaction ΔNp73α-PARP14 

au niveau de la chromatine. Pour cela, j’ai optimisé le protocole de Valerio Taverniti afin 

d’obtenir uniquement un extrait correspondant aux protéines présentes au niveau de la 

chromatine. L’optimisation de ce protocole est décrite dans la section « Matériel et 

Méthode », tandis que le protocole détaillé se trouve dans l’annexe 4A. 

Les extraits nucléaires solubles et les extraits de la chromatine des 38HK HA-ΔNp73α ont été 

fractionnés par gradient de saccharose. L’analyse par Western blot de ces fractions montre 

que ΔNp73α et PARP14 sont plus abondantes dans l'extrait chromatique en comparaison à 



 

 

 

Figure 35. Immunoprécipitations sur des extraits de protéines associées à la chromatine (A) ou présentes dans 
la fraction soluble du noyau (B) des 38HK HA-ΔNp73α. (A-B) En haut : fractionnement par gradient de 
saccharose. En bas : immunoprécipitations des fractions du gradient utilisant des billes d’agaroses couplées à un 
anticorps anti-HA. Les extraits totaux de chromatine (A – Total Chr) ou du noyau (B – Total Nuc) ont été chargés 
sur le même gel SDS-PAGE 8% comme référence de la migration des protéines. L’analyse par Western blot a été 
réalisée en incubant les membranes avec les anticorps anti-PARP14 et anti-HA. 

Figure 36. Réaction de MARylation in vitro. (A) GFP-PARP14 a été exprimée dans les HEK293T puis purifiée en 
utilisant des billes GFP-Trap® (Chromoteck). Des concentrations connues de BSA ont été utilisés comme standard. 
Le gel a été coloré au bleu de Coomassie.  (B) 3xFlag-ΔNp73α a été exprimé dans les HEK293T puis purifié en 
utilisant des billes magnétiques couplées à l’anticorps anti-3xFlag. L’astérisque rouge indique la protéine 3xFlag-
ΔNp73α. Les chaines lourdes (HC) et les chaines légères (LC) de l’anticorps anti-Flag sont aussi indiquées. Le gel a 
été coloré au bleu de Coomassie (C) Les protéines GFP-PARP14 et 3xFlag-ΔNp73α partiellement purifiées par 
immunoprécipitation ont été ensuite incubées en présence de substrat NAD+ biotinylé et analysées sur gel SDS-
PAGE 8%. L’analyse par Western blot a été réalisé en utilisant la streptavidine conjuguée à Alexa-Fluor 488. La 
migration de ΔNp73α est indiquée par une flèche. 
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l’extrait nucléaire soluble (Figure 35A et B en haut). Ensuite, les fractions du gradient ont été 

incubées avec les billes conjuguées à l’anticorps anti-HA. L’analyse par Western blot montre 

que ΔNp73α co-immunoprécipite PARP14 dans les mêmes fractions de l’extrait chromatique, 

indiquant que ces deux partenaires interagissent au niveau de la chromatine, potentiellement 

afin de réguler la transcription (Figure 35A et B en bas). 

3. Analyse d’activité enzymatique 

PARP14 est une enzyme capable de conjuguer le mono(ADP-ribose) (MAR) à une protéine 

cible. De plus, PARP14 interagit avec la protéine via son macrodomaine 2 qui reconnait la 

modification MAR. Nous avons donc examiné la capacité de PARP14 à modifier ΔNp73α in 

vitro. Pour cela, PARP14 fusionnée à l’étiquette GFP (GFP-PARP14) et ΔNp73α fusionnée à 

l’étiquette 3xFlag (3xFlag-ΔNp73α) ont été exprimées dans les HEK293T. GFP-PARP14 et 

3xFlag-ΔNp73α ont été partiellement purifiées suivant un protocole d’immunoprécipitation à 

l’aide de billes magnétiques conjuguées à un nanobody dirigé contre la GFP et à un anticorps 

dirigé contre l’étiquette 3xFlag, respectivement. En s’aidant d’une courbe d’étalonnage avec 

de la BSA, nous avons estimé que nous obtenons approximativement 1µg et 0.4µg de PARP14 

et ΔNp73α, respectivement à partir d’environ 1,3.106 cellules (Figure 36A et 36B). Les deux 

protéines purifiées et attachées aux billes ont été co-incubées en présence du substrat NAD+ 

biotinylé. La MARylation a été ensuite révélée par Western Blot à l’aide de la streptavidine 

couplée à un fluorophore. Les résultats montrent la présence de la modification MAR au 

niveau de la PARP14, ce qui indique que la construction GFP-PARP14 est catalytiquement 

active et capable d’auto-MARylation (Figure 36C). Cependant, aucun signal n’est observé pour 

ΔNp73α, ce qui suggère que PARP14 interagit avec cette protéine mais n’est pas capable de 

la modifier.  

4. Analyses transcriptomiques 

PARP14 a été initialement décrite comme modulateur de la transcription (266, 267). J’ai donc 

commencé par étudier les contributions de PARP14 au niveau de l’expression génique dans la 

lignée cellulaire 38HK(D3). La déplétion de PARP14 a été effectuée par transfection des 38HK 

avec des oligonucléotides siRNA. Les cellules ont été récoltées 48 heures après transfection et 

l’ARN a été extrait. D’abord, les niveaux d’ARNm des gènes identifiés comme cibles du 

complexe ΔNp73α-E2F4/p130 (Taverniti/Krynska et al. 2023) ont été comparés en conditions 



 
 

Figure 38. Déplétion de PARP14 dans les 38HK. Niveaux protéiques de PARP14, normalisés à l’actine en condition 
contrôle (SC) ou de knockdown (siPARP14). Les extraits cellulaires ont été analysés par Western blot après 
migration sur gel SDS PAGE 8%. Les extraits d’ARN correspondants ont été analysés par RNAseq. 

Figure 37. Profil d’expression de gènes co-régulés par Np73 et E2F4-5 dans les 38HK en conditions de 
déplétion de PARP14 versus contrôle. Les niveaux d’ARNm ont été déterminés par RT-qPCR par la méthode ΔΔCt 
utilisant GAPDH comme gène de référence. La ligne rouge indique les niveaux d’ARNm en condition contrôle (SC). 
Les données correspondent aux valeurs moyennes et à l'écart type dérivées de trois expériences indépendantes. 

Figure 39. Diagramme en volcan des gènes dérégulés après déplétion de PARP14. Les gènes significatifs ont été 
sélectionnés en utilisant le seuil de valeur p-ajustée inférieure à 0,05 (rouge).  
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de déplétion de PARP14 (siPARP14) par rapport à la condition contrôle (SC). Aucun des gènes 

testés ne semble être affecté par la déplétion de PARP14 (Figure 37). Ceci suggère que PARP14 

jouerait un rôle indépendant du complexe ΔNp73α-E2F4/p130 et est en accord avec les 

résultats obtenus dans les analyses d’interaction protéine-protéine. 

Nous avons donc décidé d’analyser le transcriptome des 38HK en conditions de knockdown 

PARP14 par rapport au contrôle. Nous avons généré six échantillons SC et six échantillons 

knockdown. Les trois échantillons contrôles présentant les taux les plus hauts de PARP14 et 

les trois échantillons knockdown présentant les taux les plus bas de PARP14 ont été 

sélectionnés pour des analyses d’RNAseq (Figure 38). Les résultats de ces analyses montrent 

que la déplétion de PARP14 induit une augmentation de l’expression pour 1733 gènes (gènes 

régulés à la hausse) et a une diminution de l’expression de 1623 gènes (gènes régulés à la 

baisse) considérant une valeur p-ajustée inférieure ou égale à 0.05 (Figure 39).  

Ensuite, nous avons sélectionné les gènes codant pour des protéines dont la différence 

d’expression entre les conditions knockdown et contrôle correspond à une valeur « Log2 fold-

change » égale ou supérieure à 0.2 (pour les gènes régulés à la hausse) et égale ou inférieure 

à -0.2 (pour les gènes régulés à la baisse). De cette façon nous avons sélectionné 450 et 556 

gènes régulés à la hausse et à la baisse, respectivement. Parmi les gènes régulés à la hausse, 

nous avons remarqué plusieurs cibles classiques de p53 comme PIG3 et CDKN1A codant pour 

p21CIP1/WAF1. Comme dans le cas des analyses RNAseq sur ΔNp73α décrites dans le chapitre 6, 

nous avons recherché les gènes cibles de p53 recensés dans Fischer et al. (98) parmi les 450 

gènes gènes régulés à la hausse. De façon remarquable, 18% de ces gènes (82 gènes) sont des 

gènes cibles confirmés de p53 (Figure 40A et Tableau 2). En revanche, seulement 2,7% des 

gènes régulés à la baisse en conditions de déplétion de PARP14 sont des cibles de p53. Dès 

lors nous avons décidé de vérifier le niveau de p53 dans les extraits protéiques totaux 

correspondant aux réplicas dont l’ARN a été utilisé pour les analyses RNA-seq PARP14 KD 

(Figure 40B). Nous remarquons qu’il y a une nette augmentation de l’expression de p53 en 

condition de déplétion de PARP14 (Figure 40C) Ceci indique que PARP14 agit en tant que 

répresseur des gènes de la voie de p53 dans les 38HK et régulant les niveaux protéiques de 

p53. 



 

 

 

 

Figure 40. Analyse des gènes dont l’expression est régulé par PARP14. (A) Diagramme de Venn de gènes régulés 
à la hausse (Log2 FC ≥ 0.2, gauche) et à la baisse (Log2 FC ≤ -0.2, droite) après déplétion de PARP14. Bleu : gènes 
cibles de p53 ; jaune : autres gènes. Le nombre des gènes dans chaque ensemble est indiqué. La pourcentage des 
gènes cibles de p53 dans chaque ensemble est indiquée en bleu. (B) Gauche : analyse par Western blot de 
l’expression de p53 en conditions de déplétion de PARP14 versus contrôle. Droite : quantification des niveaux 
protéiques de p53. Les données correspondent aux valeurs moyennes et à l'écart type dérivées de trois 
expériences indépendantes. (C) Diagrammes de Venn représentants l’ensemble de gènes dérégulés après 
déplétion de PARP14 (en jaune) ou de ΔNp73α (en vert). Le nombre de gènes régulés à la hausse ou à la baisse 
est indiqué en rouge et bleu, respectivement. Le nombre de gènes qui sont communs aux deux dataset mais ne 
suivent pas la même tendance de sousrégulation ou surrégulation est indiqué en violet. 
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Tableau 2 Gènes cibles de p53 régulés à la hausse en condition de knockdown de PARP14 

Gène Log2 FC 
Valeur P 
ajustée 

Gène Log2 FC 
Valeur P 
ajustée 

Gène Log2 FC 
Valeur P 
ajustée 

TP53I3 1.36 2.43E-133 TP53INP1 0.40 1.43E-07 DUSP5 0.28 0.0001 

CYFIP2 0.89 8.84E-19 HHAT 0.40 0.0063 SERPINB5 0.28 1.86E-10 

SCN2A 0.80 0.0017 EI24 0.39 6.91E-16 SDC4 0.27 1.83E-10 

BTG2 0.78 3.97E-48 SESN1 0.39 4.01E-07 POLH 0.27 3.24E-06 

AEN 0.67 1.68E-35 DRAM1 0.39 2.99E-09 MCC 0.27 1.86E-08 

FDXR 0.67 1.09E-16 SPATA18 0.38 4.66E-07 PARD6G 0.27 0.0027 

E2F7 0.66 2.42E-38 RPS27L 0.38 2.74E-09 PCBP4 0.27 0.0007 

PLCL2 0.65 0.0001 PPM1D 0.38 1.40E-07 LIMK2 0.27 8.01E-07 

PIDD1 0.62 5.63E-11 DDB2 0.38 1.52E-13 EDA2R 0.26 0.0177 

CAV1 0.61 1.31E-51 PHPT1 0.37 7.36E-09 BCL2L1 0.26 4.24E-07 

GLS2 0.59 9.98E-24 FBXW7 0.36 3.09E-08 LIF 0.26 0.0024 

PRDM1 0.59 8.57E-08 PLK3 0.36 1.26E-07 BAX 0.26 1.34E-06 

ACER2 0.57 9.94E-05 ANKRA2 0.36 1.00E-05 EFNB1 0.25 0.0003 

ABCA12 0.56 8.98E-08 ZNF337 0.35 5.04E-06 PPM1J 0.25 0.0161 

MYLK 0.56 1.54E-10 PTPRU 0.35 2.30E-11 DUSP14 0.25 0.0009 

GPC1 0.50 0.0008 EBI3 0.34 0.0303 TEP1 0.23 8.93E-07 

PLTP 0.50 1.62E-29 ZNF385A 0.33 1.31E-08 HES2 0.23 0.0233 

LACC1 0.49 2.83E-07 PTAFR 0.33 9.93E-05 DGKA 0.23 2.75E-07 

PLCXD2 0.48 7.38E-05 CLP1 0.33 0.0023 NLRP1 0.22 8.45E-05 

TRIML2 0.46 2.33E-05 CES2 0.33 1.86E-08 CMBL 0.22 3.19E-06 

SERPINE1 0.46 9.00E-23 CSF1 0.32 3.66E-06 NADSYN1 0.21 0.0010 

XPC 0.43 1.52E-15 APOBEC3C 0.32 1.19E-13 BTBD10 0.21 0.0013 

ZNF79 0.42 0.0003 VCAN 0.32 2.27E-10 CDIP1 0.21 0.0169 

P3H2 0.42 2.31E-10 MAST4 0.31 4.08E-11 TMEM63B 0.21 0.0008 

TRIAP1 0.42 2.38E-12 RGS16 0.30 0.0353 ZNF561 0.21 0.0053 

ETV7 0.41 0.0305 ACTA2 0.30 0.0018 RRM2B 0.21 0.0118 

CD82 0.41 1.87E-16 COL7A1 0.29 1.22E-07    

FAS 0.40 3.87E-12 TRIM22 0.28 0.0002    

Dans un deuxième temps, j’ai comparé la liste des gènes dérégulés par la déplétion de PARP14 

avec celle des gènes dérégulés par la déplétion de ΔNp73α (voir Chapitre 6). L’intersection de 

ces deux listes dénombre 50 en commun qui son régulés à la hausse et 60 gènes en commun 

régulés à la baisse (Tables 3 et 4 et Figure 40C). Parmi les gènes communs régulés à la hausse, 

nous retrouvons seulement 10 gènes cibles de p53 (DUSP5 ; ZNF79 ; CSF1 ; ZNF385A ; RGS16 ; 

TEP1 ; PLCXD2 ; CES2 ; EFNB1 ; SERPINE1). Ceci est très probablement lié à la sous-estimation 

des gènes cibles de p53 dans les analyses RNAseq de ΔNp73α. En effet, p53 ne serait pas 

capable d’activer la transcription de ces gènes même en conditions de déplétion de ΔNp73α. 

Ceci est lié probablement à une potentielle activité inhibitrice de PARP14. De plus, lors d’une 

analyse par Western blot d’extraits des 38HK, nous avons constaté que la déplétion de PARP14 



 

 
Figure 41. Distribution de PARP14, ΔNp73α, p130 et E2F4 dans les fractions solubles du cytoplasme, du 
noyau et de la chromatine des cellules 38HK. Les protéines ont été migrées sur gel SDS-PAGE 10% et analysées 
par Western blot en utilisant des anticorps dirigés contre PARP14, l’étiquette anti-HA, p130 et E2F4. 
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augmente significativement le niveau de ΔNp73α associé à la chromatine (Figure 41). Ceci 

pourrait être expliqué par l’augmentation des niveaux de p53 en conditions de déplétion de 

PARP14, ce qui augmenterait la transcription l’isoforme ΔNp73α. En revanche, la déplétion de 

PARP14 ne semble pas affecter les autres partenaires de ΔNp73α, à savoir E2F4 et p130. Une 

augmentation de ΔNp73α pourrait donc compenser les effets de la déplétion de PARP14 au 

niveau des gènes régulés par ΔNp73α.  

Dans l’ensemble, les résultats obtenus indiquent que PARP14 maintient un niveau bas de p53. 

Cependant, il est nécessaire de vérifier si PARP14 agit au niveau transcriptionnel ou post-

transcriptionnel. Enfin, il est probable que ces analyses ne permettent d’identifier qu’une 

partie de gènes co-régulés par ΔNp73α et PARP14 et qui seraient des cibles potentielles du 

complexe protéine-protéine ΔNp73α-PARP14. 
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Tableau 3 Gènes régulés à la hausse en conditions de déplétion de PARP14 versus contrôle ou de ΔNp73α 
versus contrôle. 

 

  

Gène 
Log2 FC 

PARP14 KD 
Valeur p 
ajustée 

Log2 FC 
ΔNp73α 

KD 

Valeur p 
ajustée 

Gène 
Log2 FC 

PARP14 KD 
Valeur p 
ajustée 

Log2 FC 
ΔNp73α 

KD 

Valeur p 
ajustée 

CYP2S1 0.33 6.82E-08 0.26 0.0438 COL27A1 0.26 3.93E-05 0.56 0.0002 

TMEM40 0.35 8.46E-05 0.31 0.0051 DUSP5 0.28 0.0001 0.22 0.0093 

EFNB1 0.25 0.0003 0.31 0.0283 ITGA5 0.35 4.80E-12 0.37 0.0002 

ABCA1 0.26 0.0009 0.55 1.71E-07 CELSR3 0.24 0.0033 0.57 0.0013 

PRDM1 0.59 8.57E-08 0.34 0.0240 SERPINE1 0.46 9.00E-23 0.23 0.0255 

TNC 0.21 0.0022 0.49 1.06E-08 ZNF79 0.42 0.0003 0.27 0.0343 

CES2 0.33 1.86E-08 0.41 0.0002 ITPKC 0.23 0.0002 0.47 0.0011 

SLC39A13 0.26 2.93E-05 0.46 0.0206 ADGRE2 0.32 0.0003 0.27 0.0065 

CES3 0.50 0.0026 0.71 0.0004 NLRC5 0.48 0.0016 0.63 5.19E-05 

ZNF512B 0.28 0.0013 0.51 0.0064 NEURL2 1.38 2.36E-06 1.21 0.0019 

TEP1 0.23 8.93E-07 0.22 0.0160 ADPRHL1 0.50 0.0202 0.51 0.0460 

COL4A2 0.21 1.01E-05 0.32 0.0343 ZNFX1 0.26 1.50E-09 0.24 0.0014 

KRT17 0.41 1.26E-21 1.33 3.40E-15 INHBA 0.25 3.61E-05 0.41 2.92E-06 

RSAD2 0.24 0.0024 0.76 8.94E-18 MAMDC4 0.30 0.0191 1.01 0.0006 

ETS1 0.23 1.95E-06 0.27 0.0036 CSF1 0.32 3.66E-06 0.23 0.0371 

STX1A 0.22 0.0102 0.60 0.0042 CEACAM19 0.25 0.0071 0.59 0.0006 

SLC15A3 0.41 0.0425 0.47 0.0214 DHX37 0.26 0.0021 0.48 0.0108 

PLCXD2 0.48 7.38E-05 0.49 6.67E-05 ZNF385A 0.33 1.31E-08 0.39 0.0106 

HSH2D 0.58 5.90E-05 0.31 0.0232 CACNB1 0.28 0.0162 0.42 0.0084 

GJB4 0.26 0.0136 0.35 0.0096 SLC35C1 0.29 0.0014 0.37 0.0126 

IFIT2 0.29 2.45E-06 0.53 2.10E-10 EDN1 0.56 0.0086 1.05 9.51E-10 

C1R 0.31 0.0009 0.31 0.0231 DDX60L 0.29 0.0001 0.24 0.0136 

OAS1 0.31 4.73E-08 0.26 0.0007 SHFL 0.26 0.0122 0.34 0.0132 

ZNF600 0.34 0.0025 0.28 0.0241 RGS16 0.30 0.0353 0.40 0.0100 

WWC1 0.21 0.0032 0.25 0.0152 PTGS2 0.33 0.0001 0.69 5.07E-11 



 

 

 

Figure 42. Etudes de viabilité et prolifération cellulaire sur des 38HK en conditions de déplétion de PARP14 
versus contrôle. (A) Le taux de viabilité cellulaire après déplétion de PARP14 dans les 38HK a été établie par 
traitement au bleu de trypan et comptage du nombre de cellules totales par rapport au nombre de cellules 
colorées. (B) Mesure de la prolifération cellulaire par colorimétrie utilisant le MTS (absorbance à 490 nm).  



62 

 

Tableau 4 Gènes régulés à la baisse en conditions de déplétion de PARP14 versus contrôle ou de ΔNp73α versus 
contrôle. 

Gène 
Log2 FC 
PARP14 

KD 

Valeur p 
ajustée 

Log2FC 
ΔNp73α KD 

Valeur p 
ajustée 

Gène 
Log2 FC 
PARP14 

KD 

Valeur p 
ajustée 

Log2 FC 
ΔNp73α KD 

Valeur p 
ajustée 

MCM6 -0.41 3.81E-10 -0.27 0.0019 GGH -0.33 2.48E-06 -0.23 0.0437 

NEIL3 -0.38 9.45E-05 -0.41 0.0002 MKI67 -0.34 8.42E-11 -0.31 0.0009 

BHLHE41 -0.31 0.0195 -0.24 0.0450 VAV3 -0.38 6.86E-08 -0.38 0.0003 

NQO1 -0.32 2.63E-11 -0.25 0.0024 LMNB1 -0.90 1.69E-36 -0.25 0.0075 

AURKA -0.24 1.45E-05 -0.38 8.96E-06 DIXDC1 -0.28 0.0230 -0.27 0.0284 

SLFN11 -0.41 0.0001 -0.60 4.48E-05 CDCA2 -0.30 0.0002 -0.26 0.0112 

CNTN1 -0.34 9.85E-05 -0.46 0.0001 CIT -0.35 2.15E-09 -0.21 0.0176 

TSPAN7 -0.50 0.0129 -0.65 0.0417 CENPE -0.38 1.26E-07 -0.32 0.0013 

ACSS2 -0.50 5.40E-32 -0.28 0.0020 ZMYND8 -0.27 1.50E-08 -0.24 0.0020 

USP28 -0.21 0.0007 -0.28 0.0058 INSIG1 -0.22 0.0004 -0.36 0.0007 

NDC1 -0.35 8.60E-10 -0.20 0.0388 CENPF -0.34 1.39E-10 -0.41 7.24E-07 

PIR -0.34 5.09E-10 -0.54 1.95E-06 ASB9 -0.50 0.0051 -0.41 0.0143 

SPAG5 -0.27 3.03E-05 -0.25 0.0031 PTGR1 -0.29 4.18E-06 -0.27 0.0049 

AGR2 -1.05 5.88E-14 -0.49 0.0045 NDC80 -0.22 0.0201 -0.37 0.0005 

JADE1 -0.22 0.0136 -0.21 0.0431 DLGAP5 -0.23 0.0001 -0.46 4.56E-07 

PAQR3 -0.21 0.0058 -0.26 0.0453 TPGS2 -0.38 7.67E-12 -0.27 0.0010 

RPL39L -0.27 0.0092 -0.28 0.0243 FAM114A1 -0.23 0.0004 -0.27 0.0372 

ALDH3A2 -0.34 1.02E-13 -0.42 8.02E-06 PPARG -0.31 5.89E-06 -0.23 0.0200 

IDH1 -0.24 5.29E-06 -0.25 0.0055 CBR3 -0.41 0.0036 -0.30 0.0262 

SCFD1 -0.28 4.51E-06 -0.26 0.0049 KIF14 -0.24 0.0004 -0.35 0.0002 

PADI3 -0.62 0.0014 -0.83 6.19E-05 RAD54L -0.24 0.0289 -0.32 0.0007 

AR -0.31 0.0036 -0.45 0.0022 HMGB3 -0.66 2.65E-53 -0.32 0.0006 

RAD21 -0.50 1.60E-31 -0.24 0.0114 CBX5 -0.25 4.67E-07 -0.23 0.0182 

GMCL1 -0.33 2.05E-05 -0.25 0.0291 AKR1C3 -0.74 3.68E-19 -0.24 0.0426 

APPL2 -0.47 2.50E-08 -0.20 0.0478 PDHX -0.21 0.0021 -0.21 0.0351 

RFC4 -0.29 0.0003 -0.33 0.0010 HMGCS1 -0.23 4.67E-07 -0.42 1.50E-05 

CYB5A -0.38 4.63E-08 -0.24 0.0116 FBXO27 -0.30 1.94E-06 -0.31 0.0031 

GSR -0.35 1.73E-11 -0.25 0.0079 RGCC -0.26 0.0002 -0.47 2.22E-06 

PRPS1 -0.23 0.0001 -0.24 0.0099 CLCA2 -0.35 0.0007 -0.79 2.44E-08 

ASPH -0.36 1.85E-18 -0.22 0.0249 DSCC1 -0.26 0.0013 -0.29 0.0094 

 

5. Analyses phénotypiques 

Afin d’évaluer l’effet de PARP14 sur la prolifération et la viabilité cellulaire, des analyses 

basées sur deux approches colorimétriques complémentaires ont été effectués, la première 

étant le MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium] (Figure 42B) et la deuxième le Bleu de Trypan (Figure 42A). Le MTS est un 

indicateur du métabolisme cellulaire, corrélé à son état prolifératif. Le Bleu de Trypan est une 
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solution qui colore les cellules dont la membrane est rompue, indiquant ainsi celles qui sont 

mortes. Nous remarquons que la déplétion de PARP14 n’affecte pas de façon notable le niveau 

de l’absorbance après traitement au MTS (Figure 42B), ni le nombre de cellules colorées au 

Bleu de Trypan (Figure 42A). Ainsi, la déplétion de PARP14 seule ne produit aucun effet sur la 

viabilité cellulaire. 

6. Conclusions 

A partir des résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons tirer les conclusions suivantes : 

(i) La transformation par l’E6/E7 du HPV38 augmente l’expression de PARP14 

(ii) L’isoforme ΔNp73α contribue à stabiliser les niveaux de PARP14 

(iii) ΔNp73α-PARP14 forment un complexe au niveau de la chromatine 

(iv) PARP14 n’est pas capable de modifier ΔNp73α 

(v) PARP14 maintient les niveaux bas de p53. 

Cependant les analyses transcriptionnelles décrites ici ne permettent pas de cartographier 

l’ensemble des gènes co-régulés par ΔNp73α et PARP14. Pour cela, il est nécessaire 

d’effectuer des analyses complémentaires de ChIP-seq.  
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PARTIE 5. DISCUSSION ET CONCLUSIONS  
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Le complexe ΔNp73α-E2F4/p130 

Il a été largement montré qu’à travers des interactions protéine-protéine, certains facteurs de 

transcription sont capables de rediriger d’autres facteurs sur des sites spécifiques (287-289). 

ΔNp73α est connue comme inhibiteur dominant négatif de la voie de signalisation du 

suppresseur de tumeur p53. Cependant, les partenaires protéiques associés à l’activité 

inhibitrice de la transcription de ΔNp73α n’ont pas été étudiés jusqu’à présent. Les résultats 

décrits dans les chapitres 5 et 6 de cette thèse montrent que ΔNp73α interagit avec E2F4/p130 

afin de former un complexe répressif de la transcription en se liant sur des promoteurs de 

gènes spécifiques. 

La caractérisation du complexe ΔNp73α-E2F4/p130 repose en grande partie sur le modèle 

cellulaire viral constitué de kératinocytes de prépuce humain transformés par les protéines E6 

et E7 du virus β HPV38 (38HK). Ce complexe a été identifié dans les 38HK par des analyses 

protéomiques validées par des expériences de gradient de saccharose couplées à la co-

immunoprécipitation. Suivant la même approche, nous avons également montré que ce 

complexe est présent dans deux lignées cellulaires cancéreuses HPV-négatives qui sur-

expriment ΔNp73α. 

E2F4 est connu pour faire partie avec p130 du complexe répressif DREAM nécessaire au 

maintien de la quiescence des cellules. Fait intéressant, aucun composant de ce dernier 

complexe ne co-précipite avec ΔNp73α. Ceci indique que ΔNp73α-E2F4/p130 et DREAM sont 

des complexes indépendants. Néanmoins, nous n’excluons pas que d’autres partenaires 

protéiques peuvent également s’associer au complexe ΔNp73α-E2F4/p130.  

Les analyses d’interaction protéine-protéine indiquent une interaction directe entre ΔNp73α 

et la sous-unité E2F4. Cette interaction d’E2F4 est spécifique à l’isoforme ΔNp73α. En effet, 

l’interaction d’E2F4 avec ΔNp73α est plus forte en comparaison à celle avec la protéine 

TAp73α. Ceci serait dû à la reconnaissance d’un site de liaison dans la région désordonnée N-

terminale de ΔNp73α qui ne serait pas accessible dans TAp73α. Nous avons observé que 

ΔNp73α est également capable d’interagir avec l’homologue E2F5 en cas de déplétion d’E2F4. 

Cependant, dans les 38HK le partenaire préférentiel de ΔNp73α semble être E2F4. Ceci 

pourrait être dû à des différences d’expression (les niveaux d’E2F4 sont plus élevés par rapport 
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à ceux d’E2F5) ou à des modifications post-traductionnelles propres à E2F4, qui n’ont pas été 

examinées dans ce projet. 

Dans ce travail nous constatons que les 38HK présentent des niveaux d’expression plus élevés 

de p130 et pRb par rapport aux kératinocytes transformés par les oncoprotéines E6 et E7 du 

virus α-HPV16 (16HK). E7 de HPV38 semble avoir une affinité plus faible pour les protéines RB, 

en comparaison avec E7 de HPV16. Néanmoins, nous observons que la cinétique de 

dégradation de p130 dans les 38HK est similaire à celle dans les 16HK. D’autre part, le 

transcription du gène RBL2 codant pour p130 augmente dans les 38HK par rapport aux HPK 

primaires, ce qui permet de compenser la dégradation et donc permet le maintien du 

complexe E2F4/p130. Contrairement au cas des hrHPV α, pRB n’est pas dégradé dans les 

38HK, où il est maintenu dans l’état hyperphosphorylé (7).  

Nous avons montré que la déplétion d’E2F4-5 mène à une activation de la sénescence 

prématurée dans les 38HK et dans les cellules cancéreuses exprimant ΔNp73α. De plus, la 

surexpression ectopique d’E2F4 ou d’E2F5 dans les cellules 38HK en conditions de déplétion 

d’E2F4 ou d’E2F5, restore le phénotype initial, excluant ainsi un potentiel effet OFF-target lié 

à l’approche knockdown. En revanche, la déplétion d’E2F4-5 n’augmente pas les nombre de 

cellules en senescence dans les cas des HPK primaires ou des 16HK. Dans l’ensemble, ces 

résultats indiquent qu’E2F4-5 possèdent des propriété pro-prolifératives dans les cellules sur-

exprimant ΔNp73α, ce qui pourrait être lié à l’interaction protéine-protéine ΔNp73α-E2F4. En 

effet, nous avons constaté que l’expression de plusieurs gènes codant pour les inhibiteurs des 

CDK (Cdkn) est réprimé par ΔNp73α et E2F4-5 dans les 38HK. Notamment, l’expression de 

CDKN2B/p15INK4b, CDKN1B/p27Kip1 et de CDKN2D/p19INK4d est régulée à la hausse en 

conditions de déplétion de ΔNp73α ou d’E2F4-5, ce qui suggère que ces gènes seraient des 

cibles du complexe ΔNp73α-E2F4/p130. Pour rappel, les produits des gènes Cdkn agissent en 

tant que régulateurs négatifs de la progression du cycle cellulaire en se liant et inhibant les 

kinases cycline-dépendantes (290-292). De nombreuses études ont montré leurs rôles 

redondants et compensateurs. p27Kip1 est impliquée dans la sénescence via la voie de 

PTEN/p27Kip1 (293). Les protéines p15INK4b et p19INK4d font parte de la famille INK4. Plusieurs 

études ont montré que p15INK4b joue un rôle dans le maintien de la sénescence (294-297). La 

p19INK4d a été décrite comme associée à la formation des SAHF dans d’autres lignées cellulaires 

(298). Dans l’ensemble, la répression des inhibiteurs des CDK par le complexe ΔNp73α-
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E2F4/p130 pourrait expliquer l’état hyperphosphorylé de pRb dans les 38HK. Il serait 

intéressant dès lors d’analyser l’impact de la déplétion d’E2F4-5 sur l’état de phosphorylation 

de pRb dans les 38HK, en utilisant des anticorps anti-pRb phospho-spécifiques. Enfin, nous 

pourrions compléter ces résultats par des expériences de type FACS afin de déterminer si la 

déplétion d’E2F4-5 mène à un arrêt du cycle cellulaire en une phase particulière. 

Afin d’identifier des gènes cibles du complexe ΔNp73α-E2F4/p130, dans un premier temps 

nous avons effectué des analyses de RNA-seq en conditions de déplétion d’E2F4-5 versus 

contrôle, qui ont été ensuite complétées par des analyses similaires sur ΔNp73α. Ainsi, nous 

obtenons une liste de plus d’une centaine de gènes qui sont réprimés par E2F4-5 et ΔNp73α. 

Un grand nombre de ces gènes sont associés à la régulation de la transcription et codent pour 

des facteurs de transcription ainsi que pour des facteurs épigénétiques. D’autre part, les 

analyses RNAseq sur ΔNp73α ont pointé un autre fait remarquable qui est le faible nombre de 

gènes-cibles de p53 identifiés. Ceci pourrait être dû à un déficit au niveau de la réactivation 

de la transcription par p53 en conditions de déplétion de ΔNp73α Pour cette raison, il serait 

nécessaire d’effectuer des analyses de ChIP-seq afin de cartographier de façon exhaustive les 

gènes réprimés par ΔNp73α 

Nous nous sommes aussi focalisés sur un nombre restreint de gènes co-régulés qui ont été 

validés par RT-qPCR. Nous avons également montré que certains de ces gènes sont aussi co-

régulés par ΔNp73α et E2F4-5 dans les lignées cellulaires cancéreuses qui 

surexpriment ΔNp73α. En revanche, la déplétion de E2F4-5 dans les HPK primaires n’a montré 

aucune variation significative des gènes testés, montrant ainsi qu’en absence de ΔNp73α, le 

complexe E2F4/p130 n’est pas capable de cibler ou inhiber l’expression de ces gènes. En 

complément de ces analyses nous avons ensuite effectué des analyses ChIP sur trois de ces 

gènes, à savoir MAFB, STC1 et BTG1. Les résultats montrent qu’E2F4 redirige ΔNp73α sur les 

sites E2F RE de ces gènes.  

Parmi ces trois gènes étudiés par ChIP, MAFB est un gène codant pour une protéine de la 

famille AP1, qui agit comme activateur ou répresseur de la transcription (299). Bien qu’il ait 

été décrit comme un oncogène, MAFB a également été reporté comme un suppresseur de 

tumeur dans certains contextes cellulaires, en empêchant les fonctions oncogènes de HRAS 

et BRAF (300). Le gène STC1 code pour la Stanniocalcine 1 qui est un facteur SASP sécrété par 
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les cellules en sénescence (301). Le produit du gène BTG1 fait partie de la famille des protéines 

BTG/TOB (B cell translocation/transducer of ERBB2). Premièrement décrit dans les leucémies 

des cellules B et divers types de lymphomes (302), ce gène y est communément muté comme 

dans le cas d’autres suppresseurs de tumeur. Il a été montré que la surexpression de BTG1 

dans les cellules cancéreuses du sein mène à une réduction du niveau des protéines 

impliquées dans la progression du cycle cellulaire inhibant ainsi la prolifération cellulaire et 

induisant un arrêt en phase G0/G1 (303). 

En plus de ces trois gènes, nous avons aussi validé d’autres gènes impliqués dans 

l’oncogenèse, à savoir AJAP1, NOTCH3 et ETS2. AJAP1 a été décrit comme régulé à la baisse 

dans de nombreux types de cancers comme dans les carcinomes de l’endomètre (304) ou les 

gliomes (305). Dans ces derniers, la surexpression promeut l’adhésion cellulaire et diminue 

l’invasion cellulaire dans la matrice extracellulaire. Le produit du gène NOTCH3 est exprimé 

dans les cellules souches en quiescence où il joue le rôle d’inhibiteur de prolifération cellulaire 

(306). De plus, la surexpression de ce gène est associé dans presque tous les cas de leucémie 

aiguë lymphoblastique à cellules T (307, 308). Enfin, la protéine ETS2 est une oncoprotéine qui 

s’associe à la forme mutée de p53 (309, 310). De plus, la déplétion de ETS2 inhibe 

l’oncogenèse des carcinomes de l’œsophage. Cependant, l’expression de ETS2 est réduite 

dans les adénocarcinomes pulmonaires en comparaison avec les cellules saines, indiquant un 

rôle potentiel de suppresseur de tumeur qui peut être dépendant du contexte cellulaire (311). 

En conclusion, nous avons identifié un nouveau complexe transcriptionnel qui semble 

promouvoir l’oncogenèse en favorisant l’inhibition de plusieurs facteurs anti-tumoraux. 

Cependant, pour une caractérisation exhaustive des fonctions de ce complexe il serait 

nécessaire d’effectuer des analyses de ChIP-seq.  
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Interaction ΔNp73α-PARP14  

PARP14 a été identifié comme partenaire de ΔNp73α par les analyses de protéomique dans 

les 38HK. Les résultats décrits dans le chapitre 7 constituent un ensemble de données 

préliminaires sur le rôle de PARP14 dans la dérégulation de la voie de signalisation p53.  

Dans la littérature, PARP14 est décrite comme un cofacteur de la transcription régulée par 

Stat6 dans les macrophages. Néanmoins, les mécanismes d’action de PARP14 au niveau de la 

transcription des gènes sont encore méconnus. Nos résultats indiquent que la transformation 

par les protéines E6 et E7 du HPV38 augmente l’expression du gène PARP14. De plus, la 

déplétion de ΔNp73α engendre une baisse du niveau de PARP14 dans les 38HK. Des 

expériences supplémentaires sont donc nécessaires afin d’étudier le mécanisme qui est à la 

base de la stabilisation de PARP14 par ΔNp73α. Il est possible que l’interaction protéine-

protéine avec ΔNp73α protège PARP14 de la dégradation. En effet, grâce à l’optimisation d’un 

protocole d’extraction de protéines, nous avons pu démontrer que PARP14 interagit avec 

ΔNp73α au niveau de la chromatine, suggérant ainsi que PARP14 jouerait un rôle dans la 

régulation de la transcription.  

Les analyses par gradient de saccharose/co-IP montrent que ΔNp73α est capable de co-

immunoprécipiter E2F4 et PARP14 dans les mêmes fractions, ce qui soulève la question de la 

participation de PARP14 au sein du complexe ΔNp73α-E2F4/p130. Pour répondre à cette 

question nous avons effectué plusieurs tests d’immunoprécipitation utilisant des anticorps 

anti-E2F4 et anti-PARP14. Ces expériences se sont avérées techniquement difficiles à cause de 

la faible concentration des protéines endogènes dans les gradients de saccharose et/ou de la 

faible spécificité de certains anticorps anti-PARP14. Toutefois, les résultats issus des 

expériences avec des extraits nucléaires non fractionnés suggèrent que ΔNp73α forme deux 

complexes distincts, l’un avec E2F4/p130, et l’autre avec la PARP14. Ceci est en accord avec 

les résultats issus des analyses d’expression génique, qui montrent que la déplétion de 

PARP14 ne semble pas affecter l’expression des gènes cibles du complexe ΔNp73α-E2F4/p130. 

PARP14 catalyse le transfert du Mono-ADP-ribose (MAR) sur une protéine cible et, en même 

temps, elle est capable d’interagir avec cette protéine cible par l’intermédiaire de son 

macrodomaine 2 qui reconnait les modifications MAR. Dans ce travail, nous n’avons pas pu 
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observer de modification MAR au niveau de ΔNp73α par PARP14. Ceci pourrait être expliqué 

par (i) l’absence d’une protéine adaptatrice, qui pourrait être la cible de la modification; (ii) le 

fait que la modification MAR serait catalysée par un autre membre de la famille PARP, ce qui 

permettrait l’interaction de la PARP14 avec ΔNp73α; (iii) la présence des contaminants dans 

les échantillons de 3xFlag-ΔNp73α utilisés pour les tests, qui pourraient s’associer à ΔNp73α 

inhibant ainsi la modification MAR catalysée par la PARP14. De manière générale nous n’avons 

pas pu montrer que ΔNp73α est modifié par PARP14 dans un système in vitro. Cependant, 

nous n’excluons pas que ceci peut avoir lieu in vivo. 

Un résultat majeur de ce travail est la découverte que la déplétion de PARP14 augmente les 

niveaux de p53 dans les 38HK. Ceci indiquerait que PARP14 réprime p53 probablement en 

diminuant son niveau protéique, puisque les analyses RNA-seq dans les conditions de 

knockdown de PARP14 versus contrôle ne montrent aucune variation des niveaux d'ARNm du 

gène TP53. Des expériences supplémentaires sont donc nécessaires afin d’examiner si PARP14 

induit la dégradation de p53 dans le modèle cellulaire des 38HK.  

En accord avec ces résultats, les analyses transcriptomiques montrent que la déplétion de 

PARP14 induit l’augmentation de l’expression d’un grand nombre de gènes cibles de p53. 

D’autre part, cette déplétion semble affecter aussi l’accumulation de ΔNp73α au niveau de la 

chromatine. Ceci est vraisemblablement lié à l’augmentations des niveaux de p53, qui à son 

tour, active la transcription de ΔNp73α dans les 38HK. Nous supposons donc que la déplétion 

de PARP14 affecte en moindre degré les gènes régulés par ΔNp73α car cet effet serait 

compensé par l’augmentation des niveaux de ΔNp73α.  

La déplétion de PARP14 dans les 38HK induit l’augmentation de l’expression de certains gènes 

et la diminution de l’expression d’autres gènes, ce qui est en accord avec les données publiées 

sur les macrophages (266, 267). Supposant que par son interaction avec ΔNp73α, la PARP14 

acquiert des propriétés répressives de la transcription, nous nous sommes focalisés sur les 

gènes régulés à la hausse en conditions de knockdown de PARP14. La comparaison avec les 

analyses de RNA-seq sur ΔNp73α décrites plus haut indiquent une cinquantaine de gènes 

réprimés par PARP14 et ΔNp73α. En particulier les gènes ZNF385A et TEP1, sont associés à 

l’oncogenèse. Le produit du gène ZNF385A, connue également sous le nom HZF, est une 

protéine en doigt de zinc qui cible le 3’UTR de p53 afin de contrôler son export nucléaire (312). 

La protéine TEP1 est une composante du complexe ribonucléique de la télomérase (313). Par 



71 

 

les études réalisées dans le laboratoire de Massimo Tommasino, nous savons que le système 

de la télomérase est perturbé dans les 38HK où les télomères sont extrêmement courts et 

instables (314). Dans les 38HK, le gène hTERT est surexprimé par l’intermédiaire de ΔNp73α, 

ce qui mène à l’immortalisation cellulaire. Malgré cette surexpression, les 38HK présentent 

une érosion des télomères. Avec les voies de p53 et RB déficientes, ces cellules accumulent 

dès lors des aberrations génomiques à chaque division cellulaire. En effet, la présence de 

télomères courts et instables peut mener à un phénomène de fusion de terminaisons de 

chromatines, ainsi qu’à une mitose multipolaire (314). L’inhibition de l’expression de TEP1 par 

le complexe PARP14-ΔNp73α pourrait donc favoriser l’érosion des télomères dans les 38HK. 

Bien que nous nous sommes uniquement focalisés sur le rôle de PARP14 dans la transcription 

de gènes, il est important de mentionner que PARP14 est capable de se lier et stabiliser les 

ARNm, notamment dans le cas de l’ARNm de la cycline D1 (315), ce qui est lié à la présence 

d’un domaine RRM dans la PARP14. D’autre part, nos données de RNAseq n’ont pas montré 

d’effet de PARP14 sur le taux d’ARNm de la cycline D1. Ceci pourrait être dû au fait que, 

comme indiqué par O’Connor et al. (315), la stabilisation du ARNm de la cycline D1 par PARP14 

a lieu dans les cellules avec la voie de p53/p21 fonctionnelle et intacte, ce qui n’est pas le cas 

des 38HK.  

 

Enfin, Mehrotra et al. proposent un modèle où PARP14 agit comme commutateur 

transcriptionnel en fonction du stimulus (267). En absence de stimuli, PARP14 agit comme 

répresseur en recrutant les HDAC2 et 3. En présence du signal d’IL-4 et de Stat6 actif, PARP14 

devient activateur et est fonctionnelle du point de vue enzymatique. Une PARP14 

fonctionnelle semble donc être nécessaire pour que Stat6 se lie de manière efficace à l’ADN. 

Il est possible qu’une activation complète de la PARP14 dans les 38HK nécessite un stimulus, 

que dans ce cas pourrait être le rayonnement UV. Il serait donc intéressant de répéter les 

expériences de transcriptomique en présence des UV et voir si dans ces condition l’absence 

de PARP14 affecte les fonctions répressives de ΔNp73α au niveau des gènes cibles de p53. 

D’ailleurs, la déplétion de PARP14 ne semble avoir aucun impact sur la prolifération ainsi que 

la viabilité cellulaire des 38HK. Nous supposons que ceci est lié à l’augmentation des niveaux 

de p53 en conditions de knockdown de PARP14, ce qui se traduit en une augmentation de la 

transcription de l’isoforme ΔNp73α. De manière cohérente, il a été montré par Romero-

Medina et al. 2020 que p53 est un facteur essentiel à la survie des 38HK (69). Ainsi, nous 
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proposons de réaliser des expériences additionnelles de prolifération et de viabilité cellulaire 

en rajoutant le rayonnement UV à la déplétion de PARP14.  

Pour conclure, l’ensemble des résultats présentés dans ce manuscrit de thèse indiquent que 

PARP14 agit en tant que répresseur de la voie du suppresseur de tumeur p53 dans les 38HK, 

tout en renforçant l’activité inhibitrice de ΔNp73α. Comme dans le cas du complexe ΔNp73α-

E2F4/p130, l’identification des gènes régulés par le complexe ΔNp73α-PARP14 nécessite des 

analyses de ChIP-seq. En outre, des expériences classiques de ChIP en conditions de déplétion 

de PARP14 versus contrôle seront nécessaires afin d’évaluer les contributions de l’interaction 

protéine-protéine entre ΔNp73α et PARP14 sur l’expression de ces gènes. 
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Annexe 1 : Cell culture 

Human foreskin keratinocytes transformed by the E6 and E7 proteins from beta-HPV 38 (38HK) 

38HK are grown in FAD media, supplied in co-culture with murin fibroblastes NIH 3T3 treated with 

mitomycin C. After treatment with mitomycin C, fibroblasts are called Feeder. 

1. Culture of NIH 3T3 

Fibroblasts are cultivated in 10ml of DMEM + 10% FCS + Penicillin-Streptomycin (50 U/mL), usually in 

a T75 flasks. Usual splitting is performed with a 1:4 – 1:8 dilution factor. 

Preparation of Feeder 

1. Add 400µl (aliquot – see Material preparation section) of Mitomycine C directly to cells in 

culture. 

2. Leave in incubator for at least 2 hours. 

3. Collect cells by Trypsinization and DMEM +10% FCS media. 

4. Centrifuge at 1300-1400 rpm 3-5min. Discard supernatant 

5. Resuspend in FAD media. 

6. Quantify. 

2. Splitting of 38HK 

1. Remove feeder with PBS/EDTA (2mM): Add enough volume to cover the dish/flask (around 

10ml). Place back in incubator for few minutes (less than 5min). Monitor your cells under the 

microscope. If necessary, gently tap with your hand the flask. You should see some cells 

floating. 

2. Discard PBS/EDTA(2mM) and add trypsin to detach keratinocytes. Place back in incubator. 

Keratinocytes need more time to be detached.  

3. Collect cells with DMEM + 10% FCS in falcon 

4. Centrifuge at 1300-1400 rpm 3-5min. Discard supernatant. 

5. Resuspend in FAD media 

6. Usual splitting : 1 : 2 -1 : 4 dilution. Be carefull not to split too much since it would take time 

for the keratinocytes to recover and to start growing again. 

7. Add fibroblasts, the number of cells depends on the size of the flask/dish (see table X) 

3. Conditioned FAD media 

Conditioned media is obtained by incubating FAD media with Feeder. More precisely, Feeder are 

plated in flask/dish and the media recovered after overnight incubation. You can also recover 

conditioned media from the supernatant media of the falcon in which fibroblast has been resuspended 

when collected. It’s obtained after placing vertically the falcon in your incubator for at least overnight. 

This media can be used instead of feeder when it’s not available or haven’t been platted. Dilute the 

conditioned media with fresh media prior adding to keratinocytes (see quantification – dilute 

proportionally taking into account the amount of feeder which has been platted or present in the 

falcon). 
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An important remark is for conditioned media after lipofectamine transfection. The feeder should be 

resuspended in a FAD medium without Pen/Strep, Cholera Toxin and Ciproxin, as recommended by 

manufacturer after usage of lipofectamine. This conditioned media is used 4 hours after transfection. 

6 well plate  2ml media + 100 000 cells feeder 

T25 5ml media + 100 000 cells feeder 

T75/10cm dish 10ml media + 300 000 cells feeder 

150cm dish  20ml media + 600 000 cells feeder 

T175 30ml media + 600 000 cells feeder. 

For primary keratinocytes: they are growing without feeder in media for specifically dedicated to 

keratinocytes: C-20011 from PromoCell. 

4. Material preparation 

• FAD media: 3parts Ham’s F12 (21765-029 Gibco), 1 part DMEM (41965-039 Gibco), 2,5% fetal 

calf serum (FCS) (CVFSVF00-01, Lot S68028-0230 Eurobio), 1% Penicillin-streptomycin 

(Pen/Strep) (15140-122 Gibco), insulin (5µg/ml) (I9278-5ML Sigma), EGF (10ng/ml) cholera 

toxin (8.4ng/ml), adenine (24µg/ml), ciproflaxin hydrochloride (10µg/ml) and hydrocortisone 

(0.4µg/ml)  

• DMEM +++ : DMEM, FCS 10%, Pen/Strep 1% 

Adenine solution stock (100x) (A8626-25G Sigma) 

- Dissolve 242mg of Adenine in HCl 0.05N 

- Filtrate with 0.22µg and aliquot in 4ml and store at -20°C 

Cholera Toxin stock (1000x) (C8052-5MG Sigma) 

- Resuspend the whole powder in the powder with 602µl to obtain à solution 0.83mg/ml. Do it 

under the hood as the powder is carcinogenic. 

- Dilute 200µl of this solution in 20ml of Hepes 25mM = 10-7M stock solution 

- Filter in 0.22µM and aliquot by 400µl, store at 4°C 

Epidermal Growth Factor stock (10µg/ml = 1000x) (236-EG-01M BIO-TECHNE SAS (369)) 

- Dissolve 1mg of the powder in 100ml of DMEM 

- Filtrate with 0.22µM, aliquot at 400µl and store at -20°C 

Hydrocortisone stock (400µg/ml = 1000x) (H0888-1G Sigma) 

- Dissolve in 100% Ethanol at a concentration of 5mg/ml 

- Dilute in DMEM to obtain the stock solution at 400µg/ml 

- Filtrate with 0.22µM and aliquot in 400µl, store at -20°C 

Ciproxin (ciproflaxin hydrochloride - CIP) stock (10mg/ml = 1000x) (UC5074 Euromedex) 

- Dissolve in 0.1N HCl for a final concentration 10mg/ml 

- Filtrate and aliquot in 400 µl, store at -20°C 

Mitomycin C (M0503-5X2MG Sigma) 

- Resuspend 2mg in 4ml of DMEM, aliquot at 400µl and store at -20°C  
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Annexe 2 : Protein depletion  

1. Knockdown of ΔNp73a by sense (S) and antisense (AS) oligos 

Day 1 : 

Plate cells in 6-well plate 

1. 38HK: 350 000 cells/well ; Feeder : 100 000 cells /well 

2. CAL-51 : 500 000 cells/well  

Day 2 : 18-24h after plating : 

1. Prepare transfection mix by setting up the lipofectamine mix and the oligo mix according to 

the recipe described in Table 1. Incubate the two separate mixes for 5min at RT. Then, add the 

lipofectamine mix to the oligo mix. Incubate 20min at RT. 

 

Table 1: Oligo mix and lipofectamine mix per well for S/ AS transfection 

Lipofectamine Mix 

Lipofectamine 2000 5µl 

OptiMem 200 µl 

Oligo Mix 

Oligonucleotides (0.530µg/µl)  1.8µl 

OptiMem 200µl 

Oligos sequences: 

S sequence: 5’-CCATGCTGTACGTCGGT-3’ 

AS sequence: 5’-ACCGACGTACAGCATGG-3’ 

2. Remove medium of 38HK or Cal51 cultures. 

3. Wash with 1 ml PBS + EDTA (to remove feeder of 38i) or PBS only (Cal51) 

4. Add 1ml Optimem 

5. Add 400 µl of transfection mix per well 

6. Incubate 4 hours and then remove transfection mix. Add 2 ml/well of FAD conditioned media 

without P/S, CIP and cholera toxin (38HK) or DMEM/FBS without P/S and CIP (CAL-51).  

Day 3 : Collect cells after 24h (38HK) or 30h (CAL-51) 

Cells are collected using the lysis buffer RP1 from the kit “NucleoSpin RNA/Protein, Mini kit for RNA 

and protein purification” from Macherey-Nagel (ref. 740933.250) and following the protocol of the kit 

or by IP lysis buffer (Tris 20mM, NaCl 200mM, EDTA 1mM, NP-40 0.05%, Protease inhibitor 100%) 

2. Knockdown E2F4-5 by siRNA 

Day 1 : Platting 

Plate cells in 6-well plate : 

1. 38HK: 350 000/well. 

a. Feeder : 100 000/well 

2. CAL-51 : 450 000 cells/well  
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3. HNC-136 : 320 000 cells/well 

Day 2 : 18-24h after platting 

1. Prepare transfection mix (see below). Meantime the incubation, perform point 2-4. 

2. Remove medium 

3. Wash with 1 ml PBS + EDTA (to remove feeder of 38HK) or PBS only (CAL-51) 

4. Add 1ml Optimem 

5. Add 400 µl of transfection mix per well 

6. Incubate 4 hours 

7. after 4 hours, remove transfection mix and add 2 ml (6well plate) of media FAD without P/S, 

CIP and cholera toxin (38HK) or DMEM/FBS without P/S and CIP (CAL-51, HNC-136) 

 

Table 2: Oligo mix and lipofectamine mix per well for siRNA transfection. 

Lipofectamine mix 

Lipofectamine 2000 5µl 

OptiMem 200 µl 

The siRNA has been provided from Dharmacon : ON-TARGETplus Human E2F4 (1874) – SMARTpool 

20nmol,  and ON-TARGETplus Human E2F5 (1875) – SMARTpool 20nmol 

1. Prepare Lipofectamine mix and siRNA mix. Incubate 5min at RT 

2. Add lipofectamine mix to siRNA Mix (=Transfection mix). Incubate 20min at RT 

Day 4 Collect after 48h after transfection 

Cells are collected using the lysis buffer RP1 from the kit “NucleoSpin RNA/Protein, Mini kit for RNA 

and protein purification” from Macherey-Nagel (ref. 740933.250) and following the protocol of the kit 

or by IP lysis buffer (Tris 20mM, NaCl 200mM, EDTA 1mM, NP-40 0.05%, Protease inhibitor 100%) 

3. Knockdown E2F4-5 by shRNA 

Day 1 : Platting 

Plate cells in 6-well plate : 

1. 38HK: 300 000/well. 

a. Feeder : 100 000/well 

Day 2 : 18-24h after platting 

1. Prepare transfection mix. Meantime prepare point 2 

2. Remove media and feeder, if it has been plated with it. In conditionned media, no need to 

change the media. 

3. Add drop by drop to the cells 

 

 

 

siRNA mix 

 Scramble Single knockdowns Double knockdowns 

siRNA  4μl of scamble (50μM) 2μl siE2F4 (100mM) or 2μl 

siE2F5 (100mM) 

1μl siE2F5 (100mM) + 1μl 

siE2F4 (100μM) 

OptiMem 200µl 



95 

 

Table 3: Transfection mix (per well) 

TransIT (Mirius - MIR2800) 7.5µl 

OptiMem 250 µl 

DNA Total of 2,5µg 

Prepare mix, incubate at RT for 30min before adding to cells 

For rescue experiment, plasmides used : pLKO.1 (SIGMA MISSION® pLKO.1-puro Non-Mammalian 

shRNA Control Plasmid DNA SHC002), pcDNAneo, 3xFlagE2F4, 3xFlagE2F5. The shRNA-E2F4 and 

shRNA-E2F5 has been cloned from plKO1 shRNA SHC002 SIGMA plasmid. 

Day 4 Collect after 48h after transfection 

Cells are collected using the lysis buffer RP1 from the kit “NucleoSpin RNA/Protein, Mini kit for RNA 

and protein purification” from Macherey-Nagel (ref. 740933.250) and following the protocol of the kit 

or by IP lysis buffer (Tris 20mM, NaCl 200mM, EDTA 1mM, NP-40 0.05%, Protease inhibitor 100%) 
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Annexe 3 : Fractionation of cellular extracts 

Buffers volume should be adapted, considering that the original protocol is for 2-5*10^7 cells (! Can 

be very dense at 5*10^7, can be considered to work with slightly bigger volumes) 

Buffer A 
For 5ml 

Stock solutions Volumes necessary 

HEPES KOH pH8 10mM 1 M 50ul 

MgCl2 1,5mM 1 M 7,5ul 

KCl 10mM 1M 50ul 

Igepal 0,1% 10% 50ul 

DTT 0,5mM 1 M 2,5ul 

PIC 1x 1 tablet in 1ml 500ul 

NaF 10mM 1M 50ul 

H2O   4,29ml 

 

Buffer B 
For 1ml 

Stock solutions Volumes necessary 

HEPES KOH pH8 20mM 1M 20ul 

MgCl2 1,5mM 1M 1,5ul 

NaCl 250mM 5M 50ul 

Igepal 0,1% 10% 10ul 

DTT 0,5m 1M 0,5ul 

PIC 2x 1 tablet in 1ml 200ul 

Naf 10mM 1M 10ul 

Glycerol 20% 50% 400ul 

EDTA 0,2mM 0,5M 0,4ul 

H2O   307,4ul 

 

Buffer B 10x 
For 100ul 

Stock solutions Volumes necessary 

HEPES KOH pH8 200mM 1M 20ul 

MgCl2 15mM 1M 1,5ul 

NaCl 2,5M 5M 50ul 

Igepal 1% 100% 1ul 

DTT 5mM 1M 0,5ul 

PIC 4x 1 tablet in 500ul 10ul 

Naf 100mM 1M 10ul 

EDTA 2M 0,5M 0,4ul 

H2O   6,6ul 
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Day1: 

1. Plate 7-8*10^6 cells/Dish in 6 150mm dishes. Plate using conditioned media. Optimally 18-24h 

before lysis of the cells. 

Day 2: 

1. Remove media and rinse the cells with PBS 1x. 

2. Add buffer A to lyse the cells: collect all 6 dishes with 2 ml of Buffer A. Recover them in 

Eppendorf tubes. 

3. Incubate on ice 15min 

4. Disrupt cells by passing through a 25 G needle 10-15 times EACH PELLET FROM EACH TUBE 

5. Centrifuge 5min at 12000 rpm 4°C 

6. Collect supernatant = cytoplasmic soluble fraction. 

7. Wash pellet with buffer A (= avoid contamination of cytoplasmic proteins) : add 100ul of B.A 

without mixing. Spin 30s. 

8. Resuspend pellets in total 200 μl Buffer B, regroup them all in one tube. 

9. Incubate on ice 30min 

10. Centrifuge 5min 4°C 12 000 rpm 

11. Collect supernatant = nuclear fraction 

12. Wash 2x the pellet with buffer A (= avoid contamination of cytoplasmic proteins) : add 100ul 

of B.A without mixing. Spin 30s. 

13. Resuspend in 190μl μl of Buffer A and add 6μl CaCl2 (0.1M) + 2μl BSA (10mg/ml) + 2μl MNase 

(2000 gel U/μl, NEB) 

14. Incubate on rotor 2h at 4°C 

15. Disrupt mechanically the pellet with the syringe 27G, x15 up-downs 

16. Add 12 μl of ice-cold EGTA 0.1 M to stop MNase If necessary, take an aliquot (10μl) for DNA 

isolation to confirm the sufficient digest of DNA. 

17. Add 23,5μl (1/9 of Volume in the tube) of Buffer B 10x. Be careful to well resuspend and 

homogenize. 

18. Incubate on rotor at 4°C for 40min 

19. Centrifuge 5 min 4°C 12 000 rpm. 

Salt solution and equilibration buffer 10X 
For 50ml 

Stock solutions Volumes necessary 

Tris HCl pH 7.5 20mM 1M 1ml 

NaCl 100mM 5M 1ml 

MgCl2 5mM 1M 250µL 

H2O   47,750ml 

Washing buffer 
For 100ml 

Stock solutions Volumes necessary 

Tris HCl pH 7.5 20mM 1M 2ml 

NaCl 150mM 5M 3ml 

MgCl2 1.5mM 1M 150µl 

EDTA 0.2mM 0.5M 40µl 

H2O   94,81ml 
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20. Collect supernatant, carefully without touching the pellet = Chromatin soluble fraction. 

If there was a lot of cells and the supernatant is trouble, recover in a new tube and centrifuge again 

for 15min. Repeat this step if required to obtain clear supernatant as much as possible. 

Quantify the proteins. The quantification would give an overestimated value, as the digestion of the 

chromatin is partial and there is still some non-soluble part collected with the supernatant. 
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Annexe 4A : Sucrose Gradient Ultracentrifugation: 

Use the Gradient Mixer (EL2600) with magnet to form a gradient 10-50% sucrose. Prepare tubes at 

least 1h before loading the samples. 

The best is to prepare the tubes the same day as when you’ll launch your ultracentrifugation (Day 2). 

If necessary, it can be prepared the day before (Day 1). 

Sucrose dilutions (10 ml each): 

• 50%: 1 ml 10X Salt solution, 6.66 ml Sucrose 2,2M, 2.32 ml H2O 

• 10%: 1 ml 10X Salt solution, 1.34 ml Sucrose 2,2M, 7.66 ml H2O 

 

1. Wash the columns with ethanol (open valves), let drain all ethanol. Wash 2 times with water. 

At the end, close the first and second clamp before all water flow out: as we are not using 

peristaltic pump, this remaining water is used to pull down your sucrose. 

2. Close all valves. Pour 5,5ml of 50% sucrose. Open carefully the valve between the 50% and 

10% columns: it fills the valve with sucrose solution: to avoid bubble that could be stuck in. 

Close it quickly to not let out to the 10% column. Pour 5ml of 10% sucrose. 

3. Open first the valve between columns. You should see a mixing between columns, it’s the 

equilibration of volumes between columns. Open the second valve. The mix shouldn’t go yet 

to the pipe. Carefully, open the second clamp. The water stuck in pipe shouldn’t flow out yet. 

4. Put a waste backer at the end of your system. Unscrew the first clamp: the remaining water 

should start to go out slowly. At the same time, your sucrose mix should enter the pipe. Once 

all the water goes out, the rate of flow of your sucrose will goes very fast: close rapidly your 

pipe with the second clamp. Screw the first clamp. 

5. Place your Beckman tube to your system: the needle should reach the very bottom of your 

tube. 

6. Remove the second clamp and carefully unscrew the first clamp: the first clamp allows to 

control the flow. Your sucrose mix should flow slowly through the pipe. 

7. Stop the system when your last drop of sucrose mix reaches the indication on the pipe: it’s to 

keep the dead volume and not introduce any bubble to your sucrose tube. 

8. Remove your tube from the needle, cover with parafilm and place in the fridge (! Carefully not 

to shake and disturb the gradient). Let cool down your tube before introducing your sample. 

9. Load sample carefully on the top of your sucrose tube. Maximum: up to 2mg of proteins or 

1ml of volume. For sucrose gradient adapt the volume to 450µl. Check the balance for your 

ultracentrifuge. 

10. Place in rotor SW41 for 16h, 4°C, 35300rpm 

  

Sucrose stock solution 2,2M 
188.265g sucrose in a final volume of 250ml of 

water 
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Annexe 4B : Immunoprecipitation 

Day 3:  

1. Prepare 2x20tubes, first set for inputs, the second for IP. 

2. Remove your tube from the rotor. 

3. For this step, work in cold room. Start to collect fractions (500μl) by pipetting from the top and 

place the fractions in “input” tubes. Your tip should only touch the meniscus. (! The last tube 

(20) doesn’t have exactly 500µl) 

4. Prepare your beads with Ab for IP : see below the conditions for each Ab. Distribute in your 

set of tubes “IP”. 

5. Depending on the necessity: collect 400μL or 450μl from “input” tubes to “IP” containing 

already your beads coupled to Ab. The left over is used as input. It can be directly ready to load 

on sds-page gel (50μl left) or proteins from 100μl left are precipitated by acetone. This second 

method can be useful if one of the proteins of interest is less abundant/expressed and hardly 

detectable. However, by this method you also precipitate the salts present in sucrose buffer. 

This increases the background detectable later on WesternBlot. See below for Acetone 

precipitation protocol. 

6. Incubate the required time (see below) on rotor wheel at 4°C. 

7. Centrifuge 5min 4°C 1400rpm. Discard supernatant. (If necessary, can be kept for WB analysis, 

if there is an issue with co-IP). 

8. Add 1ml of washing buffer and resuspend by inverting the tube. Centrifuge 5min 4°C 1400rpm. 

9. Repeat step 8 for a total of 3 washes. 

10. After the last centrifugation, remove as much as possible of the supernatant. 

11. Add 20µl of Loading Dye 1x and heat at 95°C. 

1. Immunoprecipitation conditions 

All antibody coupled to the beads should be equilibrated with buffer corresponding in salt to the 

sucrose gradient (equilibration buffer 1X), i.e. 10 mM NaCl; 2 mM TrisHCl pH7,5; 0,5mM MgCl2. Always 

pipette beads with cut tips. 

HA antibody, (A2095-1ML , Sigma) : 

1. 30µl/IP in one falcon or tube. Resuspend well the tube before collecting, do not vortex. For 

sucrose IP, add 600µl of beads to falcon containing 10ml of equilibration buffer 

2. Centrifuge 5min 4°C 1000g. Remove supernatant without touching the beads. 

3. Add 1ml of equilibration buffer. Resuspend beads. Dispense 60µl to each Eppendorf tube 

labelled « IP » (see above). 

4. Centrifuge 5min 4°C 1000g. Remove supernatant without touching the beads, as much as 

possible. 

5. Incubation time with sample : 2h 
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E2F4 antibody (sc-6851, Santa Cruz) : 

1. 30µl/IP in one falcon or tube. Resuspend well the tube before collecting, do not vortex. For 

sucrose IP, add 600µl of beads to falcon containing 10ml of equilibration buffer. 

2. Centrifuge 5min 4°C 1300rpm. Remove supernatant without touching the beads. 

3. Add 1ml of equilibration buffer. Resuspend beads. Dispense 60µl to each Eppendorf tube 

labelled « IP » (see above). 

4. Centrifuge 5min 4°C 1300rpm. Remove supernatant without touching the beads, as much as 

possible. 

5. Incubation time with sample: 4h 

 

PARP14 antibody (GTX131920, GeneTex) 

1. 3µg Ab with 30µl beads Sepharose A/G () in 300µl PBS 1X per IP. Prepare in one tube, couple 

the Ab to beads overnight. 

2. Centrifuge 5 min 4°C 500 rpm. Remove the supernatant. 

3. Add 500µl of equilibration buffer x number of IP 

4. Centrifuge 5 min 4°C 500 rpm. Remove the supernatant. 

6. For sucrose gradient IP’s, add 1ml of equilibration buffer. Resuspend beads. Distrubute 60µl 

to each Eppendorf tube labelled « IP » (see above). 

7. Centrifuge 5min 4°C 1300rpm. Remove supernatant without touching the beads, as much as 

possible. 

8. Incubation time with sample: at least 4h. The overnight experiment didn’t show any difference 

in efficiency but if necessary it can be performed. 

2. Acetone precipitation (Optional) 

1. Add x5 volume of pure acetone cooled in -20°C. 

2. Put tubes in -20°C for at least 1h. Due to technical organization, all precipitations were 

performed overnight: following some sources in some conditions it can increase the efficiency. 

3. Centrifuge 10min 4°C at maximum speed (>13000rpm). 

4. Discard SN without disturbing the sucrose pellet. 

5. Wash in 1:4 of H2O:acetone solution. Water is necessary to solubilize the sucrose still present. 

6. Repeat the wash 2 times, until you don’t have sucrose pellet anymore. 

7. Remove all acetone, as much as possible, and let dry the pellet under chemical hood. 

8. Resuspend in LD 1x in a volume adapted to the experiment. In case of less abundant/expressed 

and hardly detectable, resuspend in 10μl and load the total amount on sds-page gel. During 

resuspension, collect gently the proteins attached to the wall (pipet along the wall of the tube). 

9. Heat at 95°C for 5min 
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Annexe 5 : RT-qPCR 

The RNA is extracted using lysis buffer from Macherey-Nagel 740933.50 RNA-protein extraction kit 

(see above). The lysis buffer is applied directly on cells from a 6-well plate. 

 

1. The cDNA is synthetised using the kit of Thermo Fisher Scientific (K1621) and following the 

manufacturer protocol. The standard protocol for cDNA synthesis requires 400ng of RNA. 

This amount has been increased up to 800ng if the gene is low expressed. In theory, it can go 

up to 1µg. 

2. The obtained cDNA is diluted 1:100 in ultra-pure water (or 1:10 if low expression of genes) 

prior the RT-qPCR platting. 

3. For each biological replicate, prepare a technical triplicate of Master Mix solution. Because of 

the viscosity of the Mesa Green, prepare n+2 Master Mix solutions for each gene. 

Example : for 3 scrambles and 3 siRNA conditions (3+3 biological replicate), you need to 

prepare [(3+3)*3]+2= 20 of master mix solution replicates. 

4. Dispense 17,5µl of the Master mix solution in each well of the 96-well plate USING THE SAME 

TIP. 

5. Add 2,5µl of cDNA CHANGING YOUR TIP EACH TIME. 

Per replicate/gene:  

Point 5 

MESA GREEN qPCR 2X MasterMix (RT-SY2X-
06+WOU, Eurogentec) 

10µl 

Forward primer (10pmol/µl) 0,4µl 

Reverse Primer (10pmol/µl) 0,4µl 

H2O (ultra-pure, RNAse and DNAse free) 6,7µl 

Point 6 DNA 2,5µl 

 TOTAL 20µl 

 

6. Seal the 96-well plate with MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied Biosystems™ - 

4360954) 

7. PCR program : 
Rem1: The standard number of cycles for Cycling stage is 35-40, and not 45 

Rem2 : The Tm°C (here 62°C) is determined before and specific for each gene.  

 

8. Analyse using ΔΔCt method 
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Annexe 6 : Senescence Assays 

1. Immunofluorescence 

Material used for senescence assay : 

• Anti-Histone H3 (di methyl K9) antibody [mAbcam 1220] - ChIP Grade ab1220 

• Alexa Fluor 488 goat anti-mouse igG (H+L), Invitrogen (A11029) 

• Vectashield Antifade Mouting Media with DAPI (Vector Laboratories, H-1500) 

 

1. Plate cells in 6 well plate. Follow the protocol for knockdowns if required. If the cells don’t 

need to be treated, collect them 24h after platting. 

2. Collect cells with Trypsin + DMEM +++ (100µl/well, inhibit trypsin with DMEM +++ (1.5ml), 

centrifuge 4min 1400rpm, remove SN). 

3. Wash with 500µl of PBS + FCS 3%, centrifuge 3min 1300rpm 

4. Discard SN, resuspend in 100µl PBS + FCS 3% 

5. Place 20µl of cells suspension on slides treated with polyLysine - Sigma (P6285-5MG) (the 

treatment has been done before, ready to use slides are stored in the fridge). Let dry few 

minutes 

6. Add 50µl of paraformaldehyde 4% and leave for 10-15min in dark 

7. Remove by vacuum (without touching cells! carefully remove by capillarity) 

8. Wash briefly with PBS + FCS 3% (add 50µl - vacuum) 

At this step the slides can be stored in petri dish on humid paper towel to create a humid chamber. 

The cells should be cover with PBS+FCS 3%. It's to prevent to dry the cells which were fixed thanks to 

the paraformaldehyde. 

1. Add 50µl of Triton 0.1%, leave fo 10-15min in dark - it permeabilises the cells. 

2. Wash 3-5 times with PBS+ FCS 3% 

3. Incubate with primary Ab 2h (1:250, diluted in PBS + FCS 3%) 

4. Wash 3-5 times with PBS + FCS 3% 

5. Incubate with secondary Ab 1h (1:1000) Alexa 488 Mouse, diluted in PBS+FCS 3% 

6.  Add 30-50 µl of DAPI Mounting solution and place small coverslide. Clean the excess of 

mounting solution and let it dry few minutes in dark. 

The slide is ready to analyse of IF microscope. Dapi is analysed on "DAPI" canal, when the H3K9me2 

signal is followed on "FITC" canal. 

2. β-galactosidase 

Cells have been plated on a 6 well plate, followed by transfection of siRNA as described previously. For 

the staining we used the Staining kit (Cell Signaling Technology #9860) and followed the 

manufacturer’s instructions. 
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Annexe 7 : RNAseq analysis of ΔNp73α KD (Chapitre 6) 

Tableau 7.1 GO des Processus Biologiques de protéines de gènes dérégulés après déplétion de ΔNp73α. 
Seulement les 10 premiers résultats sont indiqués 

#term ID term description observed 

gene count 

background 

gene count 

strength false 

discovery 

rate 

GO:0031581 Hemidesmosome assembly 6 12 0.92 0.0168 

GO:0031065 Positive regulation of histone deacetylation 8 18 0.87 0.0043 

GO:0060707 Trophoblast giant cell differentiation 6 14 0.85 0.0282 

GO:1990264 Peptidyl-tyrosine dephosphorylation involved 

in inactivation of protein kinase activity 

6 15 0.82 0.0355 

GO:1900745 Positive regulation of p38MAPK cascade 10 26 0.81 0.0018 

GO:0032495 Response to muramyl dipeptide 7 20 0.76 0.0275 

GO:0080182 Histone H3-K4 trimethylation 7 20 0.76 0.0275 

GO:1900744 Regulation of p38MAPK cascade 12 38 0.72 0.0015 

GO:0031063 Regulation of histone deacetylation 9 29 0.71 0.0116 

GO:0000188 Inactivation of MAPK activity 8 27 0.69 0.0279 

 

Tableau 7.2 Analyses d’enrichissements des voies de signalisations parmi les gènes régulés à la hausse après 
déplétion de ΔNp73α 

#term ID term description observed 

gene count 

background 

gene count 

strength false 

discovery 

rate 

HSA-1280215 Cytokine Signaling in Immune system 77 681 0.27 0.0011 

HSA-6783783 Interleukin-10 signaling 13 45 0.68 0.0189 

HSA-449147 Signaling by Interleukins 50 440 0.28 0.0264 

HSA-6809371 Formation of the cornified envelope 22 127 0.46 0.0264 

 

Tableau 7.3 Gène régulés à la hausse après déplétion d’E2F4-5 ou de ΔNp73α. 

Gène 
Log2 FC 
E2F4-5 

KD 

Valeur p 
ajustée 

Log2 FC 
DNp73a KD 

Valeur p 
ajustée 

Gène 
Log2 FC 
E2F4-5 

KD 

Valeur p 
ajustée 

Log2 FC 
DNp73a KD 

Valeur p 
ajustée 

ST3GAL1 0.34 2.63E-07 0.28 0.0004 HLA-B 0.30 0.0019 0.29 0.0194 

CREBBP 0.31 0.0006 0.28 0.0035 SH3PXD2A 0.20 0.0020 0.21 0.0116 

MAFB 0.50 0.0003 0.38 0.0241 MBD6 0.23 0.0028 0.33 0.0209 

PDRG1 0.28 0.0002 0.33 0.0004 BAK1 0.22 0.0059 0.26 0.0468 

LYPD3 0.22 0.0219 0.41 0.0017 PLXNB3 0.36 0.0082 0.60 0.0197 

SEMA3C 0.61 1.13E-10 0.26 0.0334 ABCA1 0.93 1.55E-20 0.55 1.71E-07 

DNAJC5 0.32 1.94E-06 0.42 0.0043 BTG1 0.26 7.63E-05 0.36 9.38E-05 

KRI1 0.23 0.0015 0.26 0.0428 KMT2D 0.41 1.51E-05 0.37 0.0050 

ZNF841 0.35 0.0049 0.37 0.0014 ZFYVE26 0.39 1.58E-07 0.29 0.0012 

MYBBP1A 0.20 0.0035 0.35 0.0260 MRTFA 0.20 0.0240 0.34 0.0212 

MUC16 0.75 8.52E-05 0.28 0.0040 AJAP1 0.27 0.0250 0.44 0.0002 

RTN4RL1 0.21 0.0430 0.37 0.0363 H2BC21 0.43 0.0264 0.42 0.0229 

KCNK1 0.35 6.83E-05 2.53 0.0022 TNFAIP3 0.34 0.0009 0.55 1.70E-08 

SART1 0.26 0.0011 0.40 0.0140 ZBTB7B 0.25 0.0072 0.46 0.0173 

ZNF276 0.21 0.0307 0.58 1.73E-06 DUSP5 0.36 5.76E-06 0.22 0.0093 

CSF1 0.28 0.0025 0.23 0.0371 CLBA1 0.31 0.0060 0.37 0.0163 
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BRPF1 0.30 0.0001 0.25 0.0337 FLCN 0.26 0.0061 0.52 5.01E-05 

RPS6KB2 0.22 0.0111 0.35 0.0180 POLR3H 0.33 1.97E-05 0.26 0.0461 

NOTCH3 0.52 1.52E-06 0.88 4.22E-05 C1R 0.48 0.0042 0.31 0.0231 

ZNF385A 0.38 9.86E-07 0.39 0.0106 HRAS 0.38 1.35E-06 0.50 0.0058 

SNAPC4 0.47 1.00E-08 0.57 0.0010 SLC26A6 0.37 7.02E-06 0.34 0.0160 

ZNF316 0.39 1.43E-05 0.42 0.0058 ZNF142 0.33 1.82E-05 0.32 0.0020 

ENTPD6 0.23 0.0004 0.26 0.0340 AKAP8 0.21 0.0128 0.20 0.0478 

DOT1L 0.38 0.0003 0.34 0.0364 MSS51 0.68 0.0029 0.71 0.0016 

MN1 0.44 2.76E-05 0.55 9.61E-05 BMF 0.32 0.0256 0.36 0.0396 

LAMP1 0.29 3.69E-07 0.21 0.0191 DSC2 0.36 2.33E-06 0.45 2.41E-06 

ZNF263 0.46 9.32E-09 0.24 0.0219 PCSK7 0.21 0.0047 0.25 0.0402 

SMAD7 0.31 0.0014 0.29 0.0194 ZNF202 0.31 0.0005 0.23 0.0257 

IP6K1 0.26 0.0019 0.20 0.0494 ANKRD10 0.25 0.0058 0.23 0.0182 

H2AC6 1.16 1.60E-23 0.58 3.75E-06 RDH13 0.28 0.0162 0.47 0.0028 

NBPF14 0.63 0.0006 0.32 0.0200 TMEM222 0.32 5.68E-05 0.50 0.0046 

NACC2 0.34 0.0002 0.31 0.0243 REXO1 0.29 0.0147 0.48 0.0184 

UBXN11 0.35 0.0021 0.45 0.0301 FAM13B 0.22 0.0398 0.26 0.0191 

MIGA2 0.30 0.0003 0.35 0.0366 U2AF2 0.22 0.0006 0.30 0.0150 

VAV2 0.22 0.0007 0.30 0.0223 COL4A2 0.22 0.0068 0.32 0.0343 

FLRT2 0.22 0.0340 0.32 0.0035 VPS18 0.32 3.87E-05 0.35 0.0297 

PLCXD2 0.31 0.0289 0.49 6.67E-05 RCE1 0.32 0.0005 0.30 0.0449 

POLR3A 0.24 0.0004 0.20 0.0197 DDX51 0.32 2.50E-05 0.41 0.0036 

KITLG 0.36 7.75E-06 0.40 0.0015 SIRT7 0.24 0.0040 0.47 0.0067 

XYLT1 0.39 0.0215 0.37 0.0200 GRHL3 0.53 0.0235 0.71 0.0036 

RBM33 0.24 0.0003 0.27 0.0032 LYST 0.33 0.0001 0.27 0.0042 

KMT2B 0.24 0.0028 0.32 0.0416 ZNF600 0.31 0.0092 0.28 0.0241 

SMCR8 0.27 0.0005 0.29 0.0006 PPP1R16A 0.27 0.0288 0.67 0.0070 

PRRC2B 0.34 2.94E-06 0.26 0.0334 VGLL4 0.21 0.0116 0.22 0.0311 

CEACAM19 0.29 0.0039 0.59 0.0006 SLC16A2 0.36 0.0002 0.30 0.0045 

CDKN2B 0.28 0.0011 0.23 0.0267 ZNF26 0.37 0.0005 0.26 0.0425 

ZNF84 0.22 0.0252 0.37 0.0014 CDK20 0.45 0.0082 0.46 0.0494 

GJB5 0.31 0.0001 0.32 0.0025 RNF44 0.34 1.04E-05 0.38 0.0067 

SETD1B 0.28 0.0100 0.28 0.0485 PFKFB3 0.24 0.0010 0.32 0.0058 

RAP2B 0.25 0.0011 0.23 0.0114 DHX38 0.27 0.0001 0.25 0.0387 

TNFRSF10D 0.59 2.07E-20 0.41 3.94E-06 TRAF4 0.38 2.46E-12 0.37 0.0106 

COL12A1 0.20 0.0031 0.29 0.0004 ZNF432 0.56 4.83E-06 0.30 0.0219 

FRAS1 0.39 0.0003 0.46 1.02E-05 TNC 0.52 5.93E-12 0.49 1.06E-08 

CCNL2 0.20 0.0203 0.27 0.0069 PRDM1 0.46 1.08E-05 0.34 0.0118 

FBXL6 0.33 0.0011 0.56 0.0113 ITGA2 0.32 2.80E-05 0.24 0.0097 

ATP6V0D1 0.22 0.0044 0.24 0.0477 NKIRAS2 0.33 6.89E-05 0.32 0.0016 

B4GALNT4 0.26 0.0105 0.41 0.0296 ZNF473 0.38 5.99E-06 0.29 0.0058 

FBXO32 0.43 7.15E-09 0.21 0.0267 NR1H2 0.27 0.0318 0.43 0.0282 

BCL11B 0.81 3.21E-15 0.37 0.0071 BMP2 0.38 0.0094 0.51 0.0001 

CENPT 0.29 0.0006 0.32 0.0177 ZNF79 0.50 4.70E-06 0.27 0.0343 

LRRC14 0.37 5.25E-05 0.33 0.0421 TPRG1L 0.54 6.74E-14 0.23 0.0219 

CLASRP 0.21 0.0071 0.29 0.0465 TET3 0.45 7.21E-11 0.31 0.0012 
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ABSTRACT Tumor suppressor p53 and its related proteins, p63 and p73, can be syn-
thesized as multiple isoforms lacking part of the N- or C-terminal regions. Specifically,
high expression of the DNp73a isoform is notoriously associated with various human
malignancies characterized by poor prognosis. This isoform is also accumulated by onco-
genic viruses, such as Epstein–Barr virus (EBV), as well as genus beta human papillomavi-
ruses (HPV) that appear to be involved in carcinogenesis. To gain additional insight into
DNp73a mechanisms, we have performed proteomics analyses using human keratino-
cytes transformed by the E6 and E7 proteins of the beta-HPV type 38 virus as an experi-
mental model (38HK). We find that DNp73a associates with the E2F4/p130 repressor
complex through a direct interaction with E2F4. This interaction is favored by the N-ter-
minal truncation of p73 characteristic of DNp73 isoforms. Moreover, it is independent of
the C-terminal splicing status, suggesting that it could represent a general feature of
DNp73 isoforms (a, b , g , d , « , z , u , h , and h1). We show that the DNp73a-E2F4/p130
complex inhibits the expression of specific genes, including genes encoding for negative
regulators of proliferation, both in 38HK and in HPV-negative cancer-derived cell lines.
Such genes are not inhibited by E2F4/p130 in primary keratinocytes lacking DNp73a,
indicating that the interaction with DNp73a rewires the E2F4 transcriptional program. In
conclusion, we have identified and characterized a novel transcriptional regulatory com-
plex with potential implications in oncogenesis.

IMPORTANCE The TP53 gene is mutated in about 50% of human cancers. In contrast,
the TP63 and TP73 genes are rarely mutated but rather expressed as DNp63 and DNp73
isoforms in a wide range of malignancies, where they act as p53 antagonists. Accumulation
of DNp63 and DNp73, which is associated with chemoresistance, can result from infection
by oncogenic viruses such as EBV or HPV. Our study focuses on the highly carcinogenic
DNp73a isoform and uses a viral model of cellular transformation. We unveil a physical
interaction between DNp73a and the E2F4/p130 complex involved in cell cycle control,
which rewires the E2F4/p130 transcriptional program. Our work shows that DNp73 iso-
forms can establish interactions with proteins that do not bind to the TAp73a tumor
suppressor. This situation is analogous to the gain-of-function interactions of p53 mutants
supporting cellular proliferation.

KEYWORDS p53, DNp73 isoforms, E2F4, p130, protein-protein interactions, gene
expression, transformation
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The p53 family of proteins plays a key role in cancer prevention. It consists of 3 homolo-
gous transcription factors (TFs), namely, p53, p63, and p73, which bind to common DNA

promoter sites (p53RE). The TP53, TP63, and TP73 genes can be expressed as multiple iso-
forms lacking part of the N- or the C-terminal regions. In the case of TP73, the full-length
TAp73 protein is transcribed from the P1 promoter upstream of exon 1, whereas DNp73
isoforms are generated from the P2 promoter within intron 3. These isoforms lack the N-
terminal transactivation domain (TAD) and, consequently, act as dominant negative inhibi-
tors of full-length TAp73 and of its TAp53 and TAp63 homologues (1–3). Interestingly, the
DN P2 promoter contains a p53 response element (RE) that enables TAp53 and TAp73 to
induce expression of DN isoforms (4), thus creating a negative feedback loop that fine-
tunes p53 and p73 functions. Additional isoforms of TAp73 and DNp73 proteins (i.e., a, b ,
g , d , « , z , u , h , and h1 isoforms) are generated by alternative splicing within the 39 region
of the gene (exons 10 to 14), giving rise to differences in the C-terminal regions of the pro-
teins (5, 6).

Expression of the TA and DN proteins is highly cell- and tissue-specific. Whereas the
DN isoforms support proliferation, the TA proteins promote cell cycle arrest, senescence,
and apoptosis, suggesting that the ratio between TA and DN proteins determines cell fate
and oncogenesis (7). In healthy cells, where DNp73 levels are low, c-Abl phosphorylation
coupled to Pin1 isomerase binding results in the stabilization of TAp73 (8–10), whereas
DNp73 isoforms are rapidly degraded by other ubiquitin ligases that can discriminate
between TA and DN isoforms (11) or via the calpain (12) and 20S proteasome (13) pathways.

Mutation of the TP53 gene is the most frequent genetic alteration, present in about
50% of human cancers. In contrast, the TP63 and TP73 genes are rarely mutated but are
rather expressed as DNp63 and DNp73 isoforms in a wide range of human malignancies,
which display unfavorable prognosis due to increased drug resistance (7, 14, 15). In par-
ticular, the DNp73a isoform, which comprises an intact (unspliced) C-terminal region, is
upregulated in several cancers harboring wild-type TP53 and TP73 genes (including breast,
prostate, liver, lung, and thyroid cancer), where it inhibits drug-induced apoptosis (15).
Although the association of DNp73a with elevated carcinogenicity and chemoresistance
can be explained by alterations of p53-regulated gene expression, it is not yet clear whether
DNp73a could use additional mechanisms in promoting cellular transformation. Previous in-
dependent studies have shown that DNp73a is accumulated upon infection with the well-
established oncogenic viruses, Epstein-Barr virus (EBV) (16) and other herpesviruses, such
as the human cytomegalovirus (17). Accumulation of the DNp73a isoform is also induced
in in vitro and in vivo experimental models by cutaneous beta (b) human papillomavirus
(HPV) types (18–20), which appear to be involved in the development of skin squamous cell
carcinoma (21).

In this study, we searched for protein factors that modulate the functions of DNp73a in
transformed cells. We identified and characterized a novel interaction of DNp73a with the
E2F4/p130 transcriptional repressor complex that modulates the cellular gene expression in
in vitro HPV38 E6/E7-transformed human keratinocytes (38HK), as well as in cancer-derived
cells.

RESULTS
DNp73a associates with the E2F4/p130 transcriptional repressor complex in

38HK. 38HK are human keratinocytes immortalized by the E6 and E7 oncoproteins of
cutaneous b-HPV38 (18). Here, we used 38HK as a cellular model to perform proteomics
analyses of DNp73a. The entire DNp73a sequence was fused to the N-terminus of the tan-
dem affinity purification (TAP) tag, cloned in a lentiviral vector under the control of the weak
promoter of Moloney murine leukemia virus (22), and stably retrotransduced in 38HK
(Fig. 1A). The nuclear fraction of 38HK expressing the DNp73a-TAP construct was recov-
ered, and native DNp73a complexes purified using the TAP approach (23) (Fig. 1A and B).
Finally, DNp73a binding partners were identified by mass spectrometry (Table S1).

Bioinformatics analysis of the binders show an enrichment of proteins involved in
transcriptional and cell cycle control (Fig. 1C). In contrast, the E6 and E7 viral oncoproteins
(38.E6 and 38.E7) do not appear to be associated with DNp73a.
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FIG 1 Proteomics analyses in 38HK identify the E2F4/p130 complex as a partner of DNp73a. (A) Illustration of the
proteomics approach used to identify nuclear binding partners of DNp73a. (B) Expression and purification of DNp73a-
TAP complexes. (B, upper panel) Distribution of DNp73a-TAP in cytoplasmic and nuclear fractions of 38HK extracts. The
2 fractions were centrifuged and analyzed by Western blotting using an anti-TAP antibody. T, total extract; S, supernatant;

(Continued on next page)
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Among the nuclear partners displaying high specificity for DNp73a-TAP, we identified
the transcription factor E2F4 and the co-repressor retinoblastoma-like 2 (RBL2/p130)
(Table S1). To corroborate this finding, we performed co-immunoprecipitation (co-IP)
experiments using nuclear extracts of 38HK stably expressing DNp73a fused to an
HA tag (HA-DNp73a). Extracts were first applied to a 50 to 10% sucrose gradient, and
then incubated with anti-HA antibody conjugated beads. Results show that endogenous
E2F4 and p130 coprecipitate with HA-DNp73a in fractions 11 to 12 containing all 3 proteins
(Fig. 1D). By contrast, E2F4 and p130 are not recovered in fractions 13 to 16, presenting
lower levels of HA-DNp73a, thereby confirming the co-IP specificity of factions 11 to 12.
Consistently, incubation with an anti-E2F4 antibody coupled to beads coprecipitates HA-
DNp73a and p130 in both total and fractionated 38HK nuclear extracts (Fig. S1A and B).
As an alternative approach, we also fractionated 38HK nuclear extracts by size exclusion
chromatography, which provides more stringent complex fractionation conditions com-
pared to sucrose gradients. Incubation with anti-HA beads coprecipitates endogenous
E2F4 and p130 proteins in fractions containing the 3 proteins (Fig. S1C).

These results indicate that DNp73a interacts with several cellular proteins, including
transcriptional regulatory complexes.

E2F4 is a binding partner of DNp73a. E2F4 forms stable heterodimers with DP1/2
(24), whereas p73 hetero-tetramerizes with p63 (25, 26). Consistently, 2 unique DP1 peptides
and several p63 peptides are detected in our proteomics analyses of DNp73a (Table S1). To
identify the binding partner of DNp73a, we evaluated binary interactions within a protein
set that comprises DNp73a, TAp63a, E2F4, DP1, and p130 using the Gaussia princeps pro-
tein complementation assay (GPCA) (27). Here, the 2 test proteins are overexpressed in
HEK293T cells as N-terminal fusions to the Gluc1 and Gluc2 inactive fragments of the
Gaussia princeps luciferase. Based on previous benchmarking, protein pairs are considered
as interacting if the normalized luminescence ratio (NLR) is above 5 (27). In our experiment,
Gluc1-E2F4 and Gluc2-DP1 give a high binding response (NLR ; 500), which is consistent
with the high affinity of the E2F4/DP1 heterodimer (Fig. 2A). As a control, we also measured
the interaction between Gluc1-E2F4 and Gluc2-p130. The corresponding binding response
(NLR. 40) indicates that, in the conditions of overexpression of this assay, only a fraction of
Gluc2-p130 is sequestered by the competing E1A and SV40 Large T antigen proteins of
HEK293T cells, leaving an excess of Gluc2-p130 free for interaction with E2F4. Besides these
well-established interactions, E2F4 also binds to the DNp73a and the DNp73b isoforms
(NLRs . 20), but not to p130 or DP1 (Fig. 2A). Moreover, no interaction is observed for
TAp63a, ruling out any direct and sequence specific contributions of this protein in complex
assembly.

Next, we evaluated protein-protein interactions (PPIs) in conditions of protein part-
ner depletion. Knockdown of E2F4 by small interfering RNAs (siRNAs) in 38HK leads to
an increase in the functional homologue E2F5, and conversely, knockdown of E2F5
raises E2F4 levels (Fig. 2B). Immunoprecipitation of HA-DNp73a from fractionated nu-
clear extracts of 38HK treated with scramble siRNA or E2F4 siRNA leads to similar recov-
eries of p130 and DP1 (compare Fig. 2C, upper panels with Fig. S2A). In contrast, simulta-

FIG 1 Legend (Continued)
P, pellet. DNp73a-TAP is present mainly in the nuclear fraction (Cyt[P] and Nuc[S], see also Materials and Methods
section). (B, lower panel) Silver-stained 10% SDS-PAGE analysis of elution fractions 1 to 5 from the second affinity
purification step (calmodulin resin) for DNp73a-TAP and control (TAP) purifications. An additional elution with SDS was
performed to recover all the remaining proteins. (C) Pathway analysis of nuclear DNp73a binding partners using the
Reactome database (63). Only significant pathways are shown (defined by a false discovery rate [FDR] value # 0.02) and
ranked based on the -log10 of the associated P value (*: # 0.05; **: # 0.01; ***: # 0.001; ****: # 0.0001). Histogram bar
size shows the number of input proteins involved in the corresponding pathway. See also S1 Table. (D) Sucrose gradient/
co-IP experiments on endogenous 38HK proteins. (D, upper panel) Sucrose fractions of 38HK nuclear extracts stably
expressing HA-DNp73a were migrated on a 10% SDS-PAGE gel, and analyzed by Western blotting using antibodies
recognizing the HA tag, E2F4, and p130 proteins. (D, lower panel) Indicated fractions were immunoprecipitated using
anti-HA conjugated beads. Unfractionated nuclear extract (NE) was loaded on the same gel as a reference for protein
migration. Images for NE and sucrose fractions are derived from different exposures of the same membrane. See also
original Western blot image on Mendeley data.
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FIG 2 DNp73a establishes a direct PPI with E2F4. (A, left panel) Representative data set for GPCA
analysis of binary interactions between DNp73/TAp63 proteins and components of the E2F4/p130
complex. Pairwise combinations of Gluc1-DNp73/TAp63 and Gluc2-E2F4/DP1/p130 fusion constructs
were co-transfected in HEK293T cells. After 48 h, the luciferase activity was measured and expressed
as normalized luminescence ratio (NLR) (27). The interactions of Gluc1-E2F4 with Gluc2-E2F4/DP1/
p130 proteins are reported as internal controls. Error bars show standard deviations derived from

(Continued on next page)
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neous targeting of E2F4 and E2F5 by siRNAs strongly reduces E2F4 and E2F5 protein lev-
els without affecting HA-DNp73a (Fig. 2B). In this condition, the ability of HA-DNp73a to
coprecipitate DP1 and p130 clearly decreases (Fig. 2C, lower panels and Fig. 2D).

Together, these results show that E2F4 interacts with DNp73a. In conditions of
E2F4 knockdown, the E2F5 homologue is upregulated and interacts with DNp73a.

We then compared E2F4 and E2F5 for binding to DNp73a by GPCA in HEK293T cells.
Based on the results obtained, and taking into consideration the differences in the expres-
sion levels of the Gluc2-E2F4 and Gluc2-E2F5 fusions, we conclude that the 2 proteins are
likely to interact with DNp73a with similar affinities under these assay conditions (Fig. S2C).
However, endogenous E2F5 is not a partner of DNp73a, neither in the proteomics analyses
(Table S1) nor in the co-IP experiments under the scramble condition (Fig. 2C, upper panels).
Hence, additional factors, such as expression levels or post-translational modifications
(PTMs), may account for the preference toward endogenous E2F4 in 38HK cells.

E2F4 discriminates between TAp73 andDNp73 isoforms.We reproducibly observed
that the E2F4 binding response obtained with full-length TAp73a in GPCA experiments
is lower (approximately 50%) than that obtained with the DNp73a isoform (Fig. 3A and B).
This intriguing observation was confirmed by in vitro pulldown analyses that used recombi-
nantly expressed full-length TAp73a and DNp73a proteins fused to the maltose binding
protein (MBP) and clarified extracts of HEK293T cells overexpressing 3xFlag-E2F4 (Fig. 3C).

To further characterize the interaction between E2F4 and DNp73a, we explored the
binding properties of a panel of deletion constructs of DNp73a and E2F4 by GPCA (Fig. 3A).
First, we searched for the region of DNp73a that interacts with E2F4. The C-terminal half of
DNp73a (residues 349 to 587), comprising the sterile alpha motif (SAM) domain and the dis-
ordered linker and C-terminal regions, is dispensable for E2F4 binding, thus indicating that
the interaction is independent of the C-terminal splicing status (a, b , g , d , « , z , etc.) of
DNp73 isoforms (Fig. 3D, left panel, compare DNp73a FL with DN[1 to 348]). In contrast, de-
letion of the oligomerization domain (OD) strongly decreases binding, likely due to disrup-
tion of the tetrameric state and consequent loss of its avidity contributions (Fig. 3D, left
panel, compare DNp73a FL with DN[1 to 302]). Hence, the minimal DN(1 to 348) construct,
which retains the binding properties of DNp73a FL, was further truncated from its N-ter-
minus. Deletion of the first 13 residues specific to DNp73 isoforms does not affect the
interaction. In contrast, deletion of the entire N-terminal disordered region (residues 1 to
73) reduces binding to 60%, that is to levels comparable to those of full-length TAp73a,
whereas further deletion of the DNA-binding domain (DBD) does not have any effect
(Fig. 3D, left panel, compare TAp73, DNp73a FL with DN[14 to 348], DN[74 to 348], and
DN[262 to 348]). These results indicate that the N-terminal disordered region of DNp73
isoforms harbors a binding site for E2F4.

FIG 2 Legend (Continued)
triplicate measurements. (A, right panel) 8% SDS-PAGE analysis of the expression of Gluc1-fused DNp73/
TAp63 and E2F4 proteins, and of Gluc2-fused E2F4, DP1 and p130 proteins in HEK293T cells. Proteins were
visualized by Western blotting using an anti-Gluc antibody, which allows for detection of both Gluc1 and
Gluc2 fragments, albeit with lower efficiency for Gluc2. The multiple bands detected for E2F4 likely
correspond to multiple phosphorylation states of the protein as shown in (64). (B) Expression of DNp73a,
E2F4-5, DP1, and p130 proteins in 38HK cells transfected with scramble (SC) siRNAs or siRNAs against either
E2F4 (siE2F4), E2F5 (siE2F5), or E2F4 plus E2F5 (siE2F4-5). (B, left panel) mRNA levels measured by RT-qPCR.
Error bars represent standard deviations derived from three independent experiments. (B, right panel)
Protein levels as determined by Western blotting analysis. All samples were migrated on the same gel. See
original Western blot image on Mendeley data. (C) Sucrose gradient/co-IP experiments using nuclear
extracts from 38HK in the scramble (C, upper panels) and siE2F4-5 (C, lower panels) conditions.
Indicated fractions were immunoprecipitated by anti-HA beads. HA-DNp73a, E2F4, E2F5, DP1, and p130
were detected by Western blotting. IgG(H) chains migrate in close proximity with E2F5 and DP1
proteins. NE, unfractionated nuclear extract. See also Fig. S2A and B for experiments under single siE2F4
or siE2F5 conditions. See also legend of Fig. 1D. (D) Quantification of immunoprecipitated HA-DNp73a
DP1 and p130 proteins in the scramble and siE2F4-5 conditions of the co-IP experiments shown in
panel (C). For each protein, band intensities in the individual fractions are normalized to the intensity of
the corresponding band in the NE control (Ifr/INE). Then, the Ifr/INE values of fractions 12 to 16 are
summed to get an estimate of the total protein levels. The total DP1 and p130 protein values are
additionally normalized to HA-DNp73a levels in the corresponding condition.
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FIG 3 Identification of domains/regions mediating the DNp73a-E2F4 interaction. (A, left panel) Schematic
representation of the Gluc1-fused TA/DNp73a and Gluc2-fused E2F4 constructs analyzed by GPCA. The DN(1
to 433) construct corresponds to the DNp73b isoform. Domains of TAp73a/DNp73a: transactivation domain

(Continued on next page)
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Then, we searched for the region of E2F4 that interacts with DNp73a. Deletion of
residues 197 to 413 from the disordered C-terminus of E2F4, comprising the TAD and
the pocket protein binding domain (PPBD), reduces binding activity to 60% (Fig. 3D,
right panel, compare E2F4 FL with E2F[1 to 336]), suggesting the existence of a binding
site for DNp73 within this region. Further deletion of the C-terminus or of the DBD has
only moderate effects on the interaction (Fig. 3D, right panel, compare E2F4 FL with
constructs E2F[1 to 196] and E2F[89 to 196]), which are probably related to the lower
expression levels of these constructs (Fig. 3A, right panel). In contrast, deletion of the
DP-binding and dimerization (DP-dim) domain decreases binding to 20% (Fig. 3D, right
panel, compare E2F4 FL with E2F[1 to 90]). This domain of E2F4 provides avidity contri-
butions but, unlike the OD of DNp73a, is also a well-known region for PPIs. Therefore,
a contribution of the DP-dim domain toward DNp73 binding cannot be excluded.

To further corroborate these findings, we performed interaction analyses using recombi-
nant purified proteins. Since E2F4 needs to be stabilized by the cognate DP1 partner in
order to be purified (24), we used co-expression approaches in bacteria to produce a
minimal E2F4/DP1 heterodimer (E2F4s/DP1s), which comprises the E2F4 regions required
for the interaction with DNp73a (i.e., DP-dim and C-terminal regions, residues 88 to 413)
and the DP-dim domain of DP1 (residues 199 to 350) (Fig. 3E, left panel). In this way, we
were able to obtain low concentration samples of E2F4s/DP1s, which were sufficient for
pulldown analyses. Results from these analyses reproducibly show that E2F4s/DP1s interacts
with 2 minimal MBP-fused DNp73 constructs (DN[1 to 433], equivalent to the DNp73b iso-
form, and DN[1 to 348]) but not with the MBP control (Fig. 3E, right panel).

Taken together, our results show that the minimal E2F4s/DP1s heterodimer is sufficient
for the interaction with DNp73a. This interaction occurs through E2F4 recognition of a bind-
ing site within the N-terminal disordered region of DNp73 isoforms that is not accessible
in TAp73, likely due to intramolecular interactions (Fig. 3F). Yet, our results do not rule out
the possibility that additional protein(s) may further stabilize the DNp73a- E2F4 interaction
in vivo.

Expression and regulation of DNp73a-E2F4/p130 complex components in trans-
formed versus untransformed cells. We evaluated the levels of DNp73a, E2F4 and
p130 proteins in different primary keratinocyte (HPK) and transformed 38HK cell lines.
Consistently with previous findings (18), DNp73a is observed in 38HK cell lines only, at
both early (38HK[D2]) and late (38HK[D3]) stages of transformation (Fig. 4A and B, left pan-
els). In contrast, the E2F4 and p130 proteins are expressed in both primary HPK and 38HKs.
l- phosphatase treatment induces a small shift in the migration of p130, which suggests

FIG 3 Legend (Continued)
(TAD, yellow); DNA-binding domain (DBD, blue); oligomerization domain (OD, red); sterile alpha motif domain (SAM,
green); 13-amino-acid peptide specific for DNp73 isoforms (DN peptide, purple). Domains of E2F4: DNA-binding
domain (DBD, blue); DP-binding and dimerization domain (DP-dim, red); transactivation domain (TAD, yellow);
pocket protein binding domain (PPBD, orange). (A, right panel) Expression levels of Gluc1- and Gluc2-fused TA/
DNp73a and E2F4 constructs in HEK293T cells. Proteins were resolved on a 25%/10% gradient SDS-gel and
visualized by Western blotting using an anti-Gluc antibody. (B) GPCA analysis of the pairwise interactions of Gluc1-
TAp73a or Gluc1-DNp73a FL with Gluc2-E2F4 FL. (C) MBP-pulldown analysis of the interactions of TAp73a and
DNp73a FL with E2F4 FL. Amylose resin coupled to MBP-TAp73a or MBP-DNp73a FL constructs was incubated
with clarified extracts from HEK293T cells transiently expressing 3xFlag-E2F4 FL. PD reactions were migrated on 2
separate 10% SDS-PAGE gels. One gel was used for E2F4 detection by Western blotting using an anti-Flag
antibody, the second gel for detection of MBP fusions by Coomassie staining. The negative control MBP-SAM
construct (residues 405 to 502 of DNp73a) was migrated on the same gel (see original Western blot images on
Mendeley data). (D) GPCA analyses of pairwise DNp73a/E2F4 interactions. (D, left panel) Gluc1-DNp73a deletion
constructs versus Gluc2-E2F4 FL. (D, right panel) Gluc1-DNp73a FL versus Gluc2-E2F4 deletion constructs. (B and
D) The NLR values were normalized to the DNp73a-E2F4 FL interaction and are averages from 3 independent
experiments (with each experiment being performed in triplicate). P values are obtained from unpaired t test,
n = 3 biological triplicates (*: P , 0.05; **: P , 0.01). (E) Interaction analyses using recombinant purified proteins.
(E, left panel) Schematic representation of the constructs used for the minimal E2F4s/DP1s heterodimer. (E, right
panel) Pulldown (PD) experiment using MBP-DN(1 to 433) (i.e., -DNp73b) and MBP-DN(1 to 348) or MBP (negative
control) proteins and the minimal E2F4s/DP1s heterodimer. PD samples were migrated on 2 separate 10% SDS-
PAGE gels. One gel was used for E2F4s/DP1s detection by Western blotting using anti-His and anti GST antibodies,
and the second gel for detection of MBP-DNp73 fusions by Coomassie staining. (F) Proposed mechanism of
DNp73a interaction with the E2F4/p130 complex. Red hatched box: E2F4 binding site.
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FIG 4 Expression and regulation of DNp73a-E2F4/p130 complex components in primary HPK and transformed
38HK cells. (A, left panel) Immunoblotting of DNp73a, E2F4, and p130 proteins in human foreskin HPK and
38HK cell lines from 3 different donors (D1 to D3). *: HPK(D2) and 38HK(D2) are from the same donor. 38HK
(D2) is an early passage (i.e., passage 16) cell line, whereas the 38HK(D3) is a late passage cell line, which was
used throughout this study. (A, right panel) Phosphorylation of p130. Total lysates of HPK and 38HK cells were

(Continued on next page)

E2F4/p130 Cooperates with DNp73a in Transformed Cells mSphere

March/April 2023 Volume 8 Issue 2 10.1128/msphere.00056-23 9

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

s:
//j

ou
rn

al
s.

as
m

.o
rg

/jo
ur

na
l/m

sp
he

re
 o

n 
03

 M
ay

 2
02

3 
by

 8
5.

17
1.

17
7.

62
.

https://journals.asm.org/journal/msphere
https://doi.org/10.1128/msphere.00056-23


that this protein is phosphorylated to a certain degree in both HPKs and 38HKs (Fig. 4A,
right panel). Interestingly, the p130 protein levels appear to be higher in 38HK compared
to HPK. To further investigate this observation, we measured the mRNA levels of the p130
gene by RT-qPCR. The results obtained from the cell lines from the same donor (HPK[D2]
versus 38HK[D2]) show a clear increase of p130 expression upon HPV38 E6/E7 transforma-
tion (Fig. 4B, right panel).

In line with these results, analysis of the cancer database shows that E2F4, and, albeit at
a lower extent, the E2F5 homologue, as well as DP1 and p130 are expressed in both normal
and cancer tissues from different anatomical sites (Fig. S3). Cellular fractionation experiments
show that DNp73a, E2F4, and p130 mostly localize to the nucleus of 38HK, and are equally
distributed between the nuclear soluble (i.e., nuclear[S]) and chromatin fractions (Fig. 4C).

It is well-established that HPV E7 binds to RB family members, inhibiting their interactions
with E2F factors and promoting RB protein degradation. We, thus, performed a comparative
analysis of the interactions between the E7 proteins from the HPV38 and HPV16 viruses
(38.E7 and 16.E7), and pRb, p107 or p130 by GPCA. Results show that, despite the high
expression levels, the binding responses of 38.E7 are much lower compared to those of
16.E7 (Fig. 4D). To evaluate the impact of these different binding affinities on degrada-
tion, we assessed p130 protein levels in 38HKs versus keratinocytes transformed by the
E6/E7 oncoproteins from HPV16 (16HK) or primary HPKs in conditions of cycloheximide
treatment. Results show that p130 is degraded in both 16HK and 38HK, with small yet
significant variations at the early time points, which point to a possible lower efficiency
of the 38.E7 protein (Fig. 4E).

Together, these observations suggest that in 38HK upregulation of p130 at the tran-
scriptional level compensates for degradation by the 38.E7 protein, thus enabling the
preservation of a nuclear pool of E2F4/p130, which becomes available for interactions
with other factors.

DNp73a cooperates with E2F4/p130 to inhibit the expression of specific genes.
We used a three-step approach to search for genes that are targeted by both E2F4/
p130 and DNp73a and, thus, may represent potential targets of the complex. First, we
performed mRNA-seq analyses on 38HK in conditions of E2F4-5 depletion versus con-
trol. E2F4-5 knockdown by siRNAs reduces the levels of E2F4 and E2F5 proteins to 20%
and 55%, respectively (Fig. S4A). This, in turn, leads to the upregulation of 2802 genes
and to the downregulation of 2110 genes (adjusted P-value # 0.05) (Fig. S5A, and
Tables S2A and B). Gene set enrichment analysis of upregulated genes identifies biological
processes related to cell cycle, tumor suppressor signaling, cancer, and viral infection
pathways (Fig. S5B, upper panel). In contrast, downregulated genes are enriched in path-
ways linked to metabolism, DNA replication, and extracellular matrix-receptor interactions
(Fig. S5B, lower panel).

In the second step, we performed RT-qPCR validation of a sample of genes from the
upregulated mRNA-seq data set, with or without p53/p73 response elements (REs) within

FIG 4 Legend (Continued)
incubated in presence or absence of l-phosphatase (l-pp) (8 U/mL). Note the small migration shift between
the l-pp- and l-pp1 conditions. (B, left panel) Quantification of protein bands from the Western blot analyses
shown in panel (A), left. (B, right panel) mRNA levels of the p130 gene in the different cell lines as measured by
RT-qPCR. *: P , 0.05. (C) Distribution of DNp73a and E2F4 and p130 proteins in the nuclear soluble (Nuclear
[S]), chromatin, and cytoplasm fractions of 38HK. (D, left panel) Representative data set of the GPCA analysis of
the pairwise interactions between Gluc1-38.E7/E6 or Gluc1-16.E7 proteins and Gluc2-fused RB proteins co-
expressed in HEK293T cells. Error bars show standard deviations derived from triplicate measurements. (D, right
panels) Expression levels of Gluc1-38.E7/E6 and Gluc1-16.E7 proteins and Gluc2-RB proteins in HEK293T cells.
Gluc1-38.E7/E6 and Gluc1-16.E7 were migrated on a 12% SDS-PAGE gel, whereas Gluc2-RB proteins on a 8%
gel. (E) Kinetics of p130 degradation in different keratinocyte cell lines. (E, left panels) Western blot analyses of
total lysates of 38HK, 16HK, and primary HPKs stably transfected with pLXSN plasmid. All cells were treated
with cycloheximide (10 mg/mL) during 12 h. Cells were collected at the indicated time points. (E, right panel)
p130 levels in the three cell lines at the different time points. The data reported are normalized to actin and to
the values at time = 0 (100%). Error bars represent standard deviation values derived from 3 (16HK and 38HK)
or 2 (HPK 1 pLXSN) independent experiments. P values (*: P , 0.05) refer to the differences between 38HK
and 16HK at 2 and 4 h, and are calculated using the unpaired t test, n = 3 biological triplicates.
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their long promoter regions (defined as 2500 nucleotides upstream of the transcription start
site [TSS]) (Table S2C and Table S3). A total of 16 genes were validated with significantly
higher mRNA levels in the E2F4-5 knockdown condition compared to the scramble con-
trol (Fig. 5A, right panel, white histograms, siE2F4-5/SC . 1). In this validation, we also
included 2 genes from the downregulated mRNA-seq data set (ADAM9 and ANXA10), for
which we confirmed inhibition upon E2F4-5 depletion (Fig. 5A, left panel, white histograms,
siE2F4-5/SC, 1).

In the third step, we silenced DNp73a expression by treating 38HK with antisens (AS)
oligonucleotides that target the N-terminal 13 aa peptide unique to DNp73 isoforms
(Fig. 3A, left panel). Notably, knockdown of DNp73a induces cell death in 38HK (18)
and, for this reason, a compromise between cell viability and protein depletion needs
to be reached. Here, we succeeded in decreasing DNp73a protein levels by about 50%,
while leaving E2F4 levels unchanged (Fig. 5B and Fig. S4B). DNp73a depletion does not
affect the expression of ADAM9 and ANXA10 (Fig. 5A, left panel, gray histograms). In con-
trast, it enhances the mRNA levels of 8 out of the 16 upregulated and validated genes
(Fig. 5A, right panel, gray histograms, AS/S DNp73a . 1). These genes are STC1, PRR15L,
RIC3, GAD1, MAFB, CDKN1B/p27Kip1, CDKN2B/p15INK4b, and CDKN2D/p19INK4d. Three of these
genes have no REs for p53/p73 within their long promoter regions (i.e., MAFB, GAD1, and

FIG 5 Identification of genes coregulated by E2F4-5, and DNp73a in 38HK. (A) Expression of selected genes in 38HK in conditions of E2F4-5
(white histograms) or DNp73a (gray histograms) depletion. mRNA levels are measured by RT-qPCR, first normalized to GAPDH expression,
and then to the SC or S control conditions. The red line refers to the mRNA level in the SC or S conditions (set to 1). “siE2F4-5/SC” and “AS/S
DNp73a” values . 1 and , 1 indicate upregulation and downregulation of gene expression, respectively. Underlined genes are significantly
upregulated upon either E2F4 and 5 or DNp73a knockdown (i.e., coregulated genes). (B) DNp73a and E2F4 protein levels in 38HK in control
and DNp73a knockdown conditions using S and AS oligos. See also Fig. S4B. (C) Gene expression in primary HPKs in conditions of E2F4-5
knockdown. Only genes that are coregulated by E2F4-5, and DNp73a in 38HK (A) are investigated. See also Fig. S4C for efficiency of knockdown
in primary HPKs. (A and C) The values reported are averages of 3 independent experiments. P values are obtained from unpaired t test, n = 3
biological triplicates (*: P , 0.05; **: P , 0.01).
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CDKN2D/p19INK4d) (Table S3). Together, these results provide evidence that E2F4/p130 and
DNp73a coregulate specific genes in 38HK.

The changes in mRNA levels observed in these experiments are limited by the only
partial depletion of E2F4-5 or DNp73a proteins that we were able to achieve. We also
attempted different protocols for triple knockdown of DNp73a and E2F4-5 in 38HK,
which all resulted in too high toxicity, thus preventing further gene expression analyses. To
evaluate the synergy between these TFs, we analyzed the expression of the 8 coregulated
genes identified above albeit in primary HPKs, which do not express DNp73a. Results show
that the expression of STC1, PRR15L, RIC3, MAFB, and CDKN2D/p19INK4d is not affected by
E2F4-5 silencing (Fig. 5C and Fig. S4C). In the case of CDKN2B/p15INK4b, the increment in
expression upon E2F4-5 silencing is lower in primary HPKs compared to 38HK. This indicates
that, in the absence of DNp73a, E2F4/p130 is unable to target these genes or inhibits their
expression to a lower extent.

Hence, the synergy deriving from the DNp73a-E2F4 interaction can result in the re-
direction of the complex to genes that are different from those targeted by the individual
components.

The DNp73a-E2F4 interaction enhances recruitment to DNA regulatory regions.
We evaluated the recruitment of the DNp73a-E2F4/p130 complex to the promoter
regions of coregulated genes by chromatin immunoprecipitation (ChIP). For this, we
selected STC1, whose promoter hosts both E2F and p53/p73 REs, and MAFB, which
hosts E2F REs only (Table S3). 38HK stably expressing HA-DNp73a were treated with
scramble or E2F4-5 siRNAs, and processed for ChIP using anti-HA, anti-p73, and anti-E2F4
antibodies. The eluted DNA was analyzed by qPCR with primers flanking regions 1, 2, and
3 of the STC1 promoter (Fig. 6A), regions 1 and 2 of the MAFB promoter (Fig. 6B), or the
negative control region reported in another transcriptomics study of E2F4 by Lee et al.
(28) (Fig. 6C).

Results show that both HA-DNp73 and E2F4 are recruited to regions 1 and 2 of the
STC1 and MAFB genes (Fig. 6, gray histograms, compare panels A and B with panel C).
E2F4-5 knockdown significantly reduces the recruitment, not only of E2F4, but also of
HA-DNp73a to the E2F REs of region 1 of the STC1 gene, and of regions 1 and 2 of the
MAFB gene (Fig. 6A and B, compare gray and white histograms). In contrast, the contri-
butions of E2F4-5 to DNp73a recruitment at the p53RE of region 2 of the STC1 gene are
more difficult to interpret because of the variability between the samples, which is probably
due to technical limitations related to DNA shearing of this region.

These data indicate that DNp73a and E2F4 bind to the same promoter regions of
coregulated genes. DNp73a recruitment to these regions takes place even in the absence
of p53/p73 REs and is lost upon E2F4-5 knockdown, demonstrating its dependence on the
DNp73a-E2F4 interaction.

Contributions of the DNp73a-E2F4/p130 complex in cancer cells. Because sev-
eral studies have highlighted the importance of DNp73a in different types of cancer, we
evaluated whether the DNp73a-E2F4 interaction occurs in cancer-derived cell lines. We
previously identified an HPV-negative head and neck cancer cell line (HNC-136) and a breast
cancer cell line (CAL-51), both with high levels of DNp73a and wild-type TP53 (20). Nuclear
extracts from HNC-136 were treated by sucrose density gradient. Immunoprecipitation of
endogenous DNp73a using anti-p73 antibody-coupled beads leads to recovery of endoge-
nous E2F4 and p130 proteins (Fig. 7A, lower panel, fractions 15 to 17), thereby confirming
DNp73a-E2F4/p130 complex formation in these cells. Interestingly, the complex from
HNC-136 extracts migrates in fractions of lower sucrose density compared to the com-
plex from 38HK extracts (compare Fig. 7A with Fig. 1D). This suggests that DNp73a-E2F4/
p130 may include auxiliary proteins that depend on the cellular context. In addition, although
HNC-136 extracts exhibit clear expression of E2F5, no E2F5 is recovered upon DNp73a
immunoprecipitation.

Then, we evaluated the expression levels of the genes, which are coregulated by
DNp73a and E2F4/p130 in 38HK. E2F4-5 depletion in both HCN-136 and CAL-51 (Fig. S4D)
increases the mRNA levels of most of these genes (Fig. 7B, white histograms, and Fig. S6). In
contrast, DNp73a silencing by antisens oligonucleotides induces cell death at levels that are
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even higher than those observed for 38HK. However, by carefully screening oligonucleotide
concentration, we were able to identify one condition for the CAL-51 cell line, which limits
the cell death (Fig. S4E) and results in a DNp73a knockdown to approximately 60% at 24 h
after transfection (Fig. S4F). Remarkably, even with such a partial depletion, we can observe
an increase in the expression of several genes, including 3 genes, STC1, MAFB, and
CDKN2D/p19INK4d, which are also downregulated by E2F4/p130 (Fig. 7B, gray histograms). As
described in the previous section, these latter 3 genes are unaffected by E2F4-5 depletion in
primary HPKs lacking DNp73a (Fig. 5C).

Together, our results suggest that the DNp73a-E2F4/p130 complex regulates the
expression of a core set of specific genes in different transformed cell lines.

p19INK4d expression induces senescence in 38HK. The CDKN2D/p19INK4d gene is
repressed by DNp73a, and E2F4-5 in both 38HK and CAL51 cancer cell lines. A previous

FIG 6 E2F4-5 knockdown decreases DNp73a recruitment to the promoters of the STC1 and MAFB genes. (A and B, upper panels)
Schematic illustration of the long promoter regions (12500 nucleotides from TSS) of the STC1 and MAFB genes. Numbers are the
positions of TP53/TP73 and E2F4 REs associated with high prediction scores (see Table S2C). (A and B, lower panels, and C) Results
from ChIP experiments. 38HK expressing HA-DNp73a were treated with SC (gray histograms) or siE2F4 and 5 (white histograms), and
harvested at 48 h after transfection. Nuclear extracts were processed for ChIP using an anti-HA antibody recognizing HA-DNp73a
(HA), an anti-p73 antibody recognizing both p73 and DNp73a proteins (p73) or anti-E2F4 (E2F4) antibodies. The eluted DNA was
analyzed by qPCR with primers flanking regions 1, 2, and 3 of the STC1 promoter (A), regions 1 and 2 of the MAFB promoter (B), or
the negative control region (Table S4) (C). The amount of DNA bound by each protein is expressed as percentage of DNA in the
input. (A to C) The data are averages of 3 independent experiments. P values are obtained from unpaired t test, n = 3 biological
triplicates (*: P , 0.05).
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study showed that the p19INK4d protein is involved in senescence by contributing to
formation of senescence-associated heterochromatin foci (SAHF) (29). To test whether
similar mechanisms occur in our model system, we retro-transduced p19INK4d or negative
control pLXSN-GFP plasmid in 38HK (Fig. 8A), and performed senescence analyses. Results
show that expression of p19INK4d induces a 2-fold increase in the number of senescent cells
in the b-galactosidase assay (Fig. 8B) and a 3-fold increase in the number of cells positive
for the H3K9me3 marker of SAHF foci (Fig. 8C). This suggests that repression of the
CDKN2D/p19INK4d gene by the DNp73a-E2F4/p130 complex favors cell survival.

FIG 7 DNp73a cooperates with E2F4/p130 in HPV-negative cancer cells. (A) Sucrose gradient/co-IP experiments
using nuclear extracts of HNC-136 cells. Sucrose fractions were immunoprecipitated using anti-p73 antibody-coupled
beads and analyzed for endogenous DNp73a, E2F4, E2F5, and p130 proteins. Note that the p130 signal (highlighted
by a red asterix) is partially masked by closely migrating nonspecific band. See also expanded Western blot images
on Mendeley data. See also legend of Fig. 1D. (B) Expression profiles of selected genes in CAL-51 cells. mRNA levels
determined by RT-qPCR under conditions of E2F4-5 (white histograms) or DNp73a (gray histograms) depletion. The
red line refers to the mRNA level in the SC or S conditions (set to 1). “siE2F4-5/SC” and “AS/S DNp73a” values . 1
and , 1 indicate upregulation and downregulation of gene expression, respectively. The data are averages from 3
independent experiments, with error bars representing standard deviation values. P values are obtained from
unpaired t test, n = 3 biological triplicates (*: P , 0.05; **: P , 0.01; ***: P , 0.001). See also Fig. S4D to F for E2F4-
5, and DNp73a levels in the scramble and knockdown conditions.
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DISCUSSION

In this study, we present what is, to the best of our knowledge, the first reported
proteomics analysis on a DNp73 isoform, which has enabled us to identify the E2F4/p130
repressor complex as a nuclear partner of DNp73a. E2F4 belongs to the E2F family of pro-
teins, whose members act as transcriptional activators (E2F1/2/3/6) and repressors (E2F4-5).
E2F TFs associate with DP1–4 proteins through the dimerization domain and interact with
the retinoblastoma (RB) family proteins (pRb, p130, p107) via the TAD. This interaction with
RB proteins prevents recruitment of the transcriptional machinery. In the canonical model of
cell cycle progression, E2F4 and E2F5 mediate the repression of cell cycle genes and cell
cycle arrest in the G0 phase and are part, together with p107/p130, DP1/2, and MuvB, of the
DREAM complex (30, 31). Here, besides E2F4, DP1, and p130, none of the other DREAM
complex subunits (i.e., LIN proteins, RBBP4) could be detected in association with DNp73a,
suggesting that DNp73a-E2F4/p130 and DREAM are distinct complexes. In addition to the
canonical functions, E2F4 has also activator functions that are RB independent (32). Here,
E2F4-5 depletion in 38HK leads to downregulation of a large set of genes related to different
biological pathways.

E2F4-5 and associated proteins (DP1 and p130) are expressed in both healthy and
cancer tissue. In this work, we unveil a direct PPI between E2F4 and DNp73a. Despite

FIG 8 Expression of p19INK4d induces senescence in 38HK. (A) p19INK4d mRNA levels determined by RT-qPCR in
38HK retro-transduced with pMSCV-p19INK4d-IRES-GFP or with pLXSN-GFP (negative control). (B) In situ senescence-
associated b-galactosidase staining. (B, left panel) Representative photomicrographs of b-galactosidase staining at pH
6. (B, right panel) Percentage of senescent 38HK in the negative control and p19INK4d expression conditions. The data
are averages and standard deviations from 3 independent experiments. (C) Immunofluorescent staining for SAHF. (C,
left panel) Representative immunofluorescence images. Cells were layered on coverslips coated with polylysine and
probed using an anti-H3K9me3 antibody, followed by secondary Alexa Fluor 555-conjugated antibody. Nuclei were
stained with DAPI (colored blue). (C, right panel) Quantification of cells positive for H3K9me3 marks in the in the
negative control and p19INK4d expression conditions was performed using ImageJ software. (A to C) The data are
averages from 3 independent experiments, with error bars representing standard deviation values. (B to C) More than
100 cells were counted for each condition. P values are obtained from unpaired t test, n = 3 biological triplicates
(**: P , 0.01, ***: P , 0.001).
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the homology with E2F5, E2F4 appears to be the preferred partner of DNp73a in trans-
formed cells. This is in line with previous studies showing oncogenic functions for E2F4
but not for E2F5 (33–35).

Many of our analyses are performed in the 38HK model of viral transformation, in
which DNp73a is the main expressed isoform, whereas TAp73 levels are under the
detection limit (18). Neither the E6 nor the E7 viral proteins were detected among the
DNp73a partners. Interestingly, we have also observed an increase in the expression of
the p130 gene in 38HK compared to primary HPKs, which appears to compensate for
the degradation of the p130 protein by 38.E7. Furthermore, the detection of a
DNp73a-E2F4/p130 complex in extracts of the HPV-negative HNC-136 cancer cell line
confirms that the DNp73a-E2F4 interaction is independent of the viral oncoproteins.

Results from binding analyses suggest that truncation of the TAD region of p73, giving
rise to DN isoforms, leads to the exposure of a binding site for E2F4 and that this interaction
mechanism is independent of the C-terminal splicing status of DNp73 isoforms. This, in turn,
also suggests that the interactome of DNp73 isoforms may be quite different from that of
TAp73. This situation is reminiscent of the gain-of-function PPIs established by oncogenic
mutants of p53 with other TFs (36, 37). However, unlike mutant p53 interactions, which gen-
erally lead to activation of transcription, the interaction of DNp73a with the E2F4/p130 com-
plex results in the inhibition of gene expression.

It is well established that direct PPIs between TFs belonging to different families
enhance cooperative binding to DNA and that this can result in TF redirection to different
sites (38–40). Here, we show that most genes, which are found to be coregulated by
DNp73a and E2F4/p130 in 38HK, are not targeted by E2F4/p130 in primary HPKs lacking
DNp73a. Then, in complementary ChIP experiments, we demonstrate that E2F4 mediates
recruitment of DNp73a to E2F REs. These findings provide evidence that the DNp73a-
E2F4 interaction modulates the DNA-binding specificities of both DNp73a and E2F4/p130.

In this work, we have identified 3 genes, namely, STC1, MAFB, and CDKN2D/p19INK4d,
that are repressed by either DNp73a or E2F4/p130 in 2 different transformed cell lines
(38HK and CAL51), and which are not targeted by E2F4/p130 in primary HPKs lacking
DNp73a. Stanniocalcin 1, the product of the STC1 gene, is one of the most highly secreted
factors in senescent cells (41). MAFB instead belongs to the AP1 family of TFs (42). Besides
its well-established role as an oncogene, MAFB acts as a tumor suppressor in certain cellular
contexts, by antagonizing oncoproteins, such as HRAS and BRAF (43). CDKN2D/p19INK4d

belongs to the Cdkn family, which encodes for negative regulators of cell cycle progression
by binding and inhibiting cyclin-dependent kinases CDK1/2 (p27Kip1) and CDK4/6 (p27Kip1,
p15INK4b, and p19INK4d) (44–46). p19INK4d has been shown to have antiproliferative properties
and to be inactivated in several human cancers (47–49). In agreement with a previous study
(29), here we find that expression of p19INK4d induces cellular senescence associated to
heterochromatin formation in 38HK.

Altogether, our results on the repression of specific genes implicated in cellular pro-
liferation/survival suggest that the interaction with oncogenic DNp73a may alter the bio-
logical properties of E2F4 in transformed cells. Yet, our data do not exclude that DNp73a
or E2F4/p130 act alone or as part of other complexes also exerting oncogenic functions.

Our interaction analyses suggest that the E2F4 binding site is hindered in TAp73 by
intramolecular interactions. p73 proteins are known to encompass a C-terminal transcription
inhibitory domain (TID), which transiently interacts with the TAD domain (50). Deletion of
the TID domain did not increase TAp73 binding to E2F4 (data not shown), suggesting that
TID is not involved in the masking of the E2F4 interaction site. Future biochemical and struc-
tural studies are required to understand the precise mechanisms underlying the DNp73a-
E2F4 interaction.

In conclusion, our study shows that, in transformed cells, the DNp73a isoform inter-
acts with and redirects the E2F4/p130 transcriptional complex to specific genes.

MATERIALS ANDMETHODS
DNA constructs. The ORFs encoding human E2F4, human E2F5, and human DP1 were purchased from

Addgene, whereas the ORF encoding human p130 from Origene.
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(i) Retroviral constructs. DNp73a-TAP was generated in 2 steps: First, the DNp73a open reading
frame (ORF) was amplified by PCR and cloned in the pCDNA-TAP vector (23). Second, the pCDNA DNp73a-
TAP plasmid was used as a template for PCR amplification of the DNp73a-TAP fusion, which was cloned
into pBABE-puro retroviral vector (22) (pBABE DNp73a-TAP). For HA-DNp73a, the DNp73a ORF was ampli-
fied with an oligo complementary to its N-terminus and containing the HA tag and directly cloned into
pBABE-puro (pBABE HA-DNp73a). pMSCV-p19Ink4d-IRES-GFP plasmid expressing mouse p19INK4d (shar-
ing 87% sequence identity with human p19INK4d) (51) was obtained from Addgene.

(ii) Constructs for expression in mammalian cells. ORFs encoding for DNp73a, TAp73a, TAp63a,
E2F4, E2F5, DP1, and p130 were amplified by PCR, and cloned into the pDONR207 vector by recombination
cloning (Gateway system, Invitrogen). The resulting pEntry clones were then transferred into the GPCA desti-
nation vectors pSPICA-N1 and pSPICA-N2 (27), and into a pcDNA3 vector enabling expression of an N-termi-
nal 3xFlag tag.

(iii) Constructs for Escherichia coli expression. ORFs encoding for DNp73a, TAp73a, and constructs
of these proteins were cloned in the NcoI and KpnI sites of a modified pETM-41 vector containing an N-ter-
minal MBP tag followed by a TEV cleavage site. The E2F4(84 to 413) and DP1(199 to 350) DNA constructs
for expression of the minimal E2F4s/DP1s heterodimer were cloned in the NdeI and BamHI sites of the
pmCS and pnEA vectors, which allow for fusion to N-terminal 6�His and GST tags, respectively (52).

All constructs were verified by DNA sequencing.
Cell lines and cell culture. Phoenix, NIH 3T3, HEK293T, HNC-136, and CAL-51 cells were cultured in

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), supplemented with 10% calf serum (NIH 3T3) at 37°C
with 5% CO2.

38HK (53) were grown together with NIH 3T3 feeder layers in FAD medium containing 3 parts Ham’s
F12, 1 part DMEM, 2,5% fetal calf serum, insulin (5mg/mL), epidermal growth factor (10 ng/mL), cholera toxin
(8.4 ng/mL), adenine (24 mg/mL), and hydrocortisone (0.4 mg/mL). Feeder layers were prepared by treating
NIH 3T3 with mitomycin C for 2 h. Around 3x105 of treated NIH 3T3 were cocultured with 38HK cells in T75
cell culture flasks. Feeder layers were removed by incubating the cell cocultures with 5 mL of PBS 1X supple-
mented with 2 mM EDTA. In this way, more than 95% of the feeder cells were removed. Then, 38HK cells
were collected by scraping for analysis.

HPK cells were freshly isolated from neonatal foreskin and cultured in Keratinocyte Growth Medium
2 (PromoCell).

Cell line generation. Retrovirus transduction system was used to generate 38HK cells stably expressing
DNp73a-TAP, HA-DNp73a, and p19INK4d constructs. High-titer retroviral supernatants were generated by
transient transfection of Phoenix cells with the retroviral constructs described above and used to infect 38HK,
as described previously (54). Briefly, 500 mL of DNA mix (10 mg plasmid DNA, 248 mM CaCl2) were gently
mixed to 500 mL of 2X HBS-buffered saline (1.5 mM Na2HPO4, 50 mM HEPES, 280 mM NaCl, 10 mM KCl,
12 mM Dextrose, and pH 7.05). The transfection mix was then used to transfect Phoenix cells cultured in 5 mL
fresh medium supplemented with 25 mM Chloroquine for 6 to 8 h. After 48 h, the culture medium containing
the retrovirus was filtered (0.2 mm filter), mixed with 5 mL of Polybrene (Sigma), and used to infect 38HK cell
cultures for 3 h. After 24 h of infection, 38HK were selected in 0.2mg/mL of puromycin for 3 to 5 days.

Transfection conditions. 38HK, HNC-136, and CAL-51 cell lines were transiently transfected with
siRNAs and sense/antisense oligonucleotides (Table S4) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). After 4 h,
the transfection mix was removed, and the cells cultured in FAD medium (without antibiotic and cholera
toxin). HEK293T cells were transfected using JetPEI (Polyplus transfection).

Proteomics. 38HK (about 2x108 total cells) stably expressing DNp73a-TAP or TAP tag alone (nega-
tive control) were resuspended in 8 mL of cold buffer A (10 mM HEPES-KOH pH 7.9, 1.5 mM MgCl2,
10 mM KCl, 0.5 mM DTT, 0.2 mM EDTA, protease inhibitor cocktail mix 1x, and 10 mM NaF) and incu-
bated for 30 min on ice. Then, cells were lysed by passing the mix through a 25-gauge needle 15 times,
and centrifuged for 10 min at 13400 rpm at 4°C. The supernatant (cytoplasmic soluble fraction) was
flash-frozen and stored at 280°C, while the pellet (the nuclear fraction) was resuspended in 7 mL of cold
buffer B (20 mM HEPES-KOH pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 250 mM NaCl, 20% glycerol, 0.5 mM DTT, 0.2 mM
EDTA, protease inhibitor cocktail mix 1x, and 10 mM NaF) and incubated on ice for 1 h. The mix was cen-
trifuged for 10 min at 13,400 rpm at 4°C and the supernatant (nuclear soluble fraction) was collected.
Each lysis step was checked by Western blotting (Fig. 1B, upper panel).

Buffer A was added to the nuclear soluble fraction to reach a final concentration of 200 mM NaCl
and 16% glycerol. The resulting nuclear protein extract was transferred to an ultra-clear polycarbonate tube
and centrifuged at 40,000 rpm for 1 h at 4°C using a SW41 rotor (Beckmann). After centrifugation, the superna-
tant was carefully collected and incubated overnight with 100 mL (dry bead volume) of prewashed IgG
Sepharose beads. Beads were then washed 3 times with 10 mL of IPP150 buffer (10 mM Tris-Cl pH 8.0,
150 mM NaCl, and 0.1% NP40) and once with 10 mL of TEV buffer (10 mM Tris-Cl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1%
NP40, 0.5 mM EDTA, and 1 mM DTT). Subsequently, beads were resuspended in 1 mL of TEV cleavage buffer
containing 15mL (10 U/mL) of acTEV protease (Invitrogen) and incubated with gentle agitation for 4 h at 16°C.
Protein complexes were eluted by gravity flow. Then, 3 mL of calmodulin binding buffer (10 mM b-mercapto-
ethanol, 10 mM Tris-Cl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM magnesium acetate, 1 mM imidazole, 2 mM CaCl2, and
0.1% NP40) and 3mL of 1 M CaCl2 were added to the 1 mL eluate containing the protein complexes to chelate
the EDTA present in the TEV cleavage buffer. The resulting mix was incubated with 100 mL of prewashed (dry
bead volume) calmodulin-Sepharose beads (Agilent Technologies) for 2 h with gentle agitation at 4°C. Beads
were then washed 3 times with 10 mL of calmodulin binding buffer. The protein complexes were recovered
with 5 consecutive elutions (200 mL each) with calmodulin elution buffer (10 mM b-mercaptoethanol, 10 mM
Tris-Cl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM magnesium acetate, 1 mM imidazole, 2 mM EGTA, and 0.1% NP40). An
additional elution with 1% SDS was performed to recover all the remaining proteins (Fig. 1B, lower panel).
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Elution fractions 2 from the DNp73a-TAP and TAP purifications were partially digested with trypsin
and analyzed by LC-MS using an Orbitrap ELITE instrument equipped with a C18 Accucore 50 cm column. The
generated data were analyzed using the Proteome Discoverer 2.4 tool. Proteins enriched more than 10-fold in
DNp73a-TAP compared with the control (TAP-only) experiment are listed in Table S1. Enrichment is calculated
from the ratio of the sums of peptide peak areas in test and control experiments.

Cellular fractionation. 38HK (out 2.5x107 total cells) stably expressing HA-DNp73a were resus-
pended in 1 mL of cold buffer A (described in the proteomics section) and incubated for 15 min on ice.
Then, cells were lysed by passing the mix through a 25-gauge needle 15 times and centrifuged for 5 min
at 12000 rpm at 4°C. The supernatant, corresponding to the cytoplasmic soluble fraction, was recovered,
while the pellet (the nuclear fraction) was resuspended in 200mL of cold buffer B (described in the proteo-
mics section), and incubated on ice for 30 min. Then, the mix was passed through a 27-gauge needle 15
times and centrifuged for 10 min at 12000 rpm at 4°C. The supernatant (i.e., the nuclear extract) was recov-
ered and used for the co-IP experiments.

Sucrose gradient/co-IP. Sucrose density gradients were performed as previously described (55),
with minor modifications. Briefly, step gradients were made by superposing sucrose solutions of differ-
ent concentration (50%, 40%, 30%, 20%, and 10%) in an ultra-clear polycarbonate tube (Beckman), and a
linear gradient was allowed to form overnight at 4°C. Then, 1.5 to 2 mg of nuclear extracts from 38HK
HA-DNp73a or HNC-136 cells were carefully transferred to the top of the sucrose gradient and the pro-
tein complexes were separated based on their molecular weight by ultracentrifugation at 35,300 rpm
for 16 h at 4°C using the SW41 rotor. After centrifugation, 500 mL fractions were collected from the bot-
tom of the tube by gravity flow.

DNp73a complexes were immunoprecipitated from each fraction using 30 mL of slurry anti-HA-aga-
rose beads (Sigma-Aldrich, ref. A2095) or 20mL of pre-coupled anti-E2F4 or anti-p73 Sepharose beads (dry
bead volume). Briefly, each fraction was incubated with the beads for 2 h (HA beads) or 4 h (E2F4 and p73-
beads). After incubation, the beads were washed 5 times with 1 mL of washing buffer (20 mM Tris-HCl pH
7.5, 1.5 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, and 0.1% Igepal). The protein complexes were eluted in
1x loading dye buffer.

GPCA assay. HEK293T cells were transfected using the reverse transfection method. Transfection
mixes containing 100 ng of pSPICA-N2 and 100 ng of pSPICA-N1 plasmids expressing test protein, plus
JetPEI (Polyplus transfection) were dispensed in white 96-well plates. HEK293T cells were then seeded on
the DNA mixes at a concentration of 4.2 x104 cells per well. At 48 h after transfection, cells were washed
with 50 mL of PBS and lysed with 40 mL of Renilla lysis buffer (Promega, E2820) for 30 min with agitation.
Gaussia princeps luciferase enzymatic activity was measured using a Berthold Centro LB960 luminometer
by injecting 50 mL per well of luciferase substrate reagent (Promega, E2820) and counting luminescence
for 10 s. Results are expressed as a fold change normalized over the sum of controls, specified herein as
normalized luminescence ratio (NLR) (27). For a given protein pair A/B, NLR = (Gluc1-A1 Gluc2-B)/[(Gluc1-A1
Gluc2)1(Gluc11 Gluc2-B)].

Protein expression in E. coli and pulldown assays. The minimal E2F4s/DP1s heterodimer was pro-
duced by co-expression of 6�His-E2F4 (84 to 413) and GST-DP1(199-350) in E. coli BL21 DE3 cells over-
night at 15°C. The bacterial pellet (500 mL expression) was resuspended in lysis buffer (20 mM Tris pH 8.0,
400 mM NaCl, 10% glycerol, 5 mM DTT, lysozyme, 100 mg/mL DNase I, 100 mg/mL RNase, and cOmplete
EDTA-free [Roche]) and lysed by sonication. Cleared extracts were applied to Ni212NTA resin previously equili-
brated in buffer A (20 mM Tris pH 8.0, 400 mM NaCl, 10% glycerol, and 2 mM DTT). After extensive washing,
the E2F4/DP1 heterodimer was eluted by applying buffer A supplemented with 250 mM imidazole.
Subsequently, the sample was concentrated and then buffer exchanged using a Nap10 (GE health care)
column equilibrated in buffer B (20 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 10% glycerol, and 2 mM DTT).

Over-expression of DNp73a and TAp73a proteins (full-length and truncated constructs) fused to
MBP was carried out overnight in E. coli BL21 DE3 cells at 15°C. Cell pellets (50 mL expressions) were
resuspended in lysis buffer (20 mM Tris pH 8.0, 250 mM NaCl, 10% glycerol, 0.2% NP-40, 2 mM DTT, lyso-
zyme, 100 mg/mL DNase, 100 mg/mL RNase, and cOmplete EDTA-free [Roche]), lysed by sonication, and
cleared by centrifugation. Supernatants were then incubated with 100 mL of pre-equilibrated amylose
resin beads for 2 h at 4°C. Subsequently, resin was extensively washed with PD buffer (20 mM Tris pH
8.0, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, and cOmplete EDTA-free). For the pulldown experiment, 10 mL of amylose
resin coupled to MBP-p73/DNp73a proteins were incubated with clarified lysates of HEK293T expressing
3xFlag-E2F4 or recombinant purified E2F4s/DP1s heterodimer for 2 h at 4°C. After 2 quick washing steps
with PD buffer, complexes were eluted by incubation with 20 mL of PD buffer supplemented with
20 mM maltose for 15 min at 4°C. PD reactions were migrated onto 2 separate 10% SDS-PAGE gel. One
gel was used for Western blot to detect E2F4 or E2F4s/DP1s, the other for Coomassie staining to detect
MBP-p73/DNp73a proteins.

Immunoblotting. Western blot detection of endogenous proteins was performed using the following
antibodies: p73 (Abcam, ref: ab215038), E2F4 (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-398543X), E2F5 (Genetex, ref.
GTX129491), DP1 (Abcam, ref. ab124678), p130 (Cell Signaling, ref. 13610S) b-actin (clone C4, MP Biomedicals),
and GAPDH (6C5, ref. sc-32233, Santa Cruz). Detection of tagged constructs was done using: HA-peroxidase
antibody (Roche, ref: 12013819001), anti-TAP antibody (Thermofisher Scientific, ref. CAB1001), anti-Flag anti-
body (Sigma, ref. F3165) antibody, and anti-Gluc antibody (New England Biolabs, ref. E8023).

mRNA-seq. 38HK cells transfected with scramble siRNA or E2F4-5 siRNAs were collected at 48 h after
transfection. Total RNA was extracted from 38HK (about 106 cells per sample) using the RNeasy minikit from
Qiagen and quantified by Qubit.

A total of 6 samples (3 for scramble siRNA and 3 for E2F4-5 siRNA) were analyzed by the GenomEast plat-
form of IGBMC (Illkirch, France). RNA-seq libraries were generated from 500 ng of total RNA using the TruSeq
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Stranded mRNA Library Prep Kit and TruSeq RNA Single Indexes kits A and B (Illumina), according to the
manufacturer's instructions. The read length was 50 nt. The mean total reads per sample was 59,103,999.

Mapping of the reads was processed with STAR 2.7.3a on the primary assembly of the latest release of the
human genome (56) (GRCh38.p13, release 33, PRI version: https://www.gencodegenes.org/human/) with corre-
sponding comprehensive gene annotations. No soft clipping was accepted. Of the reads, 79% mapped once
on the genome, 14% multiple times and 6.4% were below the minimum length threshold to map. Reads were
counted using htseq-count version 0.11.2 (57) with reverse strand matching (option “stranded reverse”).
Differential expression analysis was done with DESeq2 1.24.0 (58) with Benjamini-Hochberg correction for mul-
tiple tests on R 3.6.2.

RT-qPCR. Total RNA was extracted from cultured cells using the NucleoSpin RNA II Kit (Macherey-
Nagel). The RNA obtained was reverse-transcribed to cDNA using the RevertAid H minus First Strand
cDNA Kit (Life Technologies) according to the manufacturer’s protocols. Real-time quantitative PCR
(qPCR) was performed using the LightCycler 480 SYBR green I Master (Roche) or the Mesa Green qPCR
MasterMix Plus for SYBR Assay (Eurogentec) with the primers listed in Table S4. Primers were selected on
PrimerBank database (59). Reactions were run in triplicate, and expression was normalized to GAPDH.
The expression analysis was performed using the MxPro QPCR software (Agilent).

ChIP. ChIP was performed using the Shearing ChIP and OneDay ChIP kits (Diagenode) according to
the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were sonicated to obtain DNA fragments of 200 to 500 bp.
Sheared chromatin was immunoprecipitated with antibodies against the following proteins/tags: HA
(Abcam, ref. ab9110), p73 (Abcam, ref. ab215038), E2F4 (Santa Cruz Biotechnology, ref. SC-398543X), and
p130 (Cell Signaling, ref. 13610S). 10% of the sheared chromatin was kept as the input for the ChIP.

Immunoprecipitated chromatin has been analyzed by q-PCR using the LightCycler 480 SYBR green I
Master (Roche) on a LightCycler 96 Instrument or the Mesa Green qPCR MasterMix Plus for SYBR Assay
(Eurogentec) on a Stratagene Mx3005P Multiplex Quantitative Real-Time PCR System. The sequences of
primers used for qPCR are described in Table S4. Primers surrounding the target region were checked
for specificity using the NCBI Primer designing tool. ChIP qPCR results were analyzed by evaluating sig-
nal of enrichment over noise normalized to Input.

b-galactosidase and SAHF staining for senescence analyses. 38HK cells were transduced with
p19INK4d and cultured for 72 h. The NIH 3T3 feeder layer was removed with PBS/EDTA from 38HK cul-
tures prior to senescence analyses.

Senescence was assessed using the Senescence b-Galactosidase Staining Kit at pH 6 following the
manufacturer’s instructions (Cell Signaling Technology). For SAHF staining, 38HK cells were layered on slides
coated with polylysine and fixed in 4% paraformaldehyde in PBS (pH 7.4) for 15 min at room temperature, and
permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 15 min (60). Cells were incubated with H3K9me3 antibody
(abcam; ab1220) for 2 h at room temperature, followed by incubation with Alexa Fluor 555-conjugated second-
ary antibody for 1 h at room temperature, and mounted using Vectashield Antifade Mounting Medium with
DAPI. The slides were visualized using a Nikon Eclipse Ti wide-field inverted fluorescence video microscope.
The images captured were analyzed by NIS-Element software from Nikon.

Quantification and statistical analysis. Quantification of protein levels from Western blot bands
was done using the Evolution-Capt Edge software (Vilber) or ImageLab software (Bio-Rad). The data pre-
sented are expressed as means 6 SD. P values are calculated using unpaired Student’s t test.

Data availability. The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange
Consortium via the PRIDE (61) partner repository with the data set identifier PXD022947. The RNAseq analyses
have been deposited to the GEO database (62) with the identifier GSE162816. Original data files for Western
blot analyses are deposited on the public repository Mendeley Data (https://doi.org/10.17632/rpw2j5fzj4.1).
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Abstract 

The tumor suppressor p53 family of proteins is composed of p53, p63 and p73. In 50% of human 

cancers, the TP53 gene presents a genetic alteration, whereas cancers harbouring a wild-type TP53 gene 

often display expression of oncogenic isoforms of p53 family proteins. The present dissertation focuses 

on the highly carcinogenic ΔNp73α isoform that acts as a dominant negative inhibitor of p73/p53 

signalling in a wide range of cancers. Throughout this work we used a cellular model of transformation 

that consists of human foreskin keratinocytes immortalized by the E6 and E7 oncoproteins of human 

papillomavirus 38 from the β genus (38HK), which is associated with non-melanoma skin cancer. 38HK 

cells overexpress ΔNp73α in comparison with primary keratinocytes and were used here for the 

identification and characterization of protein-protein interactions of ΔNp73α. 

In the first part of the Ph.D. project, we demonstrated that ΔNp73α forms an inhibitory complex with 

E2F4/p130 that represses the expression of genes among which we found tumor suppressors and 

senescence factors. Moreover, we showed that this complex is also present in HPV-negative cancer cell 

lines overexpressing ΔNp73α. Consistently, we found that silencing of E2F4 results in the induction of 

premature senescence in these cells, suggesting that E2F4 gains pro-proliferative properties specifically 

in transformed cells through its interaction with ΔNp73α.   

In the second part of the project, we characterized the interaction of ΔNp73α with the poly(ADP-ribose) 

polymerase PARP14. Our results indicate that PARP14 is upregulated upon -HPV38 E6/E7 

transformation and acts as a repressor of p53 signalling by maintaining p53 levels low. This finding 

opens new perspectives on the study of p53 deregulation by β-HPVs and their impact on carcinogenesis. 
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Résumé 

La famille des protéines du suppresseur de tumeur p53 est composée de p53, p63 et p73. Dans 50% des 

cas de cancers humains, le gène TP53 présente une altération génétique, alors que les cancers avec un 

gène TP53 de type sauvage présentent souvent l'expression d'isoformes oncogènes des protéines de la 

famille p53. Les travaux décrits dans cette thèse portent sur ΔNp73α, une isoforme hautement oncogène 

qui agit comme un inhibiteur dominant négatif de la signalisation p73/p53 dans un large spectre de 

cancers. Ces travaux sont en grande partie basés sur un système modèle de transformation cellulaire qui 

consiste à l’utilisation de kératinocytes humains du prépuce immortalisés par les oncoprotéines E6 et 

E7 du papillomavirus humain 38 (38HK) appartenant au genre  et associé au développement du cancer 

de la peau non-mélanome. Les cellules 38HK surexpriment ΔNp73α en comparaison aux kératinocytes 

primaires et ont été utilisés ici pour l'identification et la caractérisation des interactions protéine-protéine 

de ΔNp73α. 

Dans la première partie du projet de thèse, nous avons montré que ΔNp73α forme un complexe 

inhibiteur en s’associant à E2F4/p130. Ce complexe réprime l’expression de gènes, parmi lesquels nous 

retrouvons des suppresseurs de tumeur ou des facteurs de sénescence. De plus, nous avons démontré 

que ce complexe est également présent dans les lignées cellulaires cancéreuses HPV-négatives qui 

surexpriment ΔNp73α. De manière cohérente, nous avons constaté que la déplétion d’E2F4 induit la 

sénescence prématurée dans ces cellules, ce qui suggère que E2F4 acquiert des propriétés pro-

prolifératives dans les cellules transformées grâce à son interaction avec ΔNp73α. 

Dans la deuxième partie du projet, nous avons caractérisé l'interaction de ΔNp73α avec la poly(ADP-

ribose) polymérase PARP14. Nos résultats indiquent que la transformation par les protéines E6/E7 du 

-HPV38 augmente les niveaux de PARP14, qui, à son tour, agirait comme répresseur de la signalisation 

p53 en maintenant les niveaux de p53 bas. Cette découverte ouvre de nouvelles perspectives à l'étude 

de la dérégulation de p53 par les HPV β et de leur impact sur la carcinogenèse. 

Mot-clés : HPV, p53, ΔNp73α, E2F4, RB, interactions protéine-protéine, régulation de la transcription, 

cancer 
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