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"I am satisfied with the mystery of life's eterratyd with the awareness of--and glimpse
into--the marvelous construction of the existinglditogether with the steadfast
determination to comprehend a portion, be it exetiisy, of the reason that manifests itself in
nature. This is the basis of cosmic religiosityd &nappears to me that the most important
function of art and science is to awaken this fepamong the receptive and keep it alive."
Albert Einstein
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Reésumeé en francais

Notre traval a consisté i étudier 2 génes imphqués dans la réversion tumorale et
régalés par P53.

Nous avons identifié dans le promoteur du géne stah- Ib une séquence sur laquelle P53
se lie iz wipe et in wvive. De phis, nous avons montré la fonchiormalité de cet élément de
réponse suite & I'mduction de P53,

La particularité de ce site, doxt la structure différe fortemert du consensus de Lasson
de P53 4 I'ADN, ouvre de rouvelles perspectives dans l'analyse des mécamismes régulés par
P54,

L'étude de la protéine TSAPS morine a permis de caractérser som expression an
ruvean tissulaire et intracelhalaire. La fonction de TSAPS n'étant pas bien corme, nous avons
entrepris de I'analyser dans des modéles animaux portant un géne #ap 6 noté ou invalidé,

La nmatation da géne tsap 0 Gln-395-Lys induit lappanition dune microcytose et dun
emphyséme pulmonaire chez la souris. La caracténsation des mécanismes conduisant i ces
phénotypes est encours et nows permettrade nuewx comprendre la fometion de TSAPS.

Mots clés : P33 cancer, suppression tumorale, réversion tumorale, Siah, TSAPO

English summary

We studied 2 genes mvolved in tamor reversion and regulated by P53 : sioh-J and
1sap 0.

We have identified, in the pronoter of the siah- 15 gene, a sequence which binds P33
n vive and in vire. Furthermore, we showed that this sequence 15 a functional P53 response
element that canunder induction of P53 lead to activation of thas promoter.

This P53 binding site presents a ron-classical stractare compared to the consensus
desenbed for P53 binding. This could lead to new prospects in the analysis of P33-regulated
mecharsms.

We have characterized the tissulay and celllar expression of the nmrine TSAPS. Since
TSAPE function 1s poorly understood, we started to depict it in aimal models bearing a t5ap 6
gene nmtated or deleted.

The nmatation Gln-395-Lys inthe TSAPS protein tnggers mucrocytosts and pulmonary
emphysema in mouse. The charactenization of the mechanisms promoting these pherotypes 1s
i progress and vall help us to better understand TSAPS function.

Hey words : P33 cancer, fmor suppression, nenor reversion, Siah ISAPG
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Résumeé

L'objectif de notre équipe est de caractériseraleselles cibles pour la thérapie
antitumorale. Une premiére approche a permis diftndes genes dont I'expression
est modifiée suite a l'activation de la protéin€.P8ne seconde approche a mis en
évidence les genes régulés lors de la réversionraley Par ces deux méthodes, nous
avons identifié de nombreux genes d'intérét paesyguiels nous avons choisi d'étudier
siah-lettsap6

Nous avons mis en évidence la présence et la tomalité d'un élément de
réponse a P53 dans le promoteur du geale-1b Le promoteur dsiah-1lbcomporte
en effet une séquence sur laquelle P53 sanligitro commein vivo. De plus,
I'induction de P53 dans les cellules entraineiVatibn transcriptionnelle de cette zone
promotrice.

La particularité de ce site, dont la structure ediéf fortement du consensus de

liaison de P53 a I'ADN, ouvre de nouvelles perdpest dans l'analyse des
mécanismes regulés par P53.

L'étude de la protéine TSAP6 chez la souris a erde@ caractériser son
expression au niveau tissulaire et intracellulaette protéine membranaire a demi-
vie courte peut étre glycosylée et semble industel'hémine. La fonction de TSAP6
n'étant pas bien connue, nous avons entrepriqua@yser dans des modeles animaux
portant un genesapé6muté ou une invalidé.

La mutation du gendsap6 sur le codon GIn-395 induit chez la souris
I'apparition d'un emphyseme pulmonaire et d'unerouitose couplée a une
erythrocytose. La caractérisation des mécanismeduteant a ces phénotypes nous
permettra de mieux comprendre la fonction de TSAP6.

Nos travaux ont permis d'apporter de nouvelles amsances concernant la
fonction de ces protéines, ainsi que de caractéceains aspects de leur régulation.
Les mécanismes d'action de Siah et TSAP6 pourtoatapprofondis par I'étude des
souris KO pour chacun de ces genes. Ces nouvafl@snations sur des protéines de
la voie P53 pourraient apporter des éléments isdardgs pour le développement de
thérapies antitumorales.
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Abréviations

ADN Acide Desoxyribo Nucléique

ADNc ADN complémentaire

APC Anaphase Promoting Complex

ARN Acide Ribo Nucléique

ARNm ARN messager

ATP Adenosine Tri Phosphate

cM centiMorgan unité de mesure de 'ADN

coll. collaborateurs

EGF Epidermal Growth Factor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay Technique de dosage protéique

IL InterLeukine

kb kilo bases

kDa kilo Dalton unité de mesure des protéines

KO knock-out

mdm2 mouse double minute 2 gene régulé par P53

MEFs Mouse Embryo Fibroblasts Cellules embryonnaires de souris

MEL Mouse Erythro Leukemia Cellules leucémiques de souris

pb paires de bases unité de mesure de 'ADN

pBS pBluescript type de vecteur

PCR Polymerase chain Reaction réaction d'amplification de 'ADN

RING Really Interesting New Gene

SBD Substrat Binding Domain

siah Seven In Absentia Homologue

SiahBPI Siah Binding Protein |

sina seven in absentia

SIP Siah Interacting Protein

TBP TATA Binding Protein

TCTP Translationnaly Controlled Tumor Protein

tsap Tumor Suppressor Activated Pathway Gene réprimé lors du phénomene
suppression tumorale

tsip Tumor Suppressor Inhibited Pathway Gene activé lors du phénomene
suppression tumorale

WT wild Type Se dit d'un phénotype sauvage

Nomenclature

Les noms des génes et des ARNm qu'ils codent sdtg én minuscules et en italique.

Les noms des protéines commencent par une majusgzutgtre placée devant le nom

de

de

d'un géne ou d'une protéine indique I'espéce cérésd h : humaine , m : murine , r: rat, X :

Xénope
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Introduction

Contrairement a la plupart des autres maladiegateer est aujourd’hui un fléau

planétaire qui touche toutes les classes de lalagiqu, et I'on ne connait pas de véritable
moyen de prévenir son apparition. Ainsi, sur lesngiBions de décés enregistrés dans le
monde en 2000, prés de 12% étaient dus a un caBelem les estimations de 'OMS, le
nombre de nouveaux cas de cancers devrait attelftdneillions en 2020, alors qu'il était de
10 millions en 2000.

Certains traitements curatifs ont été mis au pomais ils ne sont pas adaptés a la
grande variabilité des cancers, et leur manque péeifcité cellulaire peut générer de
nombreux effets secondaires. De plus leur effiéaaste trés variable selon les individus.
C'est pourquoi de nombreuses études sont menéestguer de trouver de nouvelles
thérapies. Elles sont généralement basées sur rgrébension des mécanismes qui

conduisent une cellule normale a devenir cancéreuse

L'équipe d'Adam Telerman et Robert Amson, donaijs partie, a choisi d'adopter une
stratégie différente et innovante basée sur l'ebasen selon laquelle certaines cellules
cancéreuses parviennent a quitter leur état madumr petrouver un phénotype tumoral
significativement atténué, c'est ce que l'on appddl réversion tumorale Les études
menées visent donc a comprendre les mécanismescanduisent certaines cellules
cancéreuses a perdre quelgues unes de leurs catapiés tumorales pour identifier des
protéines clés impliquées dans ce processus. Gestdie ces protéines peuvent s'avérer étre
de nouvelles cibles de thérapie anticancéreuse.

Toutefois, ce phénomeéne étant extrémement rara,fdllu pour pouvoir I'étudier,
élaborer une technigue permettant d’isoler spégfigent ces cellules, diteévertantes.
C'est pourquoi notre équipe a mis au point, unénigoe permettant de sélectionner ces
cellules. Cette technique a mis a profit la paltidté qu'a le parvovirus H1 de tuer
préférentiellement les cellules transformées touégargnant les cellules normales. Une fois
les cellules sélectionnées, il faut les isolerest amplifier afin d'en dériver des modeles
cellulaires (Telerman et al., 1993).

Pour appréhender ces mécanismes, I'équipe a chdigitdier les difféerences
d’expression des ARNmM et des protéines entre ldile® tumorales et leurs sceurs
isogéniques révertantes afin de caractériser deeaox géenes suppresseurs de tumeur ou

inducteurs de la réversion tumorale (Roperch etl@99; Tuynder et al., 2002). Parmi eux
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nous avons retrouvé des gensisitf-1, tsapg ...) dont notre équipe avait déja montré qu'ils
étaient régulés par la protéine d'intérét majensda cancer : P53 (Amson et al., 1996).

Dans les tumeurs humaines, le gene le plus sowledrvé comme étant muté est
celui codant pour la protéine P53 (muté dans ptus@Po des cancers). La surexpression du
géenep53 sauvage dans des cellules induit leur arrét dssaonce et/ou I'apoptose. De plus,
I'inactivation du genep53 dans des souris par des techniqueskdeck-out entraine

I'apparition d'un nombre anormalement élevé de tusn@onehower et al., 1992).

Dans le domaine de la thérapie anticancéreuseratelg espoirs ont été fondés sur la
compréhension des mécanismes de régulation detRE3sen action. D'innombrables études
ont ainsi été menées, en utilisant différentes agms, dans le but de caractériser les
régulateurs et les effecteurs de P53.

Mon travail a consisté a etudier deux protéinesa &fois effectrices de P53 et
impliquées dans la réversion tumorale : les pretiSiah et TSAP6. J'ai pu appréhender

certains de leurs modes de régulation et étabéimpantie de leurs fonctions respectives.
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Suppression et
reversion tumorale
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| - Suppression et réversion tumorale

Les causes de l'apparition des tumeurs ont longieét@ mal connues. Méme si
Boveri avait trés tot émis I'nypothése qu'ellesvamoent étre dues a des problemes génétiques
(Boveri, 1914). On savait également que dans certzs elles pouvaient étre héréditaires.

L'analyse mathématique faite par Knudson a pagtidiiérentes données cliniques de
patients atteints de rétinoblastome lui a pernéitadlir le dogme du développement du cancer
. il faut deux événements mutationnels ("the twis hiypothesis™) (Knudson, 1971). Cette
théorie était annonciatrice de la découverte dasggéuppresseurs de tumeur.

|.1 - Bref historigue sur la suppression tumorale

Pour revue voir (Knudson, 2001)
L'existence de la suppression tumorale a été nopté Harris et Miller (Harris et al.,
1969) lors d'expériences de fusion entre des eslloalignes et des cellules normales. Ces
cellules de fusion se sont avérées trés peu tudmegy lors d'injection en souris,
contrairement a ce qui était observé pour les lesllparentales malignes. lls ont suggéré que
I'apport chromosomique des cellules normales péaihéd suppression du phénotype malin
dans les hybrides.

En 1976, Stehelin, Varmus, Bishop et Vogt (Stehetial., 1976) démontrerent, qu'un
virus peut devenir tumorigene apres avoir insérésdan propre génome un gene appartenant
a la cellule qu'il a préalablement infectée. Ceegeégllulaire, indispensable a la tumorisation
induite par le virus, a été qualifiéodcogene L'importance de cette découverte leur a permis
de recevoir le prix Nobel.

Les proto-oncogenessont des genes dont le réle normal est de favoasdivision
cellulaire. Lorsqu’ils subissent certaines mutationls deviennent de®ncogenes qui
produisent une protéine en plus grande quantit@u ebyper-active (mutation "gain de
fonction™), ce qui entraine une prolifération atégoe des cellules.

Lesgénes suppresseurde tumeurs sont au contraire :

v' des molécules de surveillance de l'intégrité decdule qui sont chargées de
détecter les anomalies de la cellule (mutationpiéshangements de I'environnement...)

v des freins du cycle cellulaire qui sont activéscas de défaut détecté dans la
cellule. A I'état activé, ils peuvent étre stakis transloqués dans le noyau ou ils bloquent la
division cellulaire. Cette pause permet a la celldé réparer ses éventuelles anomalies ou
d'attendre que son environnement redevienne normal.

v des molécules induisant la mort cellulaire progra&ames cellules : 'apoptose.

Lorsqu'ils sont mutés, les genes suppresseursrdele activité (mutation "perte de
fonction"). S’ils ne sont pas réparés, il 'y aplle frein a la prolifération, ce qui entraine
une croissance anarchique.

La notion de géne suppresseur a rejoint I'hypotrdseKnudson : 2 mutations
récessives sur un gene suppresseur de tumeursstauda dérégulation de la cellule et par la
suite I'apparition du cancer (portant de plus ers planomalies). Le tout a été validé par la
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caractérisation du premier gene suppresseur deutumgbl, le géne impliqué dans le
développement du rétinoblastome.

En 1987, des expériences ont montré que l'intramluct'un chromosome particulier
dans certaines cellules tumorales (tumeur de Wilpgsit induire leur suppression tumorale
(Weissman et al., 1987). Tout comme dans les expeées de Harris et Miller, il y avait
complémentation de la cellule maligne par appornhdéériel génétique exogene.

L'équipe de Cavenee (James et al., 1988) a peratabtir que si un des alléles d'un
géne porte une mutation récessive (hétérozygotmetalléle) , il suffit d'une seule mutation
sur l'autre allele (mutation ponctuelle, délétimtombinaison, ...) pour que la fonction de ce
géne soit perdue. C'est la découverte de la ndeqrerte d'hétérozygotie.

Si ce géne est un suppresseur de tumeur, cette @létérozygotie peut faire passer
une cellule normale a I'état tumoral. Cette décdaveejoint I'hypothese "two steps" de
Knudson.

La notion de suppression tumorale correspond dondaacomplémentation d'un
mangue présent dans les cellules tumorales par ppart externe d'information génétique.
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.2 - Laréversion tumorale

Il a été montré que certaines cellules tumoralesigranent a quitter leur état malin
pour retrouver un phénotype tumoral significativeimatténué. Ce phénomeéne est appeelé

réversion tumorale,

1968 - Pollack, Green, Todaro. PNAS
cellules NIH3T3
1968 - Rabinowitz and Sachs. Nature

1984 - Salmon, Zwiebel. J.Cellular Physiol. cellules NIH3T3

1983 - Noda. PNAS
cellules NIH3T3
1989 - Kitayama. Cell

1989 - Degos Lancet

1993 - Telerman e@l. PNAS K
humaines K562

1996 - Nemani etl. PNAS

1997 - Bissel JICB

2002 - Tuynder etal. PNAS

2004 - Tuynder etal. PNAS
cellules NIH3T3

et NIH3T3 v-src

cellules leuc émiques

cellules leuc émiques
humaines U937 et K562

cellules de cancer du sein

cellules de cancer du colon,
poumon et mélanome

infection par virus polyoma

ou SV40 Flat revertants

infection par le virus du

. Flat revertants
sarcome de Kirsten

découverte de K-Revl

traitement a I'acide rétinoique Différenciation téemale

tuées par le parvovirus H1 Cellules révertantes KS

tuées par le parvovirus H1 Cellules révertantes 1 KSe
découverte du rdle de Siah

Effet de I'environnement sur les cellules tumorales

tuées par le parvovirus H1 Cellules révertantes
découverte du role de TCTP

tuées par le parvovirus H1 Cellules révertantes

transfectées anti-sens TCTP Réversion

Figure 1 : Historique de la réversion tumorale

Les cellules normales présentent un certain nonu@ecaractéristiques qui les
différencient des cellules tumorales : elles samtamment sensibles a l'inhibition de contact.
L'infection de cellules normales de souris NIH3E3 le virus SV40 rend celles ci insensibles
a l'inhibition de contact et plus tumorigénes. &£ke rapprochent donc de cellules tumorales ;
c'est pourquoi ce modele a largement été étudié paumprendre le processus de

cancérisation.

La découverte, dans ces cellules infectées, de-donss redevenus sensibles a la
densité cellulaire (Pollack et al., 1968) a ouvartoie de la réversion tumorale, puisque ces
clones retrouvaient "spontanément” des caraciguissi de croissance de cellules normales et
surtout étaient beaucoup moins tumorigénes. Ces-dones ont été qualifiés de révertants
plats "flat revertants" en raison de leur morphaog
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Les cellules révertantes sont donc des cellules filles isogéniques mais
phénotypiquement différentes, moins tumorigénesleures cellules parentales tumorales.

Ces expériences ont été validées par la répétigoce phénomeéne avec d'autres virus
ou agents inducteurs et d'autres types cellulgr@sr revue voir (Ozer and Jha, 1977)).

Il a également été montré par des expériences sienflque le phénotype révertant
peut étre dominant sur le phénotype mutateur (Nb@h, 1983).

La réversion de cellules transformées a égalentéril#enue suite a leur transfection
avec des banques d'ADNc (Noda and lkawa, 1986; Nszidal., 1989). L'analyse des
différents clones révertants résultant de cettesfegction a montré qu'ils ont chacun incorporé
une dizaine d'ADNc différents. La transfection ddlues tumorales avec chacun de ces
ADNCc, a conduit a la découverte de génes pouvahiiia ce phénotype suppresseur de fagon
indépendante les uns des autres. Parmi durevl (Kitayama et al., 1989) dont le niveau
d'expression, dans les cellules ou il est tranfemdrréle avec la suppression du phénotype
transformé.

L'effet de I'environnement sur le caractere tramsé des cellules a également été
suggéré suite a l'induction de la réversion tuneordé cellules cultivées en matrice
tridimensionnelle en présence d'anticorps bloglegpi-intégrine (Weaver et al., 1997).

Notre équipe a, quant a elle, mis au point unentgcie d'isolement de cellules

révertantes (Telerman et al., 1993) basée sur licplarité du parvovirus a tuer
préférentiellement les cellules transformées taut@argnant les cellules "normales”.

e

Infection par le parvovirus H1

Multiplication du virus

@e
Cellules q _— ..

transformées

Lyse des cellules

Figure 2 : Effet du parvovirus H1 sur les cellules

En infectant des cellules tumorales avec ce viaugds grande majorité d'entre elles
meurent peu a peu. Mais apres quelques semainesidéent en culture, on peut observer
I'émergence de clones résistant a l'effet cytotexidu virus (environ 1/1 000 000). Ce sont
donc potentiellement des cellules qui ont un phgettumoral atténué : des cellules
révertantes.
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Infection par le
parvovirus H1

- <~

I I E— -
Culture de cellules Isolement de cellules
tumorales résistantes au virus

<

—

I Isolement de cellules révertantels

l Amplification

—— Y —
— -]
N ——
» -]

Figure 3 : Technique d'isolement des cellules rétartes a I'aide du parvovirus-H1

Ces cellules révertantes ont des caractéristiquehes des cellules normales :
o elles résistent au parvovirus si on les ré-infecte
0 elles ne poussent plus en agar mou, ce qui indiguelles ont perdu leur
caractéristique tumorale de croissance en indépeediiancrage
o elles sont beaucoup moins tumorigenes que les leglltumorales lors
d'injection en souris

Cette réversion ne s'apparente pas a de la diffiéateon puisque
o l'analyse de certains marqueurs de différenciatiarpas révélé de distinction
d'expression entre les cellules parentales ettaves
o la morphologie des cellules révertantes ne difijgms de celle des cellules
parentales

Nous pensons que la réversion pré-existe a lioiegtar le parvovirus qui n'est utilisé
que pour sélectionner les cellules révertantesr{deyet al., 2004). Mais, dans I'état actuel de
NOS connaissances, NnoOus ne pouvons pas exclurée quervovirus aide a l'apparition de
cellules révertantes.

Le parvovirus n'est, en tout cas, pas nécessairaamtient du phénotype révertant.
En effet, certains clones ne produisent plus deqgvaius (pas de production de particule
virale), ne contiennent pas d'ADN viral et consatdeur phénotype révertant (Tuynder et al.,
2002).

L'étude des ARNm dans ces lignées révertantes égteées tumorales dont elles sont
issues (dites parentales) nous a permis de mettéidence pacDNA differential display
des différences d'expression (Nemani et al., 1B@ferch et al., 1999; Tuynder et al., 2002).
Ces différences ont été confirmées Narthern blotavec des sondes spécifiques et parfois au
niveau protéique paiestern blat
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Nous avons trouvé, entre autres deux genes, suriemps dans les
cellules révertantes et que nous avions déja idedds comme importants dans
le mécanisme de suppression tumorale, puisqu'ilgiant eté trouvés regulés
positivement par P53. Il s'agit des gensmh-1 et tsap6. Ce sont ces deux
genes que nous avons étudié ici.
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P53
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II- P53

La majorité des informations présentées sur P53 segroupées dans la revue(Oren, 2003).

1.1 - La découverte de P53

P53 est une protéine de 393 acides aminés et dea5@ki, dans les premiéres études
a son sujet, n'était détectée dans les cellulespyes I'induction de leur transformation. Ainsi
P53 a été observée pour la premiére fois en 197@rgrmu'antigene spécifique de certains
sarcomes induits chimiquement dans les souris (Dedteal., 1979). Elle a été également
trouvée dans les cellules transformées par cer@ins (Lane and Crawford, 1979; Linzer et
al., 1979) et surtout complexée a I'antigene Largkr SV40 (Harlow et al., 1981; Oren et al.,
1981). P53 a aussi été trouvée dans les cell@dasfarmées par des agents chimiques et dans
les cellules tumorales (Crawford et al., 1981).

P53 a d'abord été décrite comme une protéine nrel@ippold et al., 1981). Mais
par la suite il a été montré que P53 est cytoplasenidans les cellules normales et est
transloqué au noyau dans les cellules transforiffiéatser et al., 1983).

En 1981, on suggere déja (Dippold et al., 1981dlke de P53 dans la régulation de la
division cellulaire et son altération dans lesueB cancéreuses. La découverte d'anticorps
anti-P53 dans le sérum des patients atteints deecéibbane and Crawford, 1979; Crawford et
al., 1982) a renforcé cette hypothése selon lagueB3 est modifiée dans les cellules
cancéreuses (en quantité, type ou présentatiotglldefacon qu’elle devienne immunogéne.
Il a ainsi été qualifié d' "antigene cellulaire desheurs".

Le clonage de I'ADNc révélant ainsi la séquence RE8 a ouvert la voie a
l'identification des mutations de P53 dans les een(Oren and Levine, 1983).

II.2 - p53: oncogene ou géne suppresseur de tumeur ?

[1.2.1 - p53serait un oncogene ?

Comme nous l'avons vu, P53 a d'abord été trouvé&inegp dans les cellules
cancéreuses ou transformées et pas (ou tres pes)letacellules normales. Son expression
était également augmentée en cas de stimulatidm glelifération (Reich and Levine, 1984).
En outre, l'inhibition de I'expression de P53 peatégie antisens affectait la prolifération des
cellules (Shohat et al., 1987).

Il était alors logique de penser que P53 étaibgummée dans les cancers et avait donc
potentiellement une activité oncogénique. En e#de répondait a la définition du proto-
oncogene : lorsqu'elle est mutée dans les cellule®rales, elle est plus exprimée, plus
active et plus stable (Jenkins et al., 1985).
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Cette hypothese était de plus confirmée par legiadt la transfection dg53 (seul ou
avecc -rag dans les cellules en culture induisait leur tramsation ou leur immortalisation
(Eliyahu et al., 1984; Jenkins et al., 1984; Paratal., 1984; Rovinski and Benchimol,
1988), un pré requis au processus de cancérisation.

[1.2.2 - p53: un géne suppresseur de tumeur

En réalitép53 est un gene suppresseur de tumeur et pas un orecegenme on l'a
tout d'abord pensé. En 1989, lors d'un congresiriee\1989), basé sur les travaux de Oren
(Eliyahu et al., 1989; Michalovitz et al., 1990Jine démontre pourqu@b3 pourrait étre
un gene suppresseur de tumeur (Finlay et al., 1:989)

* dans de nombreuses tumeurs humaines et mum®&sest retrouvé muté voir

délété, ce qui altére sa fonction.

* injecté dans des cellules transformées par un @mepgdl peut réverser cet état de

transformation.

e« comme le génab, son produit protéique serait inhibé par intemactavec des

protéines virales pour conduire a la transformatieltulaire.

Si P53 n'était pas détectée dans les cellules mesnEest parce qu'elle a une
conformation différente de P53 dans les cellulesamales. Les anticorps anti-P53 disponibles
a I'époque ne pouvaient se lier qu'a la forme mptésente dans les cellules cancéreuses et
pas a la forme normale.

Des 1983, I'expression de P53 était corréléee awveédression de la tumeur (Rotter,
1983).

La mutation dep53 dans les cellules cancéreuses induit en fait uregtp de fonction
de la protéine ce qui fait dp53 un géne suppresseur de tumeur.

1.3 - P53 et le cycle cellulaire

Une des fonctions majeures reconnues pour P53 ralthauest son réle de régulateur
du cycle cellulaire.

L'analyse de I'expression de P53 au cours du cgilelaire dans des fibroblastes en
culture (Reich and Levine, 1984) a montré que lat®se et la quantité de P53 sont accrues
en fin de phase G1, ce qui suggere un rble pour dB% la progression des cellules
quiescentes vers un état prolifératif.

Cette hypothése a ensuite été confirmée : P53ipéuire un arrét de croissance en
étant dirigé vers le noyau ou elle bloque les tedlgprincipalement en phase G1 (Baker et al.,
1990; Diller et al., 1990; Mercer et al., 1990; hadovitz et al., 1990; Gannon and Lane,
1991; Martinez et al., 1991). De plus il a été mémjue ce blocage peut-étre conseécutif a un
dommage causé a la cellule et notamment s'il irdkstIésions au niveau de I'ADN (Kastan
et al., 1991).
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Dans certaines lignées, l'activation (ou la suresgion) de P53 entraine par contre
I'induction de l'apoptose (Yonish-Rouach et al91;9Polyak et al., 1996) plutdt qu'un arrét
de croissance pour des raisons que nous discutelmniin.

Les souris KO poup53 présentent des défauts de gamétogénése et detfernde
tube neural au niveau de I'embryon (Armstrong.etl@o5).

p53 est le géne majeur du maintient de l'intégrité tecellule il est méme nommé
"gardien du génome" (Lane, 1992) ou "gardien de laellule”. En cas d'anomalie au
niveau de I'ADN, de la cellule ou de son environnent, la protéine P53, en activant ou
inhibant diverses voies, organise la réponse celitéd qui peut étre une entrée en phase
quiescente, une réparation des dommages ou s'ilst gop importants I'induction de la
mort cellulaire programmée.

1.4 - P53 et le cancer

p53est aujourd’hui considéré commE gene suppresseur de tumeur car il est le géne
le plus souvent muté dans les cancers (plus dedsDt% totalité des cancers : voir la banque
de données IARQ@uww-p53.iarc.fr/index.html Les mutations d@53 donnent un avantage
sélectif pour les cellules puisqu'elles ne sons péprimées au niveau de leur croissance.

Malgré son réle majeur dans la cellule, des ligreskilaires dépourvues de P53 ont
étée décrites, indiquant que la cellule peut sueven son absence. De méme les souris KO
pourp53sont plus susceptibles au développement de tunfiiBareehower et al., 1992).

En raison de sa qualité de suppresseur de tumeuml tres vite pensé que la
réintroduction de P53 dans des cellules tumorabesrpit permettre de réverser le phénotype
tumoral. La transfection d@53 dans des cellules transformées induit un arréiede
prolifération d a un blocage en phase G1 (Mertal.e1990; Michalovitz et al., 1990) ou
une entrée en apoptose (Yonish-Rouach et al., 1984)s parfois dans certaines cellules
aucun de ces effets n'est visible (Shaulsky e188]1; Cheng et al., 1992).

Les MEFS déficientes pour p53 présentent des amesnahromosomiques dues a la

réplication des centrosomes. Elles présentent désgbypes similaires a ceux observés dés
1890 par von Hansemann dans les cellules cancéreuse
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En raison de son activité primordiale pour la celk) les mutations de P53 procurent
un avantage sélectif aux cellules tumorales, ce gupligue son rbéle majeur dans le
processus de cancérisation. Malgré les tres nomlsesuétudes menées depuis longtemps a
son sujet, les thérapies anticancéreuses reposantPb3 ne sont pas disponibles a I'heure
actuelle. On peut imaginer vouloir restaurer la fation de P53 (ajout de P53 WT ou
modification de P53 mutante de maniére a lui donnene activité sauvage), ou cibler et
inactiver les cellules déficientes en P53. Cettepagghe a déja donné des résultats
prometteurs avec entre autres l'utilisation du ONYOL5 qui cible les cellules déficientes en
P53.

1.5 - P53 est un facteur de transcription

[1.5.1 - La découverte de l'activité de facteur de transcripon

Deés les premieres études réalisées sur P53 il ma@néré qu'elle pouvait lier 'ADN
(Lane, 1983; Steinmeyer and Deppert, 1988). Maig'est qu'avec l'utilisation de proté€ines
de fusion que l'on a pu montrer que P53 peut actavéranscription de genes rapporteurs
(Raycroft et al., 1990) notamment par sa parti@miinale (Fields and Jang, 1990; O'Rourke
et al., 1990). La démonstration selon laquelledesdn de P53 a 'ADN est indispensable a
I'induction de la transcription est due a I'équdpePrives (Farmer et al., 1992).

[1.5.2 - Le site consensus de liaison de P53 sur I'ADN

Il a été montré que P53 se lie sur une séquenciigpé de I'ADN (Bargonetti et al.,
1991; Kern et al., 1991) contenant certaines basggues dont des guanines. La séquence
consensus comporte 2 motifs palindromiques :

5'-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3' séparés par 0 a 13 pb (el-Deiry et al., 1992).

P53 possede 2 homologues, P63 et P73 (Kaghad &Bfll; Yang et al., 1998), qui
peuvent se lier & cette méme séquence mais traregdct'autres genes, probablement en
raison de cofacteurs différents (Mondal and Pa@@5). lls sont, tout comme P53, capables
d'induire lI'apoptose (Jost et al., 1997).

[1.5.3 - Un facteur de transcription sous forme tétramérique

P53 peut s'oligomériser (Levine, 1989) et se tébrasar (Stenger et al., 1992).

Le monomere, bien qu'ayant une activité transdcioea n'est pas capable de se lier a
I'ADN. On a d'abord pensé que P53 lie I'ADN sousn® homodimérique (Tarunina and
Jenkins, 1993) mais il s'avere en fait que c'esétramere de P53 qui se lie aux deux motifs
du consensus (Friedman et al., 1993; Hainaut,et294; Hupp and Lane, 1994).
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La fonction d'activateur de transcription de P58 astorégulée par la partie C-
terminale de la protéine qui joue un réle inhibiten masquant le domaine de liaison a 'ADN
(Hupp et al., 1992; Bayle et al., 1995; Wolkowitak, 1995).

Domaine Domaine Domaine Domaine
transactivateur de liaison a '’ADN de tétramérisation de régulation

Figure 4 : Structure de la protéine P53

[1.5.4 - Les genes de réponse a P53

11.5.4.1 - Généralités

mck a été le premier géne pour lequel il a été mogie la liaison de P53 sur une
zone déterminée de son promoteur pouvait induiteasacription (Zambetti et al., 1992).

Depuis, il a été montré que P53 transactive undgreimbre de genes impliqués dans
le cycle cellulaire et I'apoptose. Ces genes codetre autres pour : P21/Wafl/Cipl, Bax,
Fas-R, GADD45, PUMA, NOXA, MCK, IGFBP3, 14-3-3, AR4, APAF-1, PIG3, MDM2,
Killer/DR5, TRAIL Receptor 2, TGF-alpha, EndotheR et beaucoup d'autres protéines).

P53 est aussi capable de réprimer I'expressioredesgcibles (Ginsberg et al., 1991).
Ainsi I'expression des ARNm codant pour MDR1, c-mie6, Bcl2 ou Bcl-XI est régulée
négativement par P53 (Ginsberg et al., 1991; Meetal., 1991; Santhanam et al., 1991;
Haldar et al., 1994). Le mode de répression est piogtant moins bien connu que celui
permettant la transactivation des géenes cibles saiintoutefois que P53 peut lier le facteur
initiateur de la transcription TBP ainsi que leudgeur NF-Y et ainsi inhiber la transcription
de génes qui ne présentent pas de site de liamamR5b3 (Seto et al., 1992) (Imbriano et al.,
2005).

Il existe des génes régulés par 2 sites de lialeoR53 : I'un transactivateur et l'autre
répresseur, c'est notamment le cas de PCNA (Jaeksdn 1994).

Différentes approches biologiques ou informatiques été utilisées de facon a
identifier le plus grand nombre de genes réegulédp8 (Zauberman et al., 1995; Amson et
al., 1996; Kostic and Shaw, 2000; Zhao et al., 26@hnan et al., 2001; Kannan et al., 2001,
Wang et al., 2001; Hoh et al., 2002; Yoon et 8002 O'Farrell et al., 2004; Miled et al.,
2005).

Parmi les genes activés ou réprimés, il existegnapde variété de modes de réponse
a P53 : le temps et le mode de réponse varientg#oe a lI'autre mais on peut les regrouper
en grandes classes (Yu et al., 1999; Yoon et@0D2Q D'un c6té, ceux activés ou réprimeés de
facon précoce, en opposition a ceux dont la trgtgmn est modifi€ée aprés un certain délai.
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Certains ont également une réponse biphasiqusorilstout d'abord activés puis réprimés (ou
inversement).

11.5.4.2 - Le genep21/wafl/cipl

P21-Wafl-Cipl est une protéine de 21 kDa dont fegest une cible de P53 (el-Deiry
et al.,, 1993). Le promoteur de21 contient en effet un site transactivé par P53. B&l
capable tout comme P53 d'induire l'arrét de crassale cellules en culture. L'activation de
P21 est indispensable pour que P53 ait son actavitiproliférative dans les cellules
cancéreuse humaines (Waldman et al., 1995). Lirsdicin de p21 conduit les cellules plutot
vers l'apoptose (Polyak et al., 1996).

On a tout d'abord cru que l'induction de P21 l@datrét de croissance ou l'induction
de I'apoptose passait forcément par P53 (el-Deiay.,€1994), mais il a par la suite été montré
que P21 peut étre activée par des voies indépessildatP53 (Michieli et al., 1994).

P21 interagit avec les cyclines et est un inhibiges Kinases cycline dépendantes
Cdk (Harper et al., 1993). P21 peut induire I'atis cellules en phase G1 du cycle cellulaire.

[1.5.4.3 - Les génessip ettsap

Dans le but de mieux comprendre les mécanismearugdsation et notamment ceux
relatifs a P53, notre équipe a entrepris d'idamtifie nouveaux génes impliqués dans la voie
P53 et d'en étudier certains plus finement.

Pour cela nous avons utilisé un modéle cellulaaiqulier venant du laboratoire de
Moshe Oren. Dans ce systéme, les cellules LTR6 stablement transfectées avecpt8
muté. Ce gene code pour une protéine P53-Vall3mtwensible (Michalovitz et al., 1990;
Milner and Medcalf, 1990). Lorsque les celluleststuitivées a 37°C, P53 est inactive ; par
contre lorsqu'elles sont cultivées a 32°C, la pnet@dopte une conformation qui lui permet
d'avoir une activité normale de suppresseur de uur{iéonish-Rouach et al., 1991). Cette
activation induit I'entrée en apoptose des cellLTER6.

En utilisant la technique dPBifferential Displaynous avons pu mettre en évidence
I'expression différentielle de genes entre lesutedl ou P53 est inactive et celles ou elle est
activée (Amson et al., 1996). Certains de ces gétasnt déja connus pour étre induits par
P53, mais d'autres n'avaient encore jamais étéslécr

Les génes activés par P53 ont été nommsép (Tumor Suppression Activated
Pathway : ce sont des genes qui participent potentieltgnaela suppression du phénotype
tumoral. A l'inverse les genes inhibés par P53 é&Bt nommédsip (Tumor Suppression
Inhibited Pathway: ce sont des genes qui favoriseraient le ph@edymoral.

C'est de I'étude de deux de ces gentssp3 (siah-1b) et tsap6, dont
nous parlerons plus en détail dans ce manuscrit.
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11.6 - Les activites de P53 indépendantes de la transcriph

Outre son role majeur de facteur de transcripti®b3 posséde d'autres fonctions
(Caelles et al.,, 1994; Bissonnette et al., 1997psiAil a été décrit une activité pro-
apoptotique de P53 qui ne passe pas par la traretaa de genes (Haupt et al., 1995;
Baptiste et al., 2002). Il a également été suggaecdurant l'apoptose, P53 pourrait se lier a
la mitochondrie (Moll and Zaika, 2001), ce qui paitrexpliquer pourquoi dans certains cas
l'apoptose induite par P53 ne passe pas par lasyrbese d'ARNm (Regula and
Kirshenbaum, 2001).

[1.6.1 - La régulation de l'activité d'autres protéines

L'activité pro-apoptotique de P53 passe aussi parcapacité a promouvoir la
translocation du récepteur Fas/CD95 du cytoplasi@endembrane plasmique ou il acquiert
son activité (Bennett et al., 1998). P53 peut égatd induire le transport de TNF-R1 a la
membrane.

De méme, P53 peut induire la translocation de #épre pro-apoptotigue Bax du
cytoplasme a la mitochondrie (Schuler et al., 2008)présence de Bax a la mitochondrie est
indispensable au relargage du cytochrome C et @ertghement de I'apoptose.

L'activité pro-apoptotique mais transcription indégante de P53 passe entre autres
par la caspase-8 (Ding and Fisher, 2001).

[1.6.2 - La réparation de 'ADN

P53 est capable de lier diverses protéines impdisjudans la réparation de I'ADN
(XBP, XPD, WRN, DNA polymérase, RPA)

De plus, P53 possede des propriétés intrinsequedugupermettent de détecter
(Degtyareva et al., 2001) et de réparer elle méenmios dommages de I'ADN (Willers et
al., 2000; McKay et al., 2001). Elle aide notammeihd résolution des jonctions de Holliday
(Lee et al., 1997; Yang et al., 2002; Sengupta.e803) et de certaines coupures double
brins (Dahm-Daphi et al., 2005).

En outre, P53 est dotée d'une activité 3'-5' exéase (Mummenbrauer et al., 1996)
et de transfert de brin (Oberosler et al., 1993).

[1.6.3 - Les autres fonctions de P53

Il a également été décrit que P53 est impliquées darsénescence (ltahana et al.,
2001; Tyner et al.,, 2002), la différentiation (Alghand Rotter, 1997), l'inhibition de
I'angiogénése (Duda et al., 2002), ...
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1.7 - Laréqulation de P53

Pour revue voir (Oren, 1999)
Dans les cellules ou P53 est a I'état latent,rgiteerfére pas avec le cycle cellulaire.
Son niveau d'expression basale est relativement bas
La régulation de P53 se fait de facon quantitative niveaux transcriptionnel et
traductionnel, mais aussi qualitative car P53 é&gulée par des modifications post-
traductionnelles.

[1.7.1 - La régulation au niveau transcriptionnel

p53 possede un promoteur "classique” en amont du 'siiéiation de la transcription,
mais également un promoteur dans son premier infReisman et al., 1988; Tuck and
Crawford, 1989). Le premier ne comporte pas de TADX, mais une CAAT-box.

Le promoteur dg53 est régulé par des facteurs de transcription dantalle hélice-
boucle-hélice (Ronen et al., 1991) ainsi que paryc-(Reisman et al., 1993), et il est activé
en cas de stimulation par le sérum (Reich and leg\iif84; Ginsberg et al., 1990).

On a longtemps pensé que seuls les gpA8xt p73 pouvaient produirent différents
ARNmM par épissage alternatif (Yang et al., 1998)a len fait ét¢é montré que p53 peut
eégalement subir ce type de régulation (Ghosh €26@04).

P53 est induite par de nombreux signaux, souvest signaux de stress. Des
dommages a I'ADN, au fuseau mitotique, des choesrtigjues, osmotiques ou chimiques
peuvent aussi induire la transcription g3 Dans certains cancers il a été noté des
différences de régulation transcriptionnelle g8 (Nayak and Das, 1997) : I'abondance de
certains facteurs de transcription liés au promotip53 varie entre des tissus sains et des
tissus canceéreux. Il y a méme des facteurs dechiptisn que l'on ne trouve liés a cette
région que dans les tumeurs.

[1.7.2 - La régulation au niveau traductionnel

En raison de la rapidité de la réponse a certagmasy, il a été supposé gu'une partie
de la régulation pouvait se faire par une augmiemade la traduction de I'ARNm53
probablement due a une dérépression de sa régidhRB'(Fu et al., 1996). Il est aussi connu
gue P53 s'autorégule par liaison a son propre ARMasner et al., 1995).

[1.7.3 - La régulation au niveau post-traductionnel

P53 est une protéine hautement régulée au niveatrtraductionnel par des
modifications covalentes. Elle peut étre phospléaymono- ou poly-ubiquitinée, sumoylée,
acétylée, ...
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La protéine P53 WT est capable de présenter desrowations différentes (Milner
and Medcalf, 1991), ce qui suggere que la régulatie I'activité de P53 passe par des
modifications post-traductionnelles affectant emwéres son repliement tridimensionnel.

11.7.3.1 - La phosphorylation de P53

La phosphorylation est considérée comme la modifiscamajeure permettant de
réguler P53.

Chez I'numain, au moins 7 serines et 2 thréoniaes té domaine transactivateur et 5
serines dans le domaine C-terminal sont susceptiétre phosphorylées. Les serines 15 et
20 ainsi que la threonine 18 sont des sites depblooglation majeurs. Il faut noter que la
Thréonine 55 serait phosphorylée a I'état basak rd@phosphorylée lors de l'induction de
dommages a I'ADN.

Notons que la Serine 378 est constitutivement pgagtee.

Suivant son état de phosphorylation, P53 transadifférents genes cibles (Lohrum
and Scheidtmann, 1996; Oda et al., 2000).

Difféerentes kinases sont capables d'induire la phoagylation de P53 : ATM, ATR,
PKR, Chk-1, Chk-2, p34 Cdc2, p38 MAPkinase, JINK,ABRK, caséine kinase-a-...et des
phosphatases de la supprimer : hCdc14,

11.7.3.2 - L'acétylation de P53

P53 peut aussi étre acétylée suite a différenmtaugit{Prives and Manley, 2001), ce qui
augmente sa capacité a lier 'ADN (Gu and Roed37;1Sakaguchi et al., 1998). Les lysines
320, 373 et 382 de la protéine humaine sont conpoesétre acétylées par CBP et PCAF et
déacétylées par HDACL, 2 et 3. Cette acétylatignletait la stabilité de P53.

11.7.3.3 - La méthylation de P53

P53 peut étre méthylée sur une lysine en C-ternpaalla Set9 methyltransférase.
Ainsi modifiée, la protéine est confinée dans lgapet stabilisée (Chuikov et al., 2004).

11.7.3.4 - L'ubiquitination de P53

1.7.3.4.1 - La poly-ubiguitination et la dégradation de P53 pde

protéasome

La stabilisation de la protéine est une voie maede régulation (Ashcroft et al.,
2000).

Lors de l'activation de P53 sa demi-vie est nettgnsmigmentée (Maltzman and
Czyzyk, 1984; Kastan et al., 1991), ce qui pernmet activation rapide sans passage par une
néo-synthése. Ce sont notamment des phosphondagieinempéchent son ubiquitination et
donc sa dégradation par la voie du protéasomel{&ial., 1997; Shieh et al., 1999; Unger et
al., 1999).

A linverse, une fois son action achevée, P53 asidement dégradée par la voie
ubiquitine-protéasome (Maki et al., 1996).

26



Etude de 2 génes cibles de la protéine PSahettsap6

11.7.3.4.2 - La mono-ubiquitination de P53

P53 peut étre mono-ubiquitinée, ce qui entraindraaslocation du noyau vers le
cytoplasme (Li et al., 2003).

L'activité anti-proliférative exercée par P53 npsssible que lorsqu'elle est localisée
au noyau (Shaulsky et al., 1991). Or a I'état lateB3 est cytoplasmique durant la majorité
du cycle cellulaire (Shaulsky et al., 1990).

11.7.3.5 - Les autres modifications de P53

P53 peut également étre sumoylée, ribosylée, néddatl O-glycosylée (Shaw et al.,
1996; Wesierska-Gadek et al., 1996; Melchior andgde 2002; Feng et al., 2005).

Les differentes modifications post-traductionnebéssi que les différents cofacteurs
de P53 influencent grandement et rapidement sditaba localisation et sa fonction.

[1.7.4 - La régulation par la boucle Mdm?2 : une balance sulile

Pour revue voir (Alarcon-Vargas and Ronai, 2002).
Mdm2 est le produit d'un oncogene souvent activis das phénoméenes de cancer
(Watanabe et al., 1996; Momand et al., 1998). Glest E3 ligase, protéine qui induit la
dégradation de P53 par la voie ubiquitine-protéasdraupt et al., 1997; Kubbutat et al.,
1997).
Mdm2 est capable d'inhiber P53 en se liant a somadte transactivateur (Momand et
al., 1992; Chen et al.,, 1996) et en inhibant alasliaison d'éléments de la machinerie
transcriptionnelle (Lu and Levine, 1995; Thut et 4095).

L'importance du lien entre P53 et Mdm2 a été migwdence par I'étude des souris
transgéniques : les souris KO pour Mdm2 préseniest forte |étalité embryonnaire, qui
disparait totalement lorsque I'on inactive congingnt les gengss3 et mdm2(Jones et al.,
1995; Montes de Oca Luna et al., 1995).

P53 et Mdm2 doivent toutes deux étre dans des @afhosphorylation particuliers
pour pouvoir interagir. La régulation de la quangt de I'état de phosphorylation de Mdm2
est donc tres importante pour l'activité de P53hfAaft et al., 2000). Ce serait par ce
meécanisme que la cellule maintiendrait un niveaabeelativement bas de P53.

De plus, un niveau bas de Mdm2 résulterait en uwe@orubiquitination de P53
entrainant son export du noyau vers le cytopladinet @l., 2003).

ARF est une protéine surexprimée lorsque diversat®ipes oncogéniques sont elles-
mémes sur-activées (de Stanchina et al., 1998;dpalet al., 1998; Zindy et al., 1998). Ainsi
induite, ARF va se lier a Mdm2 qu'elle empécheid'sigy I'ubiquitination de P53 (Zhang and
Xiong, 2001).

27



Etude de 2 génes cibles de la protéine PSahettsap6

De fagona priori paradoxale P53 active la transcription du gemn2(Barak et al.,
1993; Zauberman et al., 1995). Il résulte de cdtigble action une boucle de régulation qui
permet de contrdler finement l'activité de P53 (iFég5) (Wasylyk et al., 1999).
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Figure 5 : La boucle P53/Mdm2

[1.7.5 - Larégulation de la fonction de P53

11.7.5.1 - Les conditions de l'activation de P53

P53 réagit a de nombreux stress cellulaires tiels dommages a I'ADN, I'hypoxie, la
déplétion en nucléotides, linfection virale, legeats alkylants, ... Ces stress induisent
généralement une stabilisation de la protéine elireation vers le noyau ou elle transactive
les génes appropriés pour réagir a ces signaurff&nla plupart des modifications que nous
avons évoqué interviennent suite a l'induction aimmhages a I'ADN.

Mais des dommages a I'ADN induits par des agenff@reits (UV, radiations
ionisantes, agents chimiques, ...) induisent des neg® différentes. Par exemple la
phosphorylation en S392 intervient suite a un dogenzausé par les UV mais pas par les
radiations, contrairement a celles en S15 ou S2fci @ermet une réponse finement
appropriée au stimulus.
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Pour avoir son activité transcriptionnelle, noasdns déja évoqué, P53 doit étre dans
le noyau, mais surtout étre sous forme tétramérigee modifications induisant une perte de
charges basiques que sont les acétylations, sutiomgdaou l'addition de charges négatives
par phosphorylation peuvent induire des changemeetsconformation qui modifient
I'interaction du domaine C-terminal régulateur alledomaine de liaison a I'ADN (Hupp and
Lane, 1995; Gu and Roeder, 1997; Waterman et 888)1 Mais le domaine N-terminal
transactivateur, peut aussi étre régulé par ladrade cofacteurs (Lambert et al., 1998; Hupp,
1999; Jayaraman and Prives, 1999; Prives and Ha89). P53 aurait ainsi besoin de ses
homologues P63 et P73 pour induire la transcripdi@icertains génes (Flores et al., 2002).

11.7.5.2 - La balance apoptose/arrét de croissance

Une fois activée, P53 peut conduire la cellule warssimple arrét de croissance ou
une mort cellulaire programmée. Le choix de l'umel'autre des voies serait plus due au
contexte cellulaire qu'a P53 elle méme. La présateeignaux de survie préserverait la
cellule de la mort. Mais le génotype de la cellulaussi une grande importance, puisque P53
a besoin de différents effecteurs pour conduielhile vers I'une ou l'autre des voies (Figure
6).

Brcal - Chk2

c-Ju wil 2F1
n\/ P63 et P73

p21/wafl bax
14.3.3 IGF-BP3
GADD45 Fas
Autres genes ... DR5
noxa
pig3
p53AIP1
puma
apafl

Autres genes ...

Arrét de croissanc Apoptose

Figure 6 : La balance apoptose/arrét de croissance
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Les modifications post-traductionnelles de P53 smssi des éléments majeurs de son
activité pro-apoptotique ou de blocage du cyclemsAia phosphorylation en Serine 20 par
Chk2 est requise pour I'entrée en apoptose maip@as!'arrét de croissance (Jack et al.,
2002).

11.8 - Une activité anti-apoptotique paradoxale de P53

Cette activité surprenante de P53 a été relevée différents cas.

La premiére observation est que certaines cellBE3 nulles répondent mieux aux
signaux pro-apoptotiques que des cellules ayantRB& fonctionnelle (Malcomson et al.,
1995; Vikhanskaya et al., 1995; Lassus et al., 1999

Une hypothese retenue pour expliquer cet effetdua repose sur la fonction de
réparation de I'ADN présentée par P53. Les dommad&DN, s'ils ne sont pas réparés au
bout d'un certain temps, déclenchent le procespoptatique. Or, si P53 est capable de
réparer certains d'entre eux, I'apoptose n'a mugiétre induite.

Des expériences dans lesquelles il a été montré Rfi protege les cellules de
I'apoptose induite par des agent génotoxiques &say sur la réparation viennent étayer
cette hypothese (McKay et al., 2001).

Une deuxieme explication fait intervenir I'activdé frein de la prolifération cellulaire
de P53. En effet, I'effecteur majeur de P53, P&tlcennu pour augmenter la survie cellulaire
face a des agents génotoxiques et pro-apoptotiffeiesospe et al., 1997; Bissonnette and
Hunting, 1998; Bunz et al., 1998; Bunz et al., 1,99@riette et al., 2002) (Polyak et al., 1996;
Wang et al., 1999). P53 active aussi la transoriptie géenes anti-apoptotiques tels DcR2
(Meng et al., 2000) ou HB-EGF (Fang et al., 2001).

1.9 - Les dernieres découvertes liées a P53

En raison de son rdle majeur dans le développethentincer, de nombreuses études
ont été menées pour tenter de tuer les celluleamonnp53 mutant ou de réactiver celui-ci
de facon a induire I'arrét de croissance. Ces rehbe n'ont jusqu'a aujourd'hui permis aucun
développement notable. Pourtant beaucoup d'éqopainuent a explorer cette voie. Ainsi
une nouvelle famille de molécules a récemment étgiteé pour induire I'arrét de croissance
de cellules portant un certain type de mutatiops (Myers et al., 2005).

Des études sur des souris KO ppbB ont montré que P53 serait un inhibiteur de la
réponse immunitaire innée (Zheng et al., 2005).
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Il semblerait que, dans certaines cellules au mdmstranslocation de P53 a la
mitochondrie soit bien plus précoce que sa traasime au noyau (Zhao et al., 2005). Elle y
serait capable de réparer les excisions de bad&sié mitochondrial (de Souza-Pinto et al.,
2004).

La génération d'un type particulier de solmeck-inpourp53, permettant de réguler trés
rapidement son activité, a mis en évidence le tarawoscillatoire de la réponse de P53 aux
dommages induits a I'ADN (Christophorou et al., 200

P53 est donc une protéine hautement régulée, dantanction majeure
est de réguler la transcription de genes cibles réponse a differents stress
pour induire une réponse adaptée. Les deux répongescipales sont l'arrét
de croissance et I'apoptose.

La dérégulation de la quantité ou de la fonction d@53 sont des
éléments majeurs du développement de la plupart dascers. Ces deux
aspects de la protéine peuvent étre modifiés par cleangements des voies de
régulation ou des sites de modification de P53. Lemitations affectent
particulierement le domaine de liaison a 'ADN ebdc la fonction majeure de
P53 de régulateur de la transcription.

Nous avons choisi d'étudier la régulation et la fotlon de 2 protéines
gue nous avons trouve régulées par P53 : Siah eAPS.
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Introduction aux
genessiah
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" - Introduction aux genessiah

1.1 - Une famille de génes fortement conservés

[11.1.1 - Le membre fondateur : le génesina de drosophile

L'étude du développement de I'ceil de drosophilais en évidence une cascade
d'événements conduisant a la formation d'unitéété&s composées de photorécepteurs et de
cellules non-neuronales.

G
P

Figure 7 : Représentation d'une ommatidie d'oeil deosophile

La différentiation d'un de ces photorécepteursRI& dépend du génseven in
absentia (SINA)lorsqu'il est muté, les cellules ne peuvent $émincier en R7 (Carthew and
Rubin, 1990)Outre I'absence de développement du récepteueR mulitantsina présentent
une absence de soies a la surface du corps, unetivdd de la durée de vie par 10, un
comportement léthargique et une stérilité chedés sexes (Carthew and Rubin, 1990).

La fonction de Sina est de transmettre le signabrmedes récepteurs de type tyrosine
kinase Sevenless et Ras.
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Figure 8 : Voie d'activation conduisant au dévelopment du photorécepteur R7

[11.1.2 - Les homologues chez les mammiféres

Chez les mammiferes on trouve 3 homologues pma : ils sont nommésiah-1la,
siah-1betsiah-2 siah-2a une séquence légerement différente des 2 géated qui eux sont
hautement similaires.

Un récapitulatif des homologies entre quelques ARNprotéines de la famille Siah
est présenté darngbleau lpage 36.

111.1.2.1 - Les génesiah-1

[11.1.2.1.1 - Siah-1 chez la souris

Le génome de la souris posséde 2 génes et 2 psmaode la famillsiah-1 Les 2
pseudogeénes comportent un grand nombre de codagmslahs leur phase ouverte de lecture
et ne sont donc pas exprimés (Della et al., 199%).2 génesiah-1exprimés sont nommeés
siah-laetsiah-1b

Siah-lase trouve sur le chromosome 8 alors giaf-1bse trouve sur le chromosome
X (Abbott and Chambers, 1994; Holloway et al., 1997
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Siah-la et siah-1b produisent des ARNm trés similaires, ne différgoe de 25
nucléotides (sur 846) dans leurs séquences codamiéss-ci codant pour des protéines de
31kDa ayant seulement 6 acides aminés de différdrmeomparaison des séquences des
ADNCc avec les séquences génomiques permet de mooiesiah-laetsiah-1bpossédent la
méme structure que le gesiea (2 exons et 1 intron).

NB : L'utilisation dans ce texte du termeiah-1 chez la souris fait
référence a la fois au gensiah-laet au génesiah-1b,

11.1.2.1.2 - Siah-1 chez I'humain

On a longtemps pensé que le génome humain ne tpgutan seul gensiah-1 Le
géene murin le plus proche tisiah-1seraitmsiah-1a (Holloway et al., 1997; Hu et al., 1997)
car au niveau des acides aminés ou mSiah-la différmSiah-1b, mSiah-la est toujours
identique a hSiah-1. De méme pour les différenoe? &TR.

I a réecemment été découvert un autre géreh-1 sur le chromosome X, et
homologue densiah-1b Toutefois, il s'est révélé n'étre qu'un pseuded&mano et al., 2005).

L'unique géndasiah-1lest donc localisé sur le chromosome 16g12 (Barsl.£1996;
Nemani et al., 1996; Hu et al., 1997). Il est cos®pde 2 exons séparés par un intron de
14,5kb. Seul le second exon est codant (Hu e129.7).

Un test de protection a la RNAse a montré la présele 2 transcrits induits par P53
(Matsuzawa et al., 1998). Ces 2 formes résulteta geesence de 2 ATG dans la séquence de
hsiah-1 L'ARNm le plus long a été désigmsiah-1L (Iwai et al., 2004). Il comporte 48
nucléotides de plus qgah-1

[11.1.2.2 - Le génesiah-2
Le génemsiah-2 localisé sur le chromosome 3, posséde un irteoh8kb.

hsiah-2est localisé sur le chromosome 3g25 (Holloway.etl897; Hu et al., 1997) et
est aussi composé de 2 exons codants séparés jpairomnde 9,8kb.

Une analyse par Southern blot révele 2 genesfeeladiah-2(plus qu'ssiah-1) dans le
génome humain (Holloway et al., 1997), ils seraded pseudogénes.
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sina | hsiah-1| hsiah-2 |msiah-1gmsiah-1HQ msiah-2| xsiah-2| zsiah

geéne/ protéine [ARN|AA[ARN|AA|ARNIAA[ARN[AAARN|AA [ARN[AA|ARNIAA ARNIAA

sina(drosophile)
NM_057377 X | x| 74 |86] 76 |85]| 72 |86]| 73 |86| 78 |85 75 |84| 76 |85
P21461
hsiah-1 (humain)
NM_003031 X | x| 76 |86] 92 |99 91 |98| 76 |86| 74 |87| 74 |88
AAH35562
hsiah-2(humain)
NM_005067 X | x| 76 |93| 75 92| 92 |83]| 81 |80| 79 |95
043255
msiah-1a(souris)
NM_009172 X | x| 97 |98| 75 |86| 76 |87| 75 |88
CAA79630
msiah-1b(souris)
NM_009173 X | x| 75 |83| 76 |87| 72 |85
CAA79631
msiah-2 (souris)
719581 X | x| 80 |79| 79 |95
Q06986
xsiah-2 (xénope)
AF155509 X | x| 76|93
Q918X5

zsiah(poisson
zebre)
AF411696
AANO03677

NB : ARN correspond au pourcentage d'identité eBtARN au nives
de leur séquence codante. AA correspond au powrgent’homolog
entre 2 protéines au niveau de leur séquence [odei

Tableau 1: La conservation des gengigh

Un homologue dsinaa été trouvé chelchistosoma mansofitantappie et al., 2003).
Méme chez les plantes on a retrouvé des homologesga Ainsi sur le chromosome 5
d'Arabidopsisthaliana, le génesinat5 (dbEST ID: 439828) a été reconnu pour coder une
protéine homologue a Sina (Xie et al., 2002).

Des génes codant pour des protéines Siah ont éésgsbuvés dans le génome de taureau
(Goldammer et al., 2002), de poulet (Neiman etZ24lQ1), de xénope (Bogdan et al., 2001),
de chévre (Mandon-Pepin et al., 2003), de poisstinez(Ro et al., 2003), de riz, de Brassica
(Cui et al., 1999; Brugiere et al., 2000; Cui et 2000).

L'importante conservation des genes de la famiea au cours de
I'évolution suggéere un réle important pour ces péaes au sein de la cellule.

Nous allons maintenant nous concentrer sur les g#istes humaines et
murines.
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[11.2 - _Structure des protéines de la famille Siah

[11.2.1 - Structure générale

Les protéines Siah sont des protéines de 31kDa.

La structure d'une partie de Siah-1la a été rév@lékekhina et al., 2002) suite a sa
cristallisation a 2,6A. Elle indique une homologteucturale avec les protéines de la famille
TRAF qui sont impliquées dans la transduction duali depuis les récepteurs au TN&t a
I"IL-1.

Les protéines Siah portent un domaine RING, un deenan doigts de zinc, un
domaine de localisation nucléaire, un domaine d@sdn au substrat, un domaine
d'oligomérisation, et un site potentiel de liaisohPARN.

Signal de

Domaine Domaine en doigts localisation

RING de zinc nucléaire
40 75 98 152

Figure 9 : Structure des protéines Siah

[11.2.2 - Un domaine RING

Le domaine RING est défini par un total de 8 cys8iet histidines qui lient 2 ions de
zinc.

Des protéines contenant des motifs RING ont étatilikes dans de nombreuses
especes et elles remplissent des fonctions trésegatelles que le contrdle de la croissance, la
transduction du signal, la pathogénicité viraldaebiogénese des péroxisomes (Borden and
Freemont, 1996; Saurin et al., 1996).

Comme il avait été montré pour la protéine de dohde (Carthew and Rubin, 1990),
les homologues de Sina possédent un domaine RIN@Gri(Set al., 1996; Borden, 1998;
Polekhina et al., 2002).

Le domaine RING des protéines Siah permet 'ubitption des protéines cibles via
son interaction avec lagbiquitin conjugating enzymdsiu and Fearon, 1999; Lorick et al.,
1999) comme nous le verrons plus loin.

[11.2.3 - Un domaine de liaison au substrat

L'équipe de Bowtell a décrit pour Siah-1 un domaieeliaison au substrat nommeé
SBD pourSubstrate Binding Domairl est composé d'un feuill@ta 8 feuilles (Polekhina et
al., 2002).
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D'autre part, un domaine de liaison a Sina a pe iéentifié sur une de ses cibles :
Phyl (Kauffmann et al., 1996). La présence d'un @am homologue a été confirmée sur
différentes protéines cibles de Siah/Sina et istskévélé effectivement fonctionnel lors
d'expériences de mutagenése (House et al., 2003).

La séquence consensus pour la liaison a Siah déeéitte comme étarPxXAxVxP et a
été retrouvée sur SIP, OBF.1, DCC, Synphilin-1 Q1 et une séquence similaire sur
Numb, eEF1B, Vav, Kid, N-CoR et FIR. Les autres protéinestli§imh que sont pAPC, la
Synaptophysine, mGIutR1 etiftubuline ne présentent pas de séquence homologie a
consensus.

PROTEIN PEPTIDE SEQUENCE

PHYL (108-130) QQERTKL TVRVOPOL
OBF-1 (39-61) ASSGAAP HOPLATYT
51P (52-74) AELLDNEKIEN: ITTGYTVE
DEC (1325-1347) EEAPSRTIERT THPLRSFA
TIEGL (193-215)  VEAARKNI[ NRSKCERMN
NUMB (334-356) FES&FHTKEVT SPTFQAN
EF1-58 (126-148)  APQTQHVSEMR PAKKPATP
Vav (640-662) ATNEVGHRECN YVHGPPOD
Kid (518-540) TVTGAKPLKI LOLIQEQA
N-CoR (131-153)  VSDSHFQRISE LVHTLPEG
FIR {353-375) VMAAQAPGVITGRTEARPEIPVT

congsensus motif 00 —-----e- PR = i

D'aprés (House et al., 2003)
Figure 10 : Séquence consensuelle des protéinesregissant avec Siah

En utilisant cette séquence consensus, une re@grchimatique a permis d'identifier
de nouveaux partenaires potentiels de Siah. Pamqil@ Plectine-1 qui contient le consensus
parfait. Cette protéine a par la suite prouveé tpi@buvait se lier a Siaih vitro (House et al.,
2003).

Comme nous le verrons plus loin, les protéinesagfiesant avec Siah par son SBD ne
sont pas forcément dirigées vers la voie du protéas certains ligands de Siah ne sont pas
dégradés .

[11.2.4 - Un domaine d'oligomérisation

Les protéines Sina/Siah sont capables de se denéiia leur séquence C-terminale
(Hu et al., 1997; Matsuzawa et al., 1998; Hu andréie, 1999). La constante d'association
calculée pour ce dimeére est supérieure &rmoI* (Polekhina et al., 2002). C'est l'orientation
anti-paralléle d'un feuille de chaque monomére qui forme la surface de confact
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l'interface de dimérisation se trouve une largdasar concave qui peut aussi étre impliquée
dans la liaison a d'autres protéines telles SIP.

[11.2.5 - Un domaine de localisation nucléaire

Sina a initialement été décrite comme une protéineéaire (Carthew and Rubin,
1990). Nos premiéres études sur Siah-1 montragalegent une accumulation de la protéine
dans le noyau (Roperch et al., 1999). De plustiiéadécrit pour la plupart des protéines Siah
un domaine de localisation nucléaire (Matsuzawa.e1998; Fantappie et al., 2003).

L'importance de ce signal de localisation nucléatat suggéré par l'observation de
modifications nucléaires consécutives a la suresgioe de Siah-1 (Bruzzoni-Giovanelli et
al., 1999). Mais, comme nous le développerons ldus(111.6.2.5 - page57), le réle de ce
domaine dans la fonction pro-apoptotique de Siahété démontré que récemment (Hara et
al., 2005).

[11.2.6 - Un domaine putatif de liaison a I'ARN

Siah-1 porte un domaine similaire au domaine disdima I'ARN trouvé dans la
protéine WT1 (Kennedy et al., 1996; Nemani et1l&196).

Cependant, a notre connaissance, aucune étud&nizeaée a ce jour dans le but de
vérifier cette éventuelle interaction de Siah a&RN ni d'en comprendre la fonction.

Comme nous l'avons vu plus haut, des protéines aléamille Siah sont
retrouvées dans un grand nombre d'espéces animalesime végétales et
présentent une grande conservation de leur séquerf@eci suggere qu'elles
jouent un réle important au niveau cellulaire. Leprotéines Siah semblent
impliquées dans des mécanismes cellulaires treségacar elles interagissent
avec des protéines tres différentes.

[11.3 - Les protéines de la famille Siah sont des E3 ligase

Un récapitulatif des partenaires des protéines Siattrouve dans le Tableau 2 page 60.

[11.3.1 - La voie de l'ubiquitination

L'Ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés tonservée au cours de
I'évolution. Une cascade enzymatique permet dauhierchaine de molécules d'Ubiquitine sur
les lysines des protéines cibles (Figure 11) poduire la dégradation de ces derniéres par le
protéasome (Varshavsky, 1996; Varshavsky, 1997chamover, 1998; Ciechanover and
Schwartz, 1998). L'importance de ce mécanisme hatttement reconnu cette année puisque
le prix Nobel de chimie 2004 a été décerné a sesudeurs : Ciechanover, Hershko et Rose.
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C'est I'action séquentielle de trois enzymes qadad a I'ubiquitination des protéines
cibles.

La premiére étape est catalysée par une enzymakiquitin-activating enzymequi
active de facon ATP-dépendente I'extrémité C-teateirde I'Ubiquitine, tout en formant un
pont thio-ester avec celle-ci par I'une de seséayss. On ne connait qu'une seule enzyme E1
chez 'homme.

La seconde étape consiste a transférer 'Ubiquittnkenzyme E1 vers une cystéine de
I'enzyme E2, unebiquitin conjugating enzymé existe plus de 20 enzymes E2.

La derniére étape est réalisée pabifuitin ligaseE3 qui transfére I'Ubiquitine de
I'enzyme E2 vers une lysine de la protéine cibleens une autre Ubiquitine déja accrochée a
la protéine cible. C'est I'enzyme E3 qui est sjifioif de certaines protéines.

w @ Bl A0
PPi
« N@ ¥ B N =D

Figure 11 : La réaction d'ubiquitination

111.3.2 - Les E3 ligases
La E3 ligase est un élément clé de l'ubiquitinatmnisque c'est elle qui donne la
spécificité de substrat au processus d'ubiquitnati c'est elle "le cerveau" du processus
(Shmueli and Oren, 2005).
Les enzymes E3 ont été classées en 4 groupes :
o l'unité simple de type RING
0 le complexe de type RING
o le type a domaine HECT défini par une région C-ieate de 350 acides
aminés
o le type aU-boxdéfini par un domaine de 70 acides aminés

La plupart des complexes de type RING comportertsous-unité adaptatri@kpl,
uneCulline et ung=-box protéine (FBP) : complexe SCF.
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[11.3.3 - Les fonctions de 'ubiguitination

Une protéine peut subir une mono- ou une poly-ubigation. La modification la plus
étudiée et surtout la mieux connue est la poly-uitiitation.

La poly-ubiquitination conduit les protéines vers protéasome, une structure
cellulaire servant a dégrader les protéines en sexcelles ayant adopté une mauvaise
conformation ou celles devenues inutiles a la tBuun moment donné (Arrigo et al., 1988).
Une protéine doit porter une chaine d'au moins #jlitines pour étre reconnue et dégradée
par la voie du protéasome.

Le motif RING est responsable de l'activité E3 digaet promeut la dégradation des
protéines cibles selon la regle du N-terminal,\gsé a dégrader les protéines qui portent des
résidus déstabilisants en N-terminal (Varshavs®@6] Xie and Varshavsky, 1999; Kwon et
al., 2002).

Notons qu'il existe d'autres voies de dégradaties protéines indépendantes de la
voie ubiquitine-protéasome ; elles peuvent faintervenir des protéases, lysosomes,
séquences PEST ...

La poly-ubiquitination pourrait étre également ilgpée dans la réparation de I'ADN
et l'activation de kinases (Sun and Chen, 2004).

Il a été montré que la mono-ubiquitination peutdigre les protéines membranaires
vers la voie de l'endocytose et la dégradationlgmitysosomes. Elle serait aussi impliquée
dans la réparation de I'ADN, et I'export nucléaieeP53 (Hicke, 1999; Hicke, 2001).

Siah possederait cette double potentialité de mounogpoly-ubiquitiner ses protéines
cibles. En effet hSiah-2 est capable d'indumevitro a la fois la mono et la poly-
ubiquitination de la Synphilin-1 (Liani et al., 200

[11.3.4 - Siah et la dégradation par la voie du protéasome

L'activité E3-ligase de Sina a été montrée parl@art& Rubin et par Lorick en 1999
(Carthew and Rubin, 1990; Lorick et al., 1999).

Conawayet al. dans une revue sur I'Ubiquitine (Conaway et &002) soulevent
l'originalité de Siah par rapport au modeéle classide SCF-E3 ligase ou la fonction E3 ligase
est généralement due a un complexe protéique. tagipes de la famille Siah peuvent
suivre ce modele de type SCF et agir en tant quiepdiun complexe E3 ligase (Li et al.,
1997; Tang et al., 1997; Liu et al., 2001; Matsuaamd Reed, 2001; Li et al., 2002), mais
elles peuvent aussi agir seules en tant que ESdi@idabelhah et al., 2002).

Plusieurs équipes ont montré I'importance du doen®ING pour la dégradation des
cibles de Siah par le protéasome, soulignant gusile domaine RING est indispensable a
I'activité E3 ligase de Siah (Hu and Fearon, 1999).

Sina/Siah peut lier les enzymes de type E2 UbcH9dHal., 1997),UbcH8 (Wheeler
et al., 2002) et UbcH5 (Matsuzawa and Reed, 20@t)lgur domaine RING contenu dans
leur partie N-terminale. Chez les plantes aussiatSi est capable de lier un homologue de
UbcHS5 et I'Ubiquitine (Xie et al., 2002).
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Siah, en induisant l'ubiquitination de certainest@nes, les conduit vers la voie de
dégradation. Siah-1 interagit avec APC une protgiagure de la voie de dégradation (Liu et
al., 2001).

Siah induit la dégradation de nombreuses protéieesre autres If-caténine, c-myb,
BOB.1/OBF.1, N-CoR, DCC, TIEG-1, TRAF2, Numb, BagHid et la Synaptophysine
(Tableau 2 page 60).

Les protéines Siah sont elles-mémes ubiquitinéeslégradées par la voie du
protéasome. La surexpression du domaine UBAb dshade I'Ubiquitine ligase Cbl-b aux
Ubiquitines inhibe la dégradation de hSiah-1 sdfectr sa poly-ubiquitination (Davies et
al., 2004).

Si la majorité des ligands de Siah sont dirigés vde protéasome,
certaines protéines interagissant avec Siah ne samt ubiquitinées ni
dégradées (voir Tableau 2 page 60). De plus Sidblecides protéines aux
fonctions tellement variées qu'elle a besoin d'étreement régulée pour avoir
une action cohérente avec les besoins de la cellule

l11.4 - La réqulation de I'expression de Siah

[11.4.1 - La régulation transcriptionnelle

[11.4.1.1 - Généralités

Apres avoir cloné 3,5kb de la région promotricegdnehsiah-1 une équipe japonaise
a entrepris d'étudier la régulation de son expoes@ilaeda et al., 2002). C'est tout d'abord
une analyse informatique qui a permis d'identifier grand nombre de sites de liaison
potentiels de différents facteurs de transcriptiopliqués dans la différentiation et la
régulation du cycle cellulaire tels GATA-1, v-MyE2F... aucun site de type TATA ou
CCAAT box n'a pu étre identifié dans cette régiBar contre elle comprend trois sites de
liaison a Sp1.

De plus 2 séquences consensus incompletes denlidisda p53 ont été mises en
évidence.

Une activité promotrice basale a été localisée B87/+50, tandis qu'un site de
répression serait présent en —923/-298.
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2 GGEGEGTOAL GUGGLICCHE AACAMGIGD CGOGGEAGGH GCTGOCCTGA GCCGATGRGD

A2 AABOBCTUSE TTCTOB0GGS COMBASEEEC_GAOBTGUUD m@a ATBOGDSTE
pSehite e
20 CACGESCS0A GJWBHTE  COMGMGCS DOCGOACCTA CTGCGCCTT TBABACOR

Wi
AR CAGMCTACG CCORCAOAGE COGOCGLOBG DOGOROCAAG GOOTGTRORC CTRCacedRs

i DRG0 CAGGEGEGAE COBGGECGGT CATTGIGEGE CGCGCTCTLG AGARGLGECG
¢DMA Exon 1 RSkt |
! i GTRTCCCATC GETCTCGGIG COSABMGAS GUOSTHG0SEC TECOLROGET

119 | GECGGGGATT GRCGACHGAS CBOGTTRATG CCAGGACOGG GETCCGAGGC GLGITCTICH

17 |CCCAC

D'apres(Maeda et al., 2002)
Figure 12 : Le promoteur du génbsiah-1

Une analyse du profil d'expression d'un grand nena@ genes montre gsah-1 et
siah-2 ne présentent pas un profil d'expression typigee denes régulés par le cycle
cellulaire (Whitfield et al., 2002).

La régulation transcriptionnelle d&ah-2n'a a ce jour pas été étudiée.

La régulation transcriptionnelle par P53 fera I'abjd'un chapitre ultérieur (page 66).

111.4.1.2 - Une réqulation par épissage alternatif ?

[11.4.1.2.1 - Chez I'humain
Comme nous l'avons déja évoqué, 'ARMmsiah-1 est présent sous 2 formes qui

résultent de la présence de 2 ATG dans sa séquease2 ARNm coderaient pour des
protéines ayant des activités sensiblement diffésefiwai et al., 2004).

11.4.1.2.2 - Chez la souris

C'est I'équipe de Bowtell qui a été la premiérelcdar les ADNc codant pour les
homologues murins dsina (Della et al.,, 1993).Outre quelques difféerences dans leur
séquence codante, les ADNc slah-laet siah-1bqui ont été clonés présentent chacun une
longueur différente: 1,9 et 1,7 kb respectivement.

Cette équipe a également mis en évidence la présdmaeux bandes déyorthern
blotssur desARN de souris hybridés avec une sosa#h-1(reconnaissant a la fogsah-laet
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siah-1b. lls ont estimé que ces deux bandes correspamdai2 isoformes de I'ARNmiah-
lareésultant d'une différence de polyadénylatiomaet pas &iah-laetsiah-1b

Afin de valider cette affirmation, Bowtell et sesllaborateurs (Dickins et al., 2002)
ont examiné lI'expression des ARNBsiah-1 dans les testicules de souris sauvages,
hétérozygotes et KO posiah-la La sonde reconnaissant a la feigh-laet siah-1brévéle
deux bandes dont l'intensité diminue dans les b&ygotes et disparait totalement dans les
souris KOsiah-1a lls confirment ainsi que la sonde ne détecte bjed deux isoformes de
siah-la

Comme la plupart des genes présents sur le chraneoXgsiah-1bn'est pas exprimé
durant la méiose des cellules germinales malesr(Hwad Avner, 2000). On ne peut donc pas
détecter emNorthern blotdans ces tissus (testicules) de bande correspbadain-1b

On ne peut donc pas exclure que, dans d'autres tis deux bandes observées en
Northern Blot avec cette sonde ne contiennent pagmgie duwsiah-1b

Dans un autre article (Frew et al., 2002), I'équigeBowtell affirme que les deux
bandes observées sur désrthern blot(hybridés avec une sonde reconnaissant toujolas a
fois siah-la et siah-1b représentent trois formes d'ARNmiah-1 La bande haute
contiendrait, selon ewsiah-1bplus la forme longue dsiah-1a,alors que la bande basse
correspondrait a la forme courte de I'ARNmh-1a

De plus, la taille des ADNCc clonés par cette mémeipe ne correspond pas aux
tailles qu'ils observent @dorthern blot

Un consortium réalisant du séquencage a haut @ééigalement cloné les ADNc
codant pour les protéines Siah-1a et Siah-1b (Stexg et al., 2002). Si la séquencesidd-
1b a été confirmée, celle dgah-laprésente des différences en 5' par rapport a pebéce
par Della et coll..

Della et al. Consortium
siah-1la NM_009172 1968 bp
siah-1b NM_009173 1713 bp BC052887 1720 bp

A11.4.1.2.2.2Un début d'explication
Dans le but de caractériser les bandes observélsréimern blot, nous avons réalisé
différentes expériences de RACE-PCR.
Nous obtenons powiah-1bdes clones pour lesquels la séquence en 3' ddeasigue
a celle publiée par I'équipe de Bowtell et le cotism.

Nous avons pu cloner en 5' de I'ADNc différentgina@nts contenant le premier exon
de 'ARNmsiah-1a J'ai pu identifier :
0 15 % de clones contenant I'exon décrit par Delk.et
0 15 % de clones contenant I'exon décrit par le atiuso
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0 70 % des clones contenant un premier exon diffédastdeux précédents et
qui n‘avais encore jamais été décrit (AY495086)
Cet exon comporte au moins 231 pb, ce qui coralwih ADNc entier d'au moins
1900 pb pousiah-1la.

Les RACE PCR ne nous ont pas permis pour l'ingdafitenir des données sur les
extrémités 5' densiah-1bni 3' demsiah-l1a

Ces expériences ont révélé qu'il existe bien plusigsoformes d'ADNcsiah-1a
présentant différentes tailles. Il conviendraitpdeirsuivre le clonage en 5' diah-1bet en 3'
de siah-lapour déterminer les tailles et séquences exaeteABRNmM. Nous pourrions alors
identifier clairement les bandes observées enhgantblot.

Nous envisageons également de déterminer la raisofiexistence d'un épissage
alternatif en 5' densiah-1a et de savoir s'il est spécifique a certains sissartains stades...

[11.4.2 - La régulation post-transcriptionnelle

111.4.2.1 - Au niveau ARNm

Le complexe Nanos-Pumilio est un répresseur dedduttion impliqué dans la
morphogenése et le développement des cellules galesichez la drosophile. Un complexe
homologue (Nanosl-Pumilio2) contenant aussi un froatiliaison a 'ARN a été identifié
chez I'numain. Une recherche informatique des ARpi@sentant une séquence 3' non
codante semblable a celle présente dans les dblesies du complexe chez la drosophile a
permis d'identifiethsiah-1comme une cible potentielle de Nanosl1-Pumilio2a #nsuite été
montré qu'a la fois Nanosl et Pumilio2 sont capable lier la région 3' non codante de
I'ARNmM hsiah-1(Spik A, 2003). Cette liaison pourrait jouer sardtabilité de 'ARNmM et
ainsi réguler le niveau de la protéine.

111.4.2.2 - La dégradation de la protéine

Comme nous l'avons évoqué plus haut, Siah est iatéime dont la fonction majeure
est d'induire la dégradation d'autres protéinedegprotéasome. Pourtant Siah est elle méme
ubiquitinée et dégradée par le protéasome (Hu amdoR, 1999; Lorick et al., 1999). Son
niveau basal est ainsi maintenu tres bas, de galileest tres difficile de détecter la protéine
endogene dans des cellules ou des tissus.

La délétion du domaine RING semble empécher larprdggradation de Siah par le
protéasome sans que son niveau de transcriptibafsaité (Hu and Fearon, 1999).

En présence de Disabled-1, un adaptateur cytosokgaentiel au développement du
systeme nerveux central, l'ubiquitination et I\atéi E3 ligase de Siah-la sont diminuées
(Park et al., 2003), ce qui conduit a une augmiemtate son expression puisqu'elle est moins
"auto-ubiquitinée".
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[11.4.3 - Une expression différentielle

111.4.3.1 - Localisation intracellulaire

Bien que Sina ait initialement été décrite comme protéine nucléaire les protéines
Siah sont aujourd’hui considérées comme des pestégtoplasmiques qui présentent une
répartition intracytoplasmique (Hu et al.,, 1997; gt al., 1997) ponctiforme, et, pour
certaines, semblable a celle des endosomes pegeatsse cellules PC12 (Wheeler et al.,
2002).

La délétion de la partie C-terminale ou du dom#&eG de Siah-1 entraine une perte
de spécificité de la localisation de la protéine @hd Fearon, 1999; Germani et al., 2003).

111.4.3.2 - Distribution tissulaire

Comme nous le verrons plus loin, la détection desémes Siah endogénes est trés
difficile du fait de leur dégradation permanentéexipression des génes est donc plutdt
quantifiée au niveau de leur transcription.

Les ARNm hsiah-1 et hsiah-2 sont exprimés a de faibles niveaux mais de facgon
uniforme dans la plupart des tissus adultes (Adeinas., 1995). Chez la soursah-13 siah-
1b etsiah-2sont largement exprimés a de faibles niveaux €aewryon et I'adulte (Della et
al., 1993).

11.4.3.2.1 - Siah-1

L'ARNm codant pour hSiah-1 a initialement été w®wans un grand nombre de
tissus (Su et al., 2002), incluant le cceur, le €uy le placenta, les poumons, le foie et les
muscles squelettiques (Nemani et al., 1996; Magswab., 2003; Nagano et al., 2003).

Il faut noter que nous avons trouvé dans le placénformes de I'ARNnhsiah-1
résultant probablement d'un épissage alternatdigée a ce tissu (Nemani et al., 1996).

Hsiah-1 est beaucoup plus exprimé dans les cellules pgg# dans les cellules
souches hématopoiétiques (Muschen et al., 200)ptession désiah-1est réduite 2,7 fois
dans des cellules-B CD38+ comparées aux cellule38€Boehm et al., 2001).

Msiah-laest exprimé dans de nombreux tissus, avec unasitéeparticulierement
haute dans le cerveau, et une plus moyenne dargolerons, les testicules et le thymus
(Della et al.,, 1993). On le trouve aussi exprimésddes embryons en pré implantation
(Stanton and Green, 2001).

Msiah-1b est enrichi dans la fraction des cellules enda@led durant le
développement vasculaire et I'angiogénése au nigeaypoumons (Favre et al., 2003). Etant
localisé sur le chromosome X, le ge&sigh-1bn'est pas exprimé durant la méiose des cellules
germinales males.

Les cellules particuliéres de I'hypocampe et duetilum que sont les neurones
pyramidaux et les cellules de Purkinje, qui expnim@rtement les récepteurs au glutamate,
expriment aussi tres fortement I'ARNnsiah-1(Moriyoshi et al., 2004).

Siah-laest induit suite a la translocation chromosomighbeutissant a la protéine de
fusion MLL-CBP (Wang et al., 2005).
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L'expression de 'ARNm codant pour Siah-1 variecaurs du développement des
bourses de Fabricius chez le poulet (Neiman e2@01).

11.4.3.2.2 - Siah-2

L'expression des ARNnhsiah-2 au niveau ARNm varie fortement au cours de la
différenciation de cellules myocytaires cardiaguegtro (Peng et al., 2002).

hsiah-2est diminué en présence de FGF2 dans les cefinldsthéliales (Takahashi et
al., 2005).

L'analyse par micropuce a ADN de I'expressiorhd@h-2dans différentes cellules
lymphocytaires a pu mettre en évidence de grandesrsités d'expression.igh-2 est
exprimé dans le centre germinal des cellules B atsdes cellules B activées in vitro
(Alizadeh et al., 2000).

Siah-2 est exprimé dans les testicules au nivealspermatides post meiotiques, c'est
a dire a un stade de développement comparableuadsd cellules germinales femelles ou
I'on commence a observer ce méme ARNmM.

Adams et al ont identifié un homologue slea exprimé dans le cerveau humain. Cet
homologue seraltsiah-2(Adams et al., 1992; Della et al., 1993).

Msiah-2semble ubiquitaire mais est plus fortement expraméiveau de I'épithélium
olfactif, de la rétine, du cartilage en prolifécatiet des cellules germinales (Della et al.,
1993). LARNmmsiah-2est trés abondant dans les cellules du systenvewercentral qui
présentent 2 isoformes d@h De méme, des cellules de neuroblastome N18 pefderes 2
isoformes alors que des cellules 293T n'en posséggéame (Zhang et al., 1998).

L'ARNm codant pour mSiah-2 est présent dans lesesvuon fertilisés et au stade 2
cellules de I'embryon (Della et al., 1995; Ko et 2000).

111.4.3.3 - Une expression modifiée biologiquement

Un grand nombre de molécules sont connues pouueinfler I'expression des
protéines et ARNnsiah

Les genessiah semblent exprimés dans toutes les populations dakiles
hématopoiétiques (cellules progénitrices ou ma}uigswtell et al.unpublisheldl Toutefois
le niveau d'expression des 3 géeseth murins semble varier au cours de la maturation des
lymphocytes B (Hoffmann et al., 2002).

Hsiah-2est induit par un traitement a I'cestradiol (Fragal., 2004), par Wnt-5a dans
les cellules 293 (Topol et al., 2003), et rapidenar TRAIL, un membre de la famille du
TNFa capable d'induire la mort de cellules tumoralegnilar-Sinha et al., 2002)isiah-2 est
induit dans des cellules traitées par la drogue GABZ (Lu et al., 2004) qui induit la
dimérisation et l'activation de protéines de fusimontenant un domaine récepteur aux
facteurs de croissance, ici une kinase EIF2 adlfee Siah-2 est donc un maillon de la
cascade d'activation induite par un stress et pagsa elF2. Siah-2 est aussi induite lors d'un
stress hypoxique (Nakayama and Ronai, 2004).
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Au contraire, I'expression desiah-2est légerement diminuée dans des cellules traitées
par le TGB1 (Perou et al.,, 1999). Des études ont montré @sesduris KO pour CDK4
n'‘expriment plusiah-2au niveau des testicules (Rane et al., 1999).

La surexpression de P21/Wafl/Cipl entraine une aotation de la quantité
d'ARNm codant pour Siah-1 (Linares-Cruz et al.,&8)99

Hsiah-1est réprimé au niveau transcriptionnel lors d'stimaulation par le sérum (lyer
et al., 1999).

En étudiant le profil d'expression de génes réfé&genaegreid et col. ont classé
différents génes en fonction de leur variation pfegsion. Ainssiah-1a été prédit comme
intervenant dans le métabolisme des lipides etlsstription (Lagreid et al., 2003).

Siah-1best surexprimé dans les cellules traitées pafimgiline et du glucose mais
pas par I'lGF1 (Dupont et al., 2001; Ohsugi etZ4(Q5).

Il a été montré qu'un régime hypocalorique affédExpression dsiah-la(Lee et al.,
2002).

111.4.3.4 - Une expression modifiée chimiguement

L'expression desiah-la differe entre un cerveau normal et un autre traitéa
métamphétamine (Brown et al., 2002).

Hsiah-1est induit 7,69 fois en réponse au chrome (Ye&ind2001).

La quantité intracellulaire du complexe APC/Siahtlgmente de 2 a 3 fois dans les
cellules traitées au lithium (Olmeda et al., 2003).

Les cellules traitées avec la tunicamycine subtsserstress au niveau de leur réticulum
endoplasmique. Des cellules HT-22 (sous clone dds4H traitées avec cet agent
surexpriment Siah-2 (Lu et al., 2004). Cette augateon de I'expression de Siah-2 serait
entre autres meédiée par l'activation du factetiateiur de la traduction ellé2 Mais le role de
Siah dans ce type de phénomene physiologiquep@sstncore compris.
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1.5 - Au niveau de I'organisme : implication des protéins Siah dans
le développement

Les drosophiles mutées sur le gemsma sont léthargiques et présentent des
mouvements non coordonnés (Carthew and Rubin, 19@@une explication de I'apparition
de ces phénotypes n'a été avancée pour le moment.

Comme nous l'avons vu plus hatif.{.1 - page 33), Sina est capable d'induire la
dégradation du répresseur de transcription Traktea@insi permettre le développement du
photorécepteur R7 (Li et al., 1997; Tang et al97)9

Dans le but d'approfondir la compréhension destions de Siah, des souris KO pour
chacun des genes murins ont été générés par BdaiBowtell. Elles présentent toutes des
phénotypes différents, ce qui indique qu'elles ohacune des activités propres. Ces
phénotypes montrent que les protéines Siah agiasdifferents stades du développement.

[11.5.1 - R6le majeur des protéines Siah dans I'embryogénése

Les souris KO pousiah-1bprésentent de lourds défauts au stade embryonetaiee
plupart des foetus dégénéerent (Frew et al., 200&)i i@plique un réle majeur de Siah-1b au
cours du développement embryonnaire.

Siah-1a pourrait étre impliquée dans la formatierladcavité embryonnaire (Maekawa
et al., 2005).

hSiah-1 dégrade Numb (Susini et al., 2001) uneépretmajeure du développement
de la drosophile. Elle est associée a la membrarse docalise asymétriquement lors du
développement des organes sensoriels. Numb blaquaid Notch qui active la transcription
de différents genes essentiels a I'embryogénésguamatité de Numb/Notch régule la balance
entre prolifération et différenciation.

Des embryons de Xénope auxquels on a injecté I'AR&@dant pour hSiah-1
présentent une forte ventralisation et une domsadis réduite comme l'indique l'index dorso-
antérieur (Liu et al., 2001). Cet effet serait mataent d0 a une dégradation accrue d@-la
caténine.

Il a récemment été montré que Siahz interagit &iexp, une nouvelle protéine
impliquée a différents stades du développement yonibrire (Ro et al., 2005).

[11.5.2 - Effet de Siah-1a sur la croissance

Le KO partiel (il reste les 22 premiers acides as)ndu genesiah-laa entrainé
I'apparition de plusieurs phénotypes.

Si jusqu'a 18 jours de développement embryonnbira ipas été trouvé de différence
de croissance entre les souris sauvages et less ¥00; des 24h aprés la naissance, une
différence significative de poids est observée teCdifférence augmente avec I'age et une
souris mutante adulte ne pése que 60% du poids douris normale (Dickins et al., 2002).
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La baisse de poids a d'une fagon générale toucislés organes de la méme fagon, hormis
les testicules et le foie qui étaient, proportidiemeent au reste du corps, plus petits et les
poumons et le cerveau qui étaient proportionnellgnf@us gros que dans des souris
sauvages.

Cette anomalie de croissance n'est pas due a eh adf Siah-1a sur la croissance
cellulaire en générale car des MEFs provenant dassgO poussent et meurent de la méme
fagon que des souris sauvages.

Il faut aussi noter que les sousiah-1aKO présentent une forte mortalite.

L'analyse des double mutanssah-la/siah-2(Frew et al., 2003) a montré une
augmentation de la mortalité des souris dans lemigres heures apres naissance pour une
raison indéterminée car ces doubles mutants soygiglbgiquement et histologiguement
identigues aux mutants siah-la. Le développementowt les organes des souris KO
uniquement pour siah-2 sont normaux. Siah-1a ét-3iant donc des activités redondantes.

[11.5.3 - Implication dans le développement neuronal

111.5.3.1 - La formation des yeux

La surexpression de hSiah-1 dans les embryons depéénduit entre autre une perte
du développement des yeux (Liu et al., 2001).

Xsiah-2 est un ARNm présent dans l'ovocyte non fécondésetimpliqué dans le
développement de I'ceil et du cerveau de Xénoped@ogt al., 2001). La surexpression de

Siah-2 induit une réduction de la taille de I'dBiélla et al., 1995).

[11.5.3.2 - Les récepteurs a la Nétrine

La structure et la séquence de DCC et de la Népgé&ont similaires. Toutes deux
font partie de la famille des récepteurs a la iNet(Keino-Masu et al., 1996), une protéine
importante pour le guidage des neurones et la tiograellulaire pendant le développement
neuronal (Chan et al., 1996; Kolodziej et al., 19érafini et al., 1996; Fazeli et al., 1997).

La Néogénine est capable de lier Siah-1b (Coop@02) tandis que les protéines
Sina/Siah induisent l'ubiquitination et la dégrémtatde DCC par le protéasome (Hu et al.,
1997).

[11.5.4 - Implication dans la formation des 0s

Des études plus poussées sur les souris mutantas sph-1la ont révélé des
phénotypes particuliers : elles présentent un graomdbre d'ostéoclastes et un faible nombre
d'ostéoblastes ce qui induit une ostéopénie séfeesv et al., 2004). Ce phénotype n'est pas
dd a un probléeme de différenciation ou de proltiéracellulaire. De plus l'augmentation du
nombre d'ostéoclastes n'est pas issu d'une varidticmombre de progéniteurs car les souris
mutantes en contiennent autant que les contrdles.
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Les souris mutantes présentent une réduction dumelde l'ostéoide. Ceci peut
s'expliquer par une forte capacité des ostéoblasteants a induire la minéralisation.

Des études de greffe de moelle osseuse ont monadeg anomalies osseuses des
souris mutantes pousiah-la ne viennent pas des cellules en elles mémes nias p
vraisemblablement de facteurs (circulants ou cales) environnants. La concentration
calcique dans le sérum n'est pas affectée damsutmts.

Lors de la différentiation et de l'activation destémclastes, il y a activation de
récepteurs qui transduisent leur activation pampleséines TRAFTNF receptor associated
factor). Or Siah-1 présente des homologies structurales ks protéines TRAF, et Siah-1la
est impliquée dans la transduction du signal ded@ W& TRAF2 (Polekhina et al., 2002). En
outre, Siah-1a induit la dégradation de TIEG-1 (Ba@fducible early growth response), une
protéine sous le contrdle de facteurs de prolii@nagt de différentiation des ostéoblastes et
ostéoclastes (Johnsen et al., 2002). Il faut awstr que lg3-caténine, une autre cible de
Siah-la, a été impliguée dans la voie d'activatienla prolifération des ostéoblastes et de
formation de la matrice osseuse (Kato et al., 2002)

[11.5.5 - Implication dans I'hématopoiese

En l'absence de Siah-2 il n'a pas été noté ddegnabau niveau du thymus de la rate ou
des ganglions lymphatiques. Mais les K&ah-2 ont une moélle osseuse contenant un
compartiment de progéniteur myéloide étendu saranqtype particulier de cellules
myeéloides soit favorisé. La perte de Siah-2 nalfs la prolifération des lymphocytes B en
réponse aux agents mitogenes (Frew et al., 20@8)drte combinée de Siah-la et Siah-2
n‘affecte pas I'hnématopoiese normale des souris.

Les mutantsiah-lagénérés par I'équipe de Bowtell présentent urcitl€in globules
blancs : les souris -/- contiennent 50 a 70 % mdaglobules blancs que des souris controle
au niveau de la rate, du thymus, des ganglions latigues et de la moélle osseuse (Frew et
al., 2004).

La diminution du nombre total de cellules n'ess paie a la diminution d'un type
cellulaire en particulier, mais de tous les typebutaires de la lignée blanche. Toutefois des
étudesin vitro montrent que Siah-la n'est pas indispensablepaoliération des cellules
hématopoiétiques. De plus l'augmentation du nontbwstéoclastes n'est pas di a une
variation du nombre de progéniteurs car les samtisantes en contiennent autant que les
controles.

[11.5.6 - Une activité au niveau des organes sexuels

Les mutants pousiah-lasont stériles pour des raisons que nous allondaj@wer ci-
dessous (voir page 54).
Les souris KO pousiah-2sont fertiles.
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Les drosophiles mutées sur le gésirea sont stériles bien gu'elles ne présentent pas
d'anomalies au niveau de leurs gametes (CarthevkRahith, 1990).

111.6 - Au niveau cellulaire : le réle de Siah dans la prdfération et
l'apoptose

[11.6.1 - Siah et le cycle cellulaire

111.6.1.1 - Généralités

Différentes équipes ont montré l'implication dest@ines Siah dans le cycle cellulaire.
Dailleurs, il a été montré que le niveau d'expoesgie siah-1 varie au cours du cycle
cellulaire (Frew et al., 2002). Il est notammenguié positivement par deux protéines
majeures de la progression dans le cycle cellutaP&3 et P21/Wafl/Cipl (Amson et al.,
1996; Linares-Cruz et al., 1998; Roperch et al991%.iu et al., 2001). A I'opposé, des études
ont montré que P21/Wafl/Cipl, une protéine majelureycle cellulaire est plus exprimée
dans les cellules surexprimant Siah-1 que dansdbgles contréles (Nemani et al., 1996;
Germani et al., 2003).

En accord avec le rble de Siah-1 dans l'arrét dissance, la stimulation par le sérum
de fibroblastes humains induit une forte répressiesiah-1au niveau transcriptionnel. La
cinétique de répression d@ah-1est comparable a celle de génes impliqués dangle de
division cellulaire (lyer et al., 1999).

De plus, en surexprimant Siah-1 dans certainegdignon observe une diminution de
la croissance cellulaire (Matsuzawa et al., 1998;zBoni-Giovanelli et al., 1999). De méme
chez le poisson, Siaz induit l'arrét de croissameeanhibant la transition G2/M (Ro et al.,
2004).

Siah-1 et Siah-2 induisent la dégradation de C8FPBP-interacting proteinpar le
protéasome (Germani et al., 2003). CtIP est ungime qui inactivéorcal (Li et al., 2000) le
géene suppresseur de tumeur impliqué dans le méeande réparation de I'ADN, la
croissance cellulaire, la régulation transcriptielfer.. En dégradant CtIP, Siah libere
BRCA1 qui peut alors transactiver les génes majeursycle cellulaire p21/wafl/cipl
gadd45tbp ou le facteur de transcriptidfilB (transcription factor 11 B.

Siah régule la dégradation de la protéine oncosgspre Numb (Susini et al., 2001)
dont la surexpression inhibe la prolifération delite.

111.6.1.2 - La mitose

Outre un ralentissement de croissance, il a étéreéglans les cellules surexprimant
Siah-1 de nombreuses anomalies au niveau de Iaenttonduisant a I'apparition de cellules
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de grande taille et dans plus de 50% des cas phiéées. Ces cellules résultent d'une mitose
incomplete ou la division nucléaire n'est pas sud/une cytokinese (Bruzzoni-Giovanelli et
al., 1999).

La tubuline, élément majeur du cytosquelette, ett d@ régulation fine permet entre
autres le bon déroulement de la mitose, est aHfept une surexpression de Siah-1. Le
fuseau mitotique est notamment fortement pertudré certaines cellules transfectées, et un
nombre anormal de centrosomes est observé darcelletes plurinucléées en particulier.
L'a-tubuline est un ligand de Siah-1 (Germani et241Q0).

[11.6.1.2.1 - La protéine Kid

Siah-1 induit l'ubiquitination et la dégradation K&l (Germani et al., 2000), une
chromokinésine permettant de détacher les chromesaim fuseau en fin de mitose. La partie
N-terminale de Kid lie les microtubules alors qaeplartie C-terminale est capable de lier
I'ADN.

Kid est I'hnomologue humain du gened chez la drosophile qui est aussi connu pour
son importance dans l'alignement des chromosomnlesdede la plaque métaphasique (Zhang
and Hawley, 1990; Zhang et al., 1990; Afshar et195; Afshar et al., 1995) tout comme
son homologuekid chez le xénope (Antonio et al., 2000).Pour cetigon I'anaphase ne peut
débuter sans qu'au préalable Kid n'ait été degread@naphase Promoting Compl¢&PC)
et le protéasome, sauf chez I'humain ou I'on treenveore Kid au niveau des centromeéres
anaphasiques (Tokai et al., 1996).

La dégradation de Kid par Siah-1 a été observée Kinemain, mais pas chez le xénope
(résultats non publiés de I'équipe de Lorca). Ut faoter que Kid peut étre dégradée par APC
et que Siah-1 interagit avec APC.

L'altération de la mitose provoquée par la suresgiom de Siah-1 pourrait donc passer
par Kid.

111.6.1.2.2 - La protéine Bag-1 (Bcl-2-associated athanogene)

Siah-1a interagit avec l'isoforme S de Bag-1 (Mzasia et al., 1998; Luders et al.,
2000). Bag-1 a été découverte comme interagissaet &cl-2 et favorisant la survie
cellulaire (Takayama et al., 1995), mais aussi aleeaombreuses autres protéines dont elle
régule l'activité notamment a travers son actianlesi protéines de choc thermique (Hohfeld
et al.,, 2001; Gehring, 2004). La surexpression dg-B induit une activation de la
transcription et protége les cellules d'une ap@ptaduite par un choc thermique.

Bag-1 contient un domaine similaire a I'Ubiquitident le réle n'est toujours pas
élucidé bien que I'on sache gu'il peut interagacale protéasome.

Si l'interaction entre les 2 protéines est conneuds longtemps, son réle fonctionnel
n'a toujours pas été élucidé. On sait juste queitexpression de Siah-la seule induit 'arrét
des cellules en phase GO/G1 et G2/M, et une dimoimwdu nombre de cellules en phase S
(Matsuzawa et al., 1998). Or, si Bag-1 est surex@ei en méme temps, cet effet est réversé.
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111.6.1.2.3 - La protéine Siah-BPI (Siah Binding Protein I)

Lors de travaux n'ayant pas fait I'objet d'une fmalion, I'équipe de Bowtell a réalisé
un criblage en double hybride de levure afin didien des partenaires de Sina et Siah. Ils ont
entre autres isolé un ADNc codant pour une protéiteragissant avec Siah et jusqu'alors
inconnue qu'ils ont nommé SiahBPI pd&iah Binding Protein [séquence codante partielle
NCBI Acc.N. U51586). Depuis, cette protéine a égedpt été nommeeyrimidine-tract
binding splicing factorpoly-U binding splicing factoPUF60 et RoBPI. RoBPI résulterait en
fait d'un épissage alternatif de 'ARNsiahBPI

En 1999 une autre équipe a encore renommé la peotiise-binding protein-
interacting repressor (FBP-IR soit FIR) (Page-McCeatwal., 1999). FBP et FIR sont des
facteurs affectant la transcription dgyc Le proto-oncogéne ya code pour un facteur de
transcription impliqué notamment dans la croissardlelaire et la prolifération.

L'effet inhibiteur de Siah-BPI sur l'expression ddyc est un mécanisme
potentiellement important de la mitose. Il faut manant connaitre l'influence de Siah sur
SiahBPI.

111.6.1.3 - La méiose

Les souris KO pousiah-lasont stériles (Dickins et al., 2002), ont des tetis petits
proportionnellement au reste du corps mais prodtiss taux normal des différentes
hormones sexuelles (testostérone, FSH et LH). Saioes femelles KO ont pu produire des
souriceaux (mais qui ne vivaient qu'un seul jol@&,males sont totalement stériles.

Ce n'est pas le seul cas ou I'on montre qu'un téfabiquitination entraine des
problémes de spermatogénese (Berruti and Marte2@0dh).

Les souris males présentent d'importantes periorisates testicules au niveau du
tube séminifere, trés peu de cellules dépassestadi de la méiose | ce qui entraine I'absence
de spermatides . Si la prophase | semble normalepdtaphase | et surtout I'anaphase |
semblent les stades les plus touchés par la delétigeneiah-1a

Plusieurs phénoménes semblent empécher l'aboutssede la méiose | : une
dégénération des cellules en métaphase et anaphasee mauvaise ségrégation des
chromosomes et une cytokinese défaillante entraittaries deux l'apparition de cellules
multinucléées.

Les travaux menés jusqu'alors par I'équipe de Blbwbnt pas permis de comprendre
par quel mécanisme 'absence de Siah-1a blogepéEmatocytes en métaphase |.

On peut penser que dans des souris sauvages, &iftraine la dégradation d'une ou
plusieurs protéine(s) impliquée(s) dans la tramsitie la métaphase a I'anaphase. L'hypothése
de limplication de la protéine Kid (voir plus haw été avancée mais n'est toujours pas
résolue.

Il faut noter que le gensah-1best localisé sur le chromosome X qui est sounisea
répression transcriptionnelle durant la méiose demsellules germinales méales (Heard and
Avner, 2000). Ceci pourrait expliquer pourquoi $abce de Siah-la entraine des effets au
niveau de la méiose et pas au niveau de la mito&3at-1b pourrait palier a son absence.
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T-STAR/Salp/SLM-2/KHDRBS3 est une cible de SiahHyglop et al., 2004;
Venables et al., 2004) et est dégradée par leasobde 26S.

T-Star est exprimée dans les testicules et semgldée lors de la méiose des cellules
germinales de rat. Elle est capable de lier eserablablement de réguler I'activité de RBM,
une protéine de liaison a I'ARN impliquée danspersiatogenése.

[11.6.2 - Siah et I'apoptose

111.6.2.1 - Généralités

L'apoptose conduit a la mort des cellules en finvide des cellules inutiles, et des
cellules qui présentent des anomalies irréparal@lesmécanisme est primordial dans le
développement puisqu'il permet I'organogénese @inine la palmature des phalanges), de
sélectionner les cellules immunitaires pour gusetezonnaissent le non-soi, ...

Ce phénoméne passe par l'activation de protéamisydieres : les caspases. Une fois
activées elles induisent une cascade de clivageatéines essentielles a la vie cellulaire, ce
qui aboutit au suicide des cellules. L'apoptosesestent dérégulée dans les cancers, de sorte
que les cellules qui devraient étre éliminées,araire proliferent.

Notre équipe a montré pabNA differential displayque siah-1best un géne induit
lors de l'apoptose initiée par le géne suppresdeuumeurp53 dans le systéme inductible
LTR6 (Amson et al., 1996) (voiH.5.4.3 - page 23). Des études péorthern blotont
confirmé ce résultat.

De plus dans des cellules U937 et dans les celtlilepatome, la surexpression du
seul genesiah-1peut induire la mort cellulaire programmée (BruzzGiovanelli et al., 1999;
Roperch et al., 1999; Okabe et al., 2003). En olitnepression de hSiah-1 dans les cellules
de I'épithélium intestinal est beaucoup plus faueniveau des cellules des villosités qui sont
entrées en apoptose qu'au niveau des cellulesebaaldivision (Nemani et al., 1996).

a: coupe longitudinale
ou I'ADN est marqué
en vert et les cellulesg
apoptotiques en jaune
b : coupe de l'apex dep
villi ot 'ARNm siah-1
est marqué en vert.

Figure 13 : Expression dsiah-1dans les cellules intestinales en apoptose a
I'extrémité des villi

Il a récemment été montré que les 3 génes murimssswexprimés dans un modele
d'induction d'apoptose par rapport a des cellubesales (Desagher et al., 2005).
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En accord avec ces données, la diminution de Bsegion de Siah-1 par stratégie
antisens induit une diminution de lI'apoptose irelpar P53 (Susini et al., 2001).

Toutefois des effets en contradiction avec l'effed apoptotigue de Siah ont été
obtenus dans des cellules leucémiques : les celhésistantes a l'apoptose induite par des
oligonucléotides CpG surexpriment hSiah-1 par rappax cellules sensibles (Tidd et al.,
2003). Cette apoptose induite ne requiert pasvaain de Caspase-3, ni le changement de
potentiel mitochondrial, ni I'externalisation deplaosphatidyl-serine ni la cassure de I'ADN.

[11.6.2.2 - La S-caténine

Le blocage de la voie Wifiticaténine semble un élément important du mécanisme
d'apoptose. L'activation d'un récepteur membranpim/oque une stabilisation de [
caténine qui s'accumule et est dirigée vers le moga, avec la coopération de facteurs de
transcription, elle induit I'expression de gendses (Peifer and Polakis, 2000; Polakis, 2001)
(Figure 14). Ceci induit une prolifération cellukaiet inhibe I'apoptose (Orford et al., 1999)

Siah-1 et Siah-2 (en complexe avec APC) sont delatetirs de la dégradation de la
B-Caténine (Liu et al., 2001; Matsuzawa and Ree@120opol et al., 2003). D'apres Iwai et
collaborateurs, ce serait la forme longue de h3igBiah-1L) qui serait responsable de la
dégradation de IB-caténindn vivoen réponse a P53 (lwai et al., 2004).

DNA damage PI3K
Dsh +

[ |HD1+

D'apres (Matsuzawa and Reed, 2001)
Figure 14 : Les voies d'activation de |&caténine
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Des mutations ponctuelles d@&ah-1 inhibent son action sur la dégradation dfi4a
Caténine et ainsi l'induction de I'apoptose (Kinalet2004).

111.6.2.3 - La protéine Pwl/Peg3

Durant une phase précoce de l'apoptose, la protpmeapoptotique Bax est
transloguée du cytosol a la mitochondrie. Ce ph@maest sous la dépendance de la protéine
a doigt de zinc Pwl/Peg3 (Deng and Wu, 2000) aaniltition de Pwl/Peg3 empéche la
translocation de Bax dans la mitochondrie et denelargage du cytochrome C et I'activation
des caspases.

Le géne codant pour Pwl1/Peg3 est sous la réguldéoR53 mais ne peut a lui seul
(en I'absence de P53) induire I'apoptose. Une rsfigation desiah-laet Pwl/Peg3peut en
revanche induire I'apoptose (Relaix et al., 2000).

Siah-1a agirait donc en synergie avec Pwl/Peg3ipduire I'apoptose.

[11.6.2.4 - La protéine TRAF2

Siah-2 induit l'ubiquitination et la dégradation GRAF-2 en réponse a des signaux
apoptotiques (Habelhah et al., 2002). TRAF2 estimportant régulateur des signaux
apoptotiques. TRAF2, en réponse akBF régule négativement les signaux apoptotiques
venant de TNFR1 (Shu et al., 1996; Wang et al.8LI9BRAF2 induit la voie JNK en réponse
au TNFax .

[11.6.2.5 - La GAPDH

Comme nous l'avons déja évoqué, il a tres réecemeaténmontré que Siah peut lier la
GAPDH, une protéine de la glycosylation qui eshstaquée au noyau durant I'apoptose. En
réponse au stress, la GAPDH est S-nitrosylée, criiquermet de se lier a Siah. Ce complexe
stabilisant Siah est transloqué au noyau ou ilvactapoptose en induisant notamment la
dégradation de protéines nucléaires. Sans cettssldation nucléaire, l'activité pro-
apoptotique de Siah est nettement affaiblie (Haed. £2005).

111.6.2.6 - Autres implications de Siah dans I'apoptose

Siah-1 est capable d'induire la dégradation duessmur transcriptionnel TIEG1
(Johnsen et al., 2002). TIEGTransforming growth factor- (TGF)1-inducible eaxdgne-)}
est induit par le TGF pour aller s'associer auwusgges riches en GC des promoteurs de ses
genes cibles pour réprimer leur expression. Enimgmt certains genes codants eux-mémes
pour des répresseurs transcriptionnel, TIEG1 essiacapable d'induire I'expression de
certains genes, tpR1, de facon indirecte.

La surexpression de TIEG1 induit un arrét de cerise et une apoptose accrue ce qui
est contradictoire avec sa dégradation par la ip®gro-apoptotique Siah-1.

En interagissant avec le domaine de liaison a I'Ad&N\c-Myb, la partie N-terminale

de Siah-1a joue un réle dans la dégradation de leikuite par P53 (Tanikawa et al., 2000).
C-Myb est un activateur de transcription qui peugsa se lier et activer la protéine de choc
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thermiqgue HSF3. Comme c-Myb est activée au momenadransition G1/S, elle joue un
réle important dans le cycle cellulaire et I'apseto

La protéine PeglO, surexprimée dans certains cano@patiques, est capable de
s'associer avec hSiah-1 et hSiah-2 et de dimiraoptose induite par celles-ci (Okabe et al.,
2003).

Siah-1 tout comme Siah-2 est capable d'induireégratiation des protéines PML et
PML-RAR ainsi que d'autres protéines de la familleIM (TRIM 5, 9 et 21) via le
protéasome (Fanelli et al., 2004). Cette inducpansse par le domaine RING de Siah et une
interaction directe entre Siah et PML.

La protéine PML serait impliquée dans linductioa thpoptose et de l'arrét de
croissance cellulaire (Wang et al., 1998). C'estanégulateur transcriptionnel qui interagit &
la fois avec des activateurs et des répresseuestdanscription (Vallian et al., 1997; Tsuzuki
et al., 2000). PML est induite en réponse a unsstret facilite les modifications post-
traductionnelles de P53 (Ferbeyre et al., 2000r$@azet al., 2000).

[11.6.3 - Autres fonctions cellulaires de Siah

Siah-1a et Siah-2 régulent la protéine majeureadéponse a I'nypoxie : HIFal via
leur effet sur les protéines PHD1 et PHD3 (Habeleghl., 2004), elles mémes impliquées
dans la dégradation de HIErl(Nakayama and Ronai, 2004). En l'absence de $sh,
protéines PHD ne sont plus dégradées et condueedatalité des protéines HIFalvers la
dégradation.

A l'inverse, une hypoxie entraine une transcripaoorue desiah-2(Nakayama et al.,
2004)ce qui permet I'activation de HIFxlet donc une réponse appropriée au stress.

D'autres fonctions ont été suggérées pour Siahsmai raison de leur caractére
hypothétique ne seront pas développées ici.

La régulation de la quantité de diverses protéinagpliquées dans la prolifération

cellulaire, la mitose, la méiose ou I'apoptose petrna Siah de contrbler diverses étapes du
cycle cellulaire.
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Dég radation Ref msiah-la| msiah-1§ hsiah-1 hsiah-P Fonction
(Oliver et al., s
AF4 2004) + + +h,m :
[-catenin (Liu et al., 2001) + + apoptose
. Facteur de transcriptior
BOB1-OBF1 (T"Z%toelt) al, + spécifique des
lymphocytes
(Germani et al inhibiteur de BRCA1 -
CtIP 2003) v +r + impliqué dans la
prolifération
récepteur a la Netrine -
DCC (Hu et al., 1997 impliqué dans le
développement neurongl
Fmr2 + +m
éjection des
Kid (Germani et al., + chromosomes en fin de
2000) mitose - prolifération
cellulaire
i (Tanikawa et al.
c-myb 2000) "
(Zhang et al., répression de récepteufs
NCoR 1998) " nucléaires
(Susini et al., régulateur de la protéing
Numb 2001) " du développement Notch
égﬁoglrlétagifse (Habelhah et al. + + enzyme limitante du
OGI%HCgEZ 2004) cycle de Krebs
PHD1-PHD 3 (Habelhah et al. + + régulation de HIF-& en
2004) réponse a I'hypoxie
(Fanelli et al.,
PML 2004) + +
i (Fanelli et al.,
PML-RAR 2004) + +
Polycystine (Kim et al., 2004) + ?
(Ishikawa et al.,
53;?:;; au Kamlrzzsr)r;neier + + + + transduction du signal
and Ikeda, 2001
. (Wheeler et al., régulation du relargage
Synaptophysin 2002) " " des neurotransmetteurg
. (Nagano et al., + mono-
synphyline 2003) + poly poly
Dr. Still
unpublished
TACC1 (http://www.roswellp + ?
ark.org/document_3!
18 _631.htm)
(Johnsen et al.,
TIEG1 2002) + +
(Habelhah et al. Apoptose -
TRAF2 2002) * Réponse immunitaire
TStar/Salpl/SLA2 (Vengglgz 45) etal + épissage alternatif
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Liaison Ref msiah-1a| msiah-1b| hsiah-1 | hsiah-2 Fonction

pAPC (Liu et al., 2001 +
(Matsuzawa et

Bagl al., 1998) *

GAPDH (HazrgoeSt)al., + + glycosylation - apoptos¢

Néogénine (Cooper, 2002 + récepteur a la Netrine
(Okabe et al.,

Pegl0 2003) + +

lectine (House et al., ancrage des protéines des

b 2003) filaments intermédiaires
(Relaix et al translocation de Bax dafs

PW1/Peg3 2000) * la mitochondrie -

apoptose

(Page-McCaw e

14

al., 1999) facteur affectant la
SiahBPI/FBP-IR/ (Page-McCaw e transcription du
RoBP1/PUF60 al., 1999 régulateur de I'apoptos
g pop
(Bouffard et al., myc
2000)
. (Liani et al., |nh|b|teur_ de_ la
a-synuclein 2004) +mono | neurotransmission de I3
Dopamine
(Matsuzawa ang 5
SIP/CacyBP Reed, 2001) ’
(Habelhah et al.
TRAF2 2002) +
. (Germani et al., 5
a-tubulin 2000) + .
(Germani et al relais cellulaire des
Vav 1999) ” + récepteurs des

lymphocytes

Tableau 2 : Les interactants des protéines Siah

De part leur tres forte homologies, les protéinestSont des fonctions
redondantes mais certains réles ne sont remplis gae une des protéines de
la dégradatiome protéines cellulaires
majeures conduisant dans certains cas a I' inductide I'apoptose (Roperch et
al., 1999), alors que dans d'autres lignées il stagiutét d'une diminution de
la croissance cellulaire sans effet sur la mort kdhire programmée
(Matsuzawa et al., 1998; Bruzzoni-Giovanelli et,a1999).

la famille. Leur fonction majeure :
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l11.7 - Les pathologies associées a Siah

[11.7.1 - La maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est caractérisée par ta ges neurones dopaminergiques de
la substance grise et la présence, dans les neusameivants, d'inclusions cytoplasmiques
enrichies en Ubiquitine appelées "corps de Leww'bhisse de l'activité du protéasome dans
la substance grise de patients atteints de la meatidParkinson a permis de supposer qu'une
défaillance de la voie Ubiquitine/protéasome étapliquée dans la formation des corps de
Lewy et la mort des neurones dopaminergiques. &itié retrouvé dans les corps de Lewy et
30% des corps de Lewy sont positifs pour Siah aexz patients atteints de la maladie de
Parkinson (Liani et al., 2004).

[11.7.2 - Le syndrome de Usher

Le syndrome de Usher de type 3 a été localisé @a-8§85 (Sankila et al., 1995). Il
s'agit d'une maladie récessive autosomale qui ¢oada perte progressive des cheveux/poils
et a la dégénération de la rétine.

Comme le génaiah-2 se trouve en 3925, son implication dans ce syndranété
supposée, mais une analyse plus fine de sa lowatiset de sa séquence chez des patients
atteints de ce syndrome ont permis d'exclure ¢tsfpethése (Joensuu et al., 2001).

[11.7.3 - L' infection bactérienne

Une infection bactérienne semble induire une fadigvation de I'expression dhsiah-
2 (Boldrick et al., 2002).

[11.7.4 - Le locussiah-1b

Le geénesiah-1b aussi appelésinhlb contient au moins 7 motifs formés d'une
répétition de CAG, ce qui le rend sensible a ungaegion des répétitions CAG ; Ce type
d'expansion a déja été impligué dans l'apparitienddférents syndromes (Abbott and
Chambers, 1994).

[11.7.5 - Le phénotypetottering

Le génesiah-laest localisé sur le chromosome 8, tres proche Idzus connu pour
porter le mutant neurologiquettering (Green and Sidman, 1962). Les sodridtering sont
utilisées comme modeles de I'épilepsie. Comme 8sampliquée dans la neurogénése, on
pouvait penser que le phénotyjmitering était d0 a une mutation dgah-la.Mais l'analyse
de la séquencsiah-ladans les souritttering a permis d'écarter cette hypothése (Holloway
et al., 1997).
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[11.7.6 - L'oligosyndactylie

Le génesiah-laest aussi localisé dans une région responsableld@syndactylie,
une maladie affectant la formation des reins et di@gts/orteils chez les hétérozygotes.
L'embryogénese est stoppée au stade 64 cellulesiione mutation homozygote dans cette
région (Zalups, 1993).

Des études génétiques n'ont pas permis de discgamefade la zone responsable de
la syndactylie (Holloway et al., 1997). Mais l'ingdtion de Siah-1a dans cette pathologie n'a
toujours pas été prouvée.

[11.7.7 - Les phénotypes localisés proches des gesesh

Certains phénotypes humains et murins seraientaddes mutations touchant des
genes proches des loci des différents gareds(Holloway et al., 1997). Il est intéressant de
noter que bien que ces pathologies soient difféenelles ont tout de méme certains
phénotypes communs. On note ainsi qu'un grand roaidrces pathologies sont associées a
des défauts du squelette, des phalanges, desaeidg l'ouie. Des défauts des yeux sont
également relevés dans certains mutants, ils aetrahotamment |'apparition d'une cataracte.

Les phénotypes localisés proches du geérsegah-2n'ont pas été retrouvés dans les
souris KO (Hammond, Della and Bowtell résultats poibliés) ce qui exclu que Siah-2 soit
impliquée dans l'apparition de ces troubles.

[11.7.8 - Les cancers

Siah-1 et siah-2 sont exprimés dans un grand nombre de tissus i@nc& des
niveaux extrémement variables (Hu et al., 1997;sRetsal., 2000; Su et al., 2001). Les
mutations des 2 alléldsiah-1semblent rares dans les cancers (Medhioub &Q41Q).

Bien quesiah-1 ait été retrouvé exprimé dans 100% des cancetdstemn RNAse
protection par I'équipe du Dr Fearon (Hu et al9Msiah-1est généralement sous exprimeé
dans les cancers par rapport aux cellules normales.

De plus I'homologue de drosophile, Sina, est corpue faire partie de la voie Ras
(Zipursky and Rubin, 1994) une protéine reconnu& gon activité oncogénique.

111.7.8.1 - Les carcinomes

Les genesiah ont été localisés dans des zones connues powr pias genes mutés
dans les cancers. Le bras long du chromosome Kbegént trouvé délété dans des analyses
de tissus tumoraux (Medhioub et al., 2000). Ceggste la présence de géenes suppresseurs
de tumeur sur le bras long du chromosome 16. Cohwsiada-1est localisé sur le chromosome
16q, une analyse de sa séquence et de son exprassié effectuée dans diverses tumeurs et
lignées cancéreuses. Elle ne montre pas de mutaiioltalléle préservé ni de changement du
niveau d'expression de I'ARNmiah-1 Mais ces résultats n'excluent pas totalement
I'implication de Siah-1 dans ces cancers.

Les carcinomes hépatiques sont souvent associés Ppeattes d'hétérozygotie. Le
chromosome 16 est souvent affecté par des délégongarticulier en 16q12, la ou se trouve
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le géne codant pour Siah-1. Siah-1 est 8 a 10pdiis exprimé dans le foie de personnes
saines que dans les carcinomes hépatocellulairass(id et al., 2003; Okabe et al., 2003).
Siah-1 n'a été observé surexprimé dans aucun oameirhépatocellulaire. L'expression de
Siah-1 est significativement diminuée dans les ude stade avancé. Il faut aussi noter que
la surexpression aberrante de la voie Wnt (régp&eSiah, comme expliqué plus bas) par
une B-Caténine ou une Axine mutante est considérée corame cause majeure de
carcinogénese hépatique. L'ARNhsiah-2 est sous exprimé dans les hépatocarcinomes
cellulaires comparés a des foies normaux (Xu e2@D1; Okabe et al., 2003).

I11.7.8.2 - Les cancers gastrigues

Deux mutations ont été trouvées dans le g&#ab-1de patients atteints de cancers
gastriques. Ces mutations induisent une stabiisatie la3-Caténine et une apoptose
défaillante (Kim et al., 2004).

111.7.8.3 - Les lymphomes

Lors de la progression des lymphomes, on obsereealtération de I'expression de
certains génes notamment due a un changement doreai® copies de ces géenes.

Parmi les génes dont I'expression est dérégulémwee siah-1 Il est situé dans une
zone présentant des anomalies chromosomiquesddastchnsformation cellulaire (Martinez-
Climent et al., 2003)

111.7.8.4 - Les cancers du sein et du colon

Une analyse algorithmique de l'expression de difft(y génes au sein de tissus
tumoraux a permis de montrer que le niveau d'espeglesiah-1corrélée a celle de 2 autres
genes Keératine8 et DRPLA permettait de distinguer les tumeurs portant omgation de
brcalde celles avec une mutatibrca2 (Kim et al., 2002).

Siah-2est généralement surexprimé dans un grand nongbcardinomes mammaires
(Perou et al., 1999; Roh et al., 2004).

Siah-laest exprimé en plus grande quantité dans les salonles seins de patients
sains que dans ceux présentant un cancer (Nanitzby 2002).

Le gene codant DCC est localisé sur une partiehdamosome 18q délétée dans 70%
des cancers colorectaux d'ou son nobDeteted in Colorectal Canceta protéine DCC est
transmembranaire et porte des domaines similaimesramunoglobulines, mais sa fonction
reste mal connue. On sait qu'elle est abondante ldazerveau et dans les tissus neuronaux en
développement dans les embryons de vertébrés. letimes Sina/Siah induisent
l'ubiquitination et la dégradation de DCC par letpasome (Hu et al., 1997).
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111.8 - siah-1est un gene majeur de la réversion tumorale

[11.8.1 - siah-1est surexprimé dans les cellules révertantes

Nous avions initialement trous®ah-1bdans le modéle des cellules LTR6 comme un
géene activé par P53 (Amson et al., 1996) (Wo#.4.3 - page 23). Mais nous avons ensuite
retrouvésiah-1 surexprimé dans les modeéles de réversion tumdelieucémie (Nemani et
al., 1996) et de sein (résultats non publiés).

Nous avons pu mettre en évidence une tres lég@meniation de la protéine Siah-1
dans certains modeles révertants de tumeur dyrésialtats non publiés).

[11.8.2 - Siah-1 joue un rble actif dans la réversion tumora

Par la suite, nous avons montré que Siah-1 n'sss@aement activé mais peut mimer
la réversion tumorale de cellules leucémiques enmaires. En effet, la surexpression de
Siah entraine l'apoptose de ces cellules, maisiugugduit fortement le caractére tumorigene
de ces cellules lorsqu'elles sont injectées enisscid/scid(Nemani et al., 1996; Roperch et
al., 1999; Tuynder et al., 2002).

Sur les cellules de cancer du sein MCF7, notre pgg@ é€galement montré en
microscopie confocale que la surexpression de Sipbrmettait aux cellules tumorales de
réacquérir certaines caractéristiques de celluleenales en culture tridimensionnelle
(Bruzzoni-Giovanelli et al., 1999). Ces cellulesupgent de facon organisée et réexpriment le
marqueur E-Cadhérine (Figure 15 : E-Cadhérine enete@oyaux en rouge).

Normal breast MCF7-SIAH

Figure 15 : Réorganisation des cellules tumoraledttvées en 3D suite a la
surexpression de Siah-1

On peut noter une ressemblance entre la structuracmi adoptée par les cellules
normales (et approchée par les cellules transfectéeec la structure de l'omatidia de
drosophile (Figure 7 page 33) qui est aussi coirphr Sina.

En outre, comme nous l'avons précédemment explices,cellules présentent une

prolifération diminuée par rapport aux cellulesngi@ctées avec un vecteur vide. Cet effet
serait d0 a un effet de Siah-1 sur la séparatismdgaux et la cytokinése.
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La surexpression de Siah-1 induit également desgements de niveau d'expression
de certaines protéines semblables a ceux obseewts lds cellules révertantes. Ainsi la
protéine TCTP, qui semble jouer un réle majeur dan®version tumorale (Tuynder et al.,
2004) est sous exprimée dans les révertantes catangeles transfectarsgh-1(Tuynder et
al., 2002).

La protéine Siah-1 est donc surexprimée dans leutes révertantes, et si l'on
reproduit ce phénomeéne par transfection dans lefiudes tumorales, celles-ci acquierent
un phénotype révertant.
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IV - Siah-1b est un effecteur de P53

Comme nous venons de le voir les protéines SiaR5& possedent des activités
cellulaires communes que sont le blocage du cyllalaire et I'induction de I'apoptose. C'est
en fait grace a Siah que P53 peut avoir une paetiges activités.

IV.1 - Les corrélations entre I'expression de Siah et P53

Notre équipe a été la premiére a montrer giad-1b (TSAP3) est induit par P53
(Amson et al.,, 1996) dans un modéle de cellulesrimgmt une P53 thermosensible
(Michalovitz et al., 1990; Milner and Medcalf, 199¥onish-Rouach et al., 1991) (voir
[1.5.4.3 - Les génessip ettsap page 23). Nous avons pu confirmer cette oaservpar de
nombreuses expériences chez I'homme et la souemdNi et al., 1996; Hu et al., 1997,
Roperch et al., 1999; Relaix et al., 2000; Sudiail.e 2001).

Par la suite, différentes équipes ont montré sjak (humain ou murin) est activé par
P53 dans des modéeles de P53 surexprimée (Hu &0alZ; Matsuzawa et al., 1998; Liu et al.,
2001; Maeda et al., 2002) ou d'activation de t&Bmosensible (Hu et al., 1997).

Les résultats de I'équipe de Fearon montrent guauttion desiah-1bpar P53 ne
serait effective qu'en cas d'induction d'apoptagee en cas d'arrét de croissance.

Ces résultats ont été confirmés par des équipésvetllant absolument par ssiah:
L'analyse de I'expression de multiples genes dasscdllules isogéniques ne différant que
dans leur niveau de P53 a permis de montrer quei dusieurs genes affectés par la dose de
P53 se trouvésiah-1(Yoon et al., 2002)

L'expression de hSiah-2 a elle aussi été corréléd3a(Topol et al., 2003; Xia et al.,
2004).

Pourtant dans de récents travaux, lwai et colldbara ont montré que les 2 formes de
hSiah-1 ne réagissent pas de la méme facon a$&&8n eux, seule la forme longuetdgah-
1 (siah-1L) est régulée par P53 (lwai et al., 2004).

Si au final I'activation dsiah par P53 est globalement reconnue, rien ne proquait
siah était une cible directe du régulateur transcripiel P53.

Un site potentiel identifié dans le promoteurtd#ah-1ne s'est pas révélé étre activé
par P53 (Maeda et al., 2002). Mais I'analyse gégoendesiah-1n'a pas été poussée pour
trouver un éventuel autre site dans une régiownigue ou plus éloignée de l'initiation de la
transcription.

Une étude théorique menée par I'équipe de Levimesaen évidence un algorithme
permettant d'identifier des génes répondant a P&Bni eux se trouvhsiah-1(Hoh et al.,
2002). Ce qui suggere l'effet direct de P53 supfession désiah-1
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V.2 - L'activité cellulaire de P53via Siah

Tout comme P53, Siah peut induire l'arrét du cgeldulaire et I'apoptose. Et puisque
P53 peut réguler I'expression de Siah et donc sivitg, on pouvait penser que Siah était un
relais de P53.

Il a été montré que l'induction de I'apoptose @B Pouvait passer par la dégradation
de lap-caténine, celle-ci étant en partie due a Siahil €t al., 2001; Matsuzawa and Reed,
2001)

P53 peut réguler l'activité des protéines de checnique (HSPVia les facteurs de
choc thermique (HSF). Ainsi I'activation de HSF3 paMyb est inhibée par P53 qui a la fois
bloque l'interaction des deux protéines et en plégrade c-Myb. Cette dégradation est en
partie due a Siah (Tanikawa et al., 2000; Tanikatal., 2001).

La surexpression de P53 dans les cellules 293ieatume augmentation de la quantité
d'ARNm siah-13 mais surtout leur arrét de croissance. Or sidlorexprime en méme temps
la protéine Baglqui régule négativement I'actidiééSiah on réverse partiellement ce blocage
(Matsuzawa et al., 1998). On peut supposer quietl'de Bag-1 dans la fonction cellulaire
P53 passe par l'inhibition de Siah. Ceci est umété supplémentaire pour dire que la
fonction de P53 passe par Siah.

La place de Siah dans la voie P53 est renforcédéedait que P21, un des effecteurs
de P53, affecte I'expression silah-1(Linares-Cruz et al., 1998; Liu et al., 2001; Maedal.,
2002).

IV.3 - La controverse

Malgré toutes ces évidences, certaines équipesanéepnent pas a reproduire les
résultats d'activation de Siah par P53 chez laisolinsi I'équipe de Bowtell persiste a
mettre en doute cette relation ergiah et P53. En effet ils consacrent une page entidire d
article (Frew et al., 2002) a montrer que l'actiatde P53 n'entraine pas d'augmentation de
Siah. lls utilisent différents systémes cellulaif@ssus, cellules immortaliségs53 nul, P53
thermosensible, P53 endogene) et plusieurs aatisatele P53 (irradiation gamma,
ultraviolets, etoposide, doxorubicine), mais needt&nta priori jamais d'effet sur Siah.

Certaines expériences ont pour contrble positigfaentation de I'expression de P53.
Or on sait notamment que dans certaines tumeurpadamt un niveau de P53 élevé, le
niveau des cibles de P53 telles P21, Cycline G ADIA5, peut étre relativement faible.
Comme la séquence de pB3 est sauvage, cet effet serait du a un défaut @edabs sa
capacité de liaison a I'ADN et transactivatricetanument en raison de modifications post-
traductionnelles (Gu and Roeder, 1997; Satyamoatiay., 2000; Minamoto et al., 2001).
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Il faut aussi noter queax un géne au role majeur dans l'apoptose, présanpattern
d'induction par P53 qui est cellule-spécifique (@an et al., 1995). Ceci pourrait aussi étre le
cas pousiah

En outre l'analyse des résultats semble asseztalideupuisque tout d'abord les
Northern blotsont difficiles a interpréter (non équilibrés auexposeés) et surtout ils utilisent
une sonde ne reconnaissant giadh-lamalgré ce qui est indiqué dans la Iégende. Or comm
le montre I'équipe de Fearon parmi les 3 gesials murins, seukiah-1best sensible a P53
(Hu et al., 1997).

Par contre leg§Vestern blosont réalisés avec des outils reconnaissant as&fah-1a
et Siah-1b mais, ayant la méme taille, on ne pastgs différencier.

Afin de trancher sur une partie de ce probleme noagons choisit de
vérifier si le genesiah-1b était effectivement activé par P53.

IV.4 - Le genesiah-1best directement réqulé par P53

De maniére a conclure sur la relation parfois mwarsée entre P53 stah nous
avons entrepris la recherche d'un site consensusiad®n de P53 dans la zone du
chromosome X contenant le ge&siah-1b

Les logiciels standards n‘ayant pas détecté datéglc'est par de facon semi-manuelle
gue nous avons pu mettre en évidence une séquessmmblant au site consensus de liaison
de P53. Ce site malgré son caractére non converticest révélé capable de lier et d'étre
activé par la protéine P58 vitro commein vivo.
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Article 1

_ _Siah-1b is a direct transcriptional target of P53:
identification of the functional P53 responsivenaét in the
siah-1bpromoter.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2004 Mar 9;101(10):351@&pub 2004 Feb 25.
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Nous avons donc prouvé gueeah-1bpeut étre transactivé par P53, suite
a la liaison de cette protéine sur le promoteur genesiah-1b.

Il conviendrait désormais de déterminer dans quslleonditions
physiologiques l'activation de P53 entraine une uaion de Siah-1b, puisque
I'on sait que suivant le stimulus recu par P53, flfifentes voies sont activées.

Il serait intéressant d'étudier I'hypothese selaaquelle le caractére non
conventionnel du site de liaison de P53 pourraitrpettre une régulation
particuliére desiah-1bpar rapport aux autres genes cibles de P53.

Bien qu'au niveau cellulaire il semble que les pémes Siah ne soient
pas indispensables aux activités de P53 sur lI'apsptet la prolifération, afin
d'approfondir la connaissance des liens entre SieahP53, il serait intéressant
de voir dans les différentes voies de P53 quellecfmn est assumée par Siah-
1b.

IV.5 - Perspectives : Génération de souris KO powiah-1b

Afin de compléter notre étude de Siah sur un plamctionnel, nous avons voulu
générer des souris knock-out (KO) pour Siah. Unle tetratégie a déja été utilisée par
I'équipe de Bowtell qui a pu générer des souris paDr siah-laet siah-2 (Dickins et al.,
2002; Frew et al., 2002; Frew et al., 2003; Frewlgt2004).

La génération de souris portant un gérah-1binvalidé, a, pour l'instant, conduit a la
mort prématurée des embryons (Frew et al., 2002¢i &uggére donc un réle primordial de
Siah-1b dans le développement embryonnaire.

Afin d'obtenir des souris viables, nous avons dhale notre coté, d'induire cette
délétion a différents stades de développement deuds et de déterminer a quel stade Siah-
1b joue son réle clé.

Notre stratégie consiste a déléter I'entieretéadseéjuence codante diah-1bainsi
gu'une partie de ses extrémités 5' et 3' non tesluPour cela nous avons purifié de I'ADN
génomique a partir de cellules ES dérivées dedssdans lesquelles nous avions prévu de
générer les KO : souris C3H.

Une amplification par PCR grace a une Taq polyneetass fidele nous a permis
d'amplifier les 5,8kb d'ADN génomique du chromosofneontenant le gensiah-1h
Nous avons inséré des sites de restriction a chexjuémité de ce produit d'amplification
afin de le cloner dans un vecteur pBluescript (pBS)
Nous avons tiré profit de sites de restriction ueg présents sur 'ADN génomique :
EcoRI et Notl pour insérer un site LoxP en 5' et gassette néomycine entourée par 2 sites
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LoxP en 3' (Figure 16). La cassette néomycine (NE#jnet de sélectionner les cellules ES
ayant intégré la construction.

1P 2P 3P
Lox P Lox P NEO

\ ECORV SabiNyl- 1734 bpl L oRV
46 1
2766b 206 b 2009b
) P - P 846bp  28bp 'p ,
Sacll EcoRI ATG TGA Sall

Notl

Figure 16 : Construction pour le K&iah-1b

La recombinase CRE agit sur les sites LoxP pouwiradune recombinaison
homologue, ce qui permet I'excision de I'ADN erfreoxP. Les sites LoxP sont orientés : la
recombinaison ne se fait qu'entre 2 sites de mé&raptation.

_I_o»xl o
l CRE

!

>

Figure 17 : Le systéme de recombinaison CRE-lox

La construction contenant le géamh-1bflanqué de ses régions 3' et 5' UTR dans
lesquelles nous avons inséré des sites LoxP etsisette NEO est injectée dans les cellules
ES des souris. Les cellules ayant intégré la coaistn dans leur génome sont sélectionnées
en présence de néomycine. Des criblages par Saudhetret PCR permettent de vérifier que
l'insertion s'est bien faite au bon endroit etémetinent.

Une fois ces cellules sélectionnées, on les culiiverésence de la protéine CRE de
facon a induire la recombinaison homologue de mmardaetirer le géne codant la néomycine
afin qu'il n'interfére pas dans les souris.
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Comme il y a 3 LoxP et que la recombinaison sedfaite 2 sites, il y a 3 possibilités
de recombinaison homologue : entre 1P et 2P
entre 1P et 3
entre 2 et 3P

Nous pouvons sélectionner les cellules qui n'omdypeque leur cassette NEO
(recombinaison entre 2P et 3P) aprés analyse pah&a blot avec des sondes spécifiques de
la cassette NEO. Les cellules ayant sur leur chsmme X la construction avec les 2 sites
LoxP 1P et 2P (mais pas la cassette NEO) sonttégeaans des blastocystes de souris eux
mémes introduits dans des souris gestantes. Leds shimériques issues de ce transfert sont
croisées entre elles. Lorsque 2 souris ayant latoaetion dans leurs cellules germinales sont
croisées, elles engendrent des souris portanniste@tion dans toutes leurs cellules.

Il suffit alors de croiser ces souris avec desisamansgéniques pour la recombinase
CRE. Deux stratégies sont alors possibles : ext@sgéne dans tout le corps en méme temps,
ou bien dans un organe donné ou seulement a urstéommé. Pour cela on utilise des souris
dans lesquelles le genere est sous la dépendance, respectivement, d'un pgamo
ubiquitaire, d'un promoteur régulé par un factegrtrnscription spécifique d'un organe ou
d'un stade de développement.

D'apres les premieres tentatives de générationodassKO poursiah-1h le géne
serait si important pour le développement embrywargue les embryons KO posiah-1b
ne peuvent se développer. Si nous observons égalem@hénomeéne, nous prévoyons, grace
a des souris CRE temps spécifique, d'induire l&tdél desiah-1ba différents stades du
développement embryonnaire et une fois celui-onieé.

L'étude des souris KO pousiah-1b nous permettra de mieux comprendre la
fonction de Siah-1b, notamment au cours du dévelepgnt embryonnaire. En activant
P53 (induction de lésions, de stress, ou surexpi@ssl'un transgene) dans des souris WT
et KO poursiah-1b, on pourra déterminer quelle part de la fonctioredP53 passe par la
voie Siah-1b.
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Introduction a la
proteine TSAP6
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V - Introduction a la protéine TSAPG6

TSAPG, aussi connue sous le nom de pHyde et Du@uliest une protéine de 50kDa
dont 'ARNmM a été isolé par notre équipe (Amsomlet1996) et trouvé différentiellement
exprimé dans la lignée LTR6 de souris comportamt B&3 thermosensible (Yonish-Rouach
et al., 1991).

V.1 - Les protéines de la famille STEAP

TSAP6 fait partie d'une famille de protéines a Hf6émaines transmembranaires
comprenant STEAP1, STAMP1=STEAP2 et TIARP (Tabl@page 76). Malgré leurs
homologies de séquence, on ne connait pas postatinde fonction commune a toutes ces
protéines. Il a pourtant été suggéré (Sanchez-®dical., 2004) que ces protéines puissent
lier 'héme et avoir une fonction d'oxydo-reductd3eci n'a pas encore pu étre démontré.

Selon les logiciels de prédiction des domainestfonnels, elles comportent :

I 0 5-6 domaines transmembranaires (5 selon lesiédgiEMART et TMHMM
et 6 selon les logiciels HMMTOP et SOSUI) qui otd @ommés ACRATA

N pour "Apoptosis, Cancer and Redox AssociatedTransmembAne domaifi
(Sanchez-Pulido et al., 2004).

0 un domaine C-terminal qui pourrait promouvoir wligomérisation

® 0 un domaine N-terminal comportant un domaine de typessman fold
homologue a celui trouvé dans les NADH/NADPH oxyédductases

H 0 un domaine de type hemopexin qui pourrait permddttiaison de I'heéme
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Figure 18 : Structure prédite de la protéine TSARda membrane plasmique
dans I'hypothese de 6 domaines transmembranaires
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V.1.1 - Bréve description de TSAP6

La séquence desap6 est particulierement conservée au cours de I'évoludes
mammiféres par rapport a la moyenne des autressg&uestillo-Davis et al., 2004) ce qui
suggere un role important de TSAP6 dans la cellOlgez I'humaintsap6 est localisé en
2914.2 (Passer et al., 2003), et chez la souriestiromosome 1.

L'analyse paNorthern blotet PCR-Q de certains tissus a permis de montietsqp6
est exprimé a des niveaux différents suivant lgsmes (Passer et al., 2003). D'aprés la PCR-
Q, l'organe ou I'expression tkap6est la plus abondante est la prostate : la qéatittRNmM
tsap6y est au moins 2 fois plus élevée que dans legsatissus humains (Porkka et al.,
2003).

L'anticorps dirigé spécifiquement contre un peptideTSAP6 reconnait 2 formes en
Western blo{Passer et al., 2003), ce qui suggére des maiiifitsapost-traductionnelles.

Zhang et coll. ont montré que dans des conditiomssarexpression rpHydeaf
pHyde) avait une localisation a la fois nucléairey¢oplasmique (Zhang et al., 2001).

Les fonctions de TSAP6 seront abordées plus loin.
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V.2 - Les homologues de TSAP6

chr o % homologies . R % homologies
homologue humain ACCN hTSAPG chr souris ACCN MTSAPG
TSAP6-pHyde 2q14.2 AAH42150 X 1 AAO38239 X
-dudulin2
STEAP1 7p22.3 AF186249 58% 5
STEAP2-STAMP1 7921 AF455138 67%
TIARP — STAMP2 7 NP_078912 62% 5 AJ319746 60%

Tableau 3 : TSAP6 et ses homologues

V.2.1.1 - La protéine STEAP (Six Transmembrane Epithelialigdne of the
Prostate)

Steapa été identifié par hybridation soustractive dales xénogreffes issues de
métastases de cancer prostatique, et se trouvérgmééllement au niveau de I'épithélium
glandulaire de la prostate saine comme cancéretisiee(t et al., 1999; Ernst et al., 2002;
Vanaja et al., 2003). Il semble plus exprimé dasstissus prostatiques cancéreux que dans
les tissus sains (Yang et al., 2001; Kakiuchi £t24103).

L'ARNm et la protéine STEAP sont exprimés dans wand nombre de cancers
(prostate, pancréas, colon, vessie, EWS, faiblerdant les testicules et parfois dans les
cancers du sein, du cou, des ovaires, de l'esto(f@n)et al., 2003; Zucchi et al., 2004) et
dans un grand nombre de lignées ou xénogreffesrdeur de la prostate et du colon (Hubert
et al., 1999).

Steapest localisé en 7p22.3, une région reconnue coimpkquée dans les cancers
de la prostate, mais son expression ne varie pasilone privation ou d'une stimulation par
les androgénes (Hubert et al., 1999).

Elle présente en immunohistochimie un marquage amkmbrane plasmique.
Différentes techniques permettant de détecter dagipes ayant un domaine extracellulaire
ont montré que STEAP se trouve effectivement a Embrane plasmique, avec ses 2
extrémités orientées vers le cytoplasme. De plusios tissus présentent un faible niveau de
STEAP cytoplasmique.

Steapest réprimeé dans les cellules sénescentes (Chag 2002).Steapest exprimeé
dans les blastocystes (Stanton and Green, 2002).

Le niveau d'expression de STEAP correle avec esti@ la tumeur prostatique (Li et
al., 2004). En effet, les tumeurs les plus avanegpsiment fortement STEAP et les prostate
non tumorales pas du tout.

En raison de ses qualités immunogénes et de margegumeur, il pourrait étre une
cible de choix pour une immunothérapie anticans@d¢Rodeberg et al., 2005).
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V.2.1.2 - La protéine STEAP-2 = STAMP1 (Six TrAnsMembranetegroof
Prostate 1)

Steap2 a également été cloné par hybridation soustractie@s des cancers
prostatiques (Korkmaz et al., 2002; Porkka et24lQ2).

Steap2est exprimé majoritairement dans la prostate gugbcelle-ci est cancéreuse.
Contrairement a d'autres marqueurs des cancersapgoes, l'expression de STEAP2 ne
varie pas dans les cellules traitées aux androgésiesi'est pas régulée par une
hyperméthylation du gene (Korkmaz et al., 2002kRaet al., 2002).

Dans des conditions de surexpression, STAMP1 ¢sti@#& a la membrane plasmique
et au niveau du trans-golgi, ainsi que dans deststtes vésiculaires dans le cytoplasme. La
localisation de STAMP1 au trans-Golgi est inhib&e [a brefeldine A. STAMP1 suit un
trajet antéro- et rétrograde vers et depuis le GBIGAMP1 serait impliquée dans la voie de
sécrétion et d'endocytose.

V.2.1.3 - La protéine TIARP (TN& Induced Adipose Related Protein)

Mtiarp a été identifié padifferential displaydans un modele murin de différenciation
de cellules adipocytaires en réponse au dfoldes et al., 2001).

Il est fortement exprimé dans un grand nombre slus (Porkka et al unpublished)
contrairement asteap qui est majoritairement prostatique : il est diétechez le rat par
Northern Blot dans les tissus adipeux blancs endyrdans le foie, les reins, le cceur et les
muscles squelettiques, tres faiblement dans lespos et la rate mais pas dans le cerveau ni
I'intestin. TIARP n'est pas détectée dans les lesll3T3-L1 en croissance mais apparait
guand les cellules se différencient a confluence.

Des études d'immunofluorescence et de fractionnememtrent que TIARP est
principalement localisée a la membrane plasmiquérdité N-terminale intracellulaire)
mais aussi présente au niveau du golgi. Elle contia motif de liaison ATP/GTP. On pense
qu'elle pourrait interagir avec les cavéolines (@baut-Guerin and Pairault, 2005).

Différentes voies d'activation de I'expression dARP ont été décrites. TIARP est
stimulée au niveau de son ARNm par 16h de trait¢@esc de I'hormone de croissance, mais
I'expression detiarp est diminuée par lisoproterenol, linsuline ou daxamethasone
(Fasshauer et al., 2003). L'activationt@dep par la GH peut étre inhibée par des inhibiteurs
de Jak2 et p42/44MAPK. L'IL-6 induit I'expressioa BARNm tiarp dans certaines cellules
graisseuses de fagon dose et temps-dépendantddbes®t al., 2004). Le niveau basal de
I'ARNm tiarp dans les cellules 3T3-L1 peut étre significativamigaissé par un traitement
avec AG490 (inhibiteur de Jak?2), mais pas par dewbiteurs de p44/42 MAPK, p38 MAPK
ou PI3K. L' inhibiteur de Jak2 réverse aussi phetieent I'effet de I'lL-6.

TIARP est surexprimée dans des souris présentanpidlémes pulmonaires aigus
suite a une exposition au nickel (McDowell et 2003).

77



Etude de 2 génes cibles de la protéine PSahettsap6

Lors d'un dépistage des genes affectés par le Kgedekka (inhibitor of kB kinase,
tiarp a été retrouvé moins exprimé dans les celluleesssde souris KO que dans les cellules
normales(Chaisson et al., 2004).es souris KO pouikka présentent des défauts de la
différentiation des glandes mammaires dus a un m&dtactivation de NB.

V.3 - Laréqulation de I'expression de TSAP6 par P53

Une analyse pares expériences a@NA differential display menées par notre
laboratoire montrent que les cellules LTR6 (conténame P53 thermosensible) cultivées a
32°C contiennent plus d'ARNm codant pour TSAP6 cge méme cellules cultivées a 37°C
(Amson et al., 1996; Passer et al., 2003). Le prssa ces cellules de 37 a 32°C entraine
I'activation de P53 en lui rendant une fonctiontglee sauvage et déclenche l'apoptose et
I'arrét de croissance (Yonish-Rouach et al., 1991).
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D'apres (Passer et al., 2003)
Figure 19 : Northern blot montrant que l'expression desap6 est régulée par P53

De la méme facon l'expression de 'ARNsap6 est augmentée dans les cellules
MCF7 entrées en apoptose suite a un traitemeat@nbmycine D, connue pour activer P53
(Passer et al., 2003).

Nous avons montré que le promoteurtsi#p6,chez 'hnomme comme chez la souris,
contient un site qui peut étre activé par P53 (aasal., 2003).

mouse TSAPS regulatol ion Luciferase activity
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D'apres (Passer et al., 2003)
Figure 20 : Activité luciférase montrant la régulain du promoteurtsap6 par P53
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L'induction de l'expression dsap6par P53 lors du déclenchement de l'apoptose serait
donc le résultat d'une action directe de P53 sprdenoteur de TSAPG6.

V.4 - TSAPG6 dans la réversion tumorale

L'expression ddsap6 est augmentée dans les cellules révertantes (K3Sgtpar
rapport aux cellules leucémiques parentales (K3682987) (Figure 21), ce qui indique que
TSAP6 est une molécule impliquée dans le mécanisimeréversion tumorale. Cette
surexpression dans les cellules révertantes aéférnée dans des modeles de cancer du sein
(M. Tuynder, résultats non publiés).

Figure 21 : Northern blot montrant I'expression disap6 dans les cellules révertantes

De la méme faconpHyde a été trouvé différentiellement exprimé dans 2édes de
cancer de prostate dérivant de la méme cellule rmgasit un phénotype différent : l'une
métastatique et I'autre non (Rinaldy et al., 2@@jner et al., 2000).

De plus les tumeurs faiblement différenciées et traitées (les plus agressives)
expriment moins de PHyde que les tumeurs tres ogemmeement différenciées (Porkka et al.,
2003). En outre I'ARNmM codant pour la Dudulin-2 extrimé dans les cancers cirrhotiques
par rapport aux cirrhoses, plus bénignes (Couloatah., 2005).

Dans les tumeurs induites par injection de cellulemorales en sourigude la
surexpression de rPHyde réduit fortement la vitelgseroissance et la taille de la tumeur. Le
fait que les tumeurs ainsi traitées possedent andgnombre de cellules en apoptose (Steiner
et al., 2000) pourrait expliguer ce manque d'efitéades tumeurs a se développer.

TSAPG6, étant positivement régulée par P53 et loes ld réversion tumorale, elle

apparait comme une protéine impliguée dans les nmés@es mis en jeu par la cellule pour
lutter contre le phénotype cancéreux.
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V.5 - TSAPG6 et l'apoptose

Plusieurs études ont montré que TSAP6 dans diff@types cellulaires posséde une
activité pro-apoptotique.

Ainsi la surexpression de TSAP6 dans différentesypellulaires induit leur entrée en
apoptose (Rinaldy et al., 2000; Steiner et al.,02Qhang et al., 2001). Cet effet peut étre
réversé par l'utilisation de siRNAsap6 dans ces cellules. L'inhibition de I'expression de
TSAP6 (antisens) dans les cellules LTR6 diminuepiaportion de cellules entrant en
apoptose apreés induction de P53 a 32°C (Passky 20@3).

L'analyse, par la technique de double hybride @nrée des protéines interagissant
avec TSAP6 a permis a notre laboratoire d'idemtifieprotéine Nix comme un ligand de
TSAP6 (Passer et al.,, 2003). Nix est une protémeapoptotique de la famille de Bcl-2
transloquée a la mitochondrie lorsqu'elle est aetiv

Nix et TSAP6 cooperent pour induire I'apoptose. dffiet, la surexpression de Nix
dans les cellules HelLa stablement transfectées sap6 augmente la proportion de mort
cellulaire et de cellules apoptotiques. De mémigdasfection de Nix dans les cellules 293T
induit une mort cellulaire qui est réversée pasilRNA tsap6(Passer et al., 2003)

L'effet pro-apoptotique de TSAP6 a été confirmélparétudes menées chez le rat ou
I'apoptose induite par la surexpression de rPHyelst avérée dépendante de la Caspase-3.
Aprés la transfection dpHyde les cellules DU145 présentent une augmentaticse-det
temps-dépendante de l'activité de la Caspase ré&traitement (24h avant transfection) par
des inhibiteurs spécifigues de la Caspase 3 (pptiEVD ou VAD) bloque l'activation
induite par pHyde et diminue la fragmentation d&DN observée dans les cellules
transfectées. Certaines cellules ne contenant@asspase-3 (MCF7) ne sont pas sensibles a
I'apoptose induite par pHyde (Zhang et al., 2001).

V.6 - TSAPG et le cycle cellulaire

La surexpression de TSAP6 peut entrainer un blodaggycle cellulaire.

Les résultats de I'analyse en double hybride earéewnt également mis en évidence
l'interaction de TSAP6 avec la protéine kinase MgPhsser et al., 2003) connue pour
phosphoryler et ainsi inactiver la protéine régidatdu passage G2/M : Cdc2.

Les cellules Hela stablement transfectées tsagaubprésentent une forte proportion de
cellules en G2/M. Ce blocage passe par le maintienta protéine Mytl dans une forme
hypophosphorylée active (Passer et al., 2003) arttibactivité de Cdc2.

De plus, la surexpression de rPHyde entraine Ibitibh de croissance de cellules
tumorales de prostate ou de sein (Steiner et@0;2ZZhang et al., 2001).

Les effets pro-apoptotique et anti-prolifératif dESAP6 sont cohérents avec ses
fonctions d'effecteur de P53 et de protéine implégidans la réversion tumorale.
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V.7 - TSAPG et la sécrétion

Notre équipe a également montré que TSAP6 indwsétaétion de TCTP (Amzallag
et al., 2004). TCTP est une protéine exprimée ddasnombreux types cellulaires,
surexprimée dans de nombreux cancers, et qui anétérée comme importante dans le
phénomene de réversion tumorale (Tuynder et ab2;20uynder et al., 2004) (vai2 - page
13). Elle a été décrite comme une protéine sécrétépouvant stimuler le relargage
d'histamine, c'est pourquoi elle est aussi appél&F : Histamine Releasing Factor
(MacDonald et al., 1995Mais sa sécrétion ne passe pas par la voie clas&RuGolgi. Par
contre, TSAP6 et TCTP sont présentes dans les massovésicules issues d'une sécrétion
non-classique.

La potentialité de TSAP6 a faire sortir de la cdbluune molécule anti-apoptotique,
TCTP, renforce sa fonction pro-apoptotique.

Dans le but d'approfondir nos connaissances surgeotéine TSAP6 et
notamment au niveau fonctionnel, nous l'avons éteddans des modéles
murins.
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VI - Caractérisation de la protéine mTSAP6

Bien qu'elle ait été initialement isolée a partimdsysteme cellulaire murin (Amson et
al., 1996), TSAPG6 a surtout été étudiée chez I'mmtae rat.

Nous avons entrepris de caractériser son expressanlocalisation tissulaire,
cellulaire et intracellulaire dans des modélesaleis.

VI.1 - Caractérisation biochimigue de la protéine

L'utilisation d'un anticorps dirigé spécifiguemet la protéine TSAP6 a permis de
caractériser biochimiquement cette protéine chegolaris. Cet anticorps a été généré par
injection d'un peptide spécifique chez le lapipwtfié par affinité contre ce peptide.

MSGEMDKPLISRRLVDSDGS

Nous avons pu montrer sa spécificité en éteigrausignal par des siRNA (résultats

non présentes).

VI.1.1 - TSAPG6 est une protéine glycosylée in vivo

Tout comme il avait été trouvé chez I'humain (Pasgeal., 2003), I'analyse par
Western blode I'expression de TSAP6 dans des lysats celislaivele 2 formes distinctes
(Figure 22A). Ce doublet est formé d'une bandevifem 49kDa et une autre de 54kDa.
Comme un seul ARNm codant pour TSAP6 n'est détetdorthern blot ces deux bandes
observées en Western Blot et qui sont toutes deuwunoprécipitées par I'anticorps anti
TSAPG6 doivent résulter de modifications post-tracunmelles.

La forme de 54kDa ne migre pas sous la forme ddamele nette, mais apparait plutot
diffuse. Par conséquent, nous avons avancé |'hgpetld'une glycosylation de la protéine.
Afin de vérifier cette hypothése, nous avons tdabard traité les cellules a la tunicamycine,
un agent inhibant la N-glycosylation. Ce traitemdiminue l'intensité de la bande haute en
Western blot et augmente celle de la bande a 49kigare 22B).

Ensuite, nous avons testé l'effet de différentgsagidases sur le profil d'expression
de TSAPG6 a partir de lysats protéiques. En présedhoge N-glycosidase, lintensité de la
bande haute décroit fortement Western blgtalors que la bande basse a 49kDa est plus
abondante (Figure 22C).

A - B C
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Sz =z Tunicamycine -  + N-glycosidase -+
191 —
188— 188—
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30 = 38— 38—
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Figure 22 : Caractérisation de TSAP6 pa¥estern blot
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Nous avons ainsi montré que la bande basse repedseforme native de TSAPG6, et
que la bande haute résulte d'une N-glycosylatiola geotéine.

Dans les organes que nous avons analysés par Wesievoir Figure 27 page 86),
une troisieme bande, vers 60 kDa, est détectébapéicorps anti-TSAP6. Nous n‘avons pas,
pour l'instant, identifié la nature de cette bangiee nous n'‘avons jamais observé dans les
lysats cellulaires.

VI.1.2 - TSAPG6 est une protéine a demi-vie courte

De maniere a compléter notre étude de la protéfBAPB, nous avons cherché a
déterminer sa demi-vie. Par la technique de puisse nous avons pu estimer la demi-vie de
TSAPG6 dans les cellules MEL (Mouse Erythro Leukgraianviron 4h (Figure 23).

IP TSAP6
0 051 2 4 6 temps(h)
19]—=~
64— -
51—
39—
28 —

Figure 23 : Détermination de la demi-vie de la péime TSAPG6 par pulse chase

Cette approche nous a par ailleurs permis de nrogtre la glycosylation de TSAP6
est un phénomene rapide puisque aprés 30 min dgsaehan ne détecte plus TSAP6 sous sa
forme native mais uniguement sous sa forme glyéesyl

VI.1.3 - TSAP6 peut s'Thomodimériser
Il a été décrit que TSAPG6 contient un site de disadion en C-terminal.
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Nous avons pu montrer que cette dimérisation iest possiblen vivo. En effet en
cotransfectant TSAP6-GFP et TSAP6-Flag puis en imoptécipitant la protéine Flag on
récupére de la protéine GFP, ce qui indique qug fesmes interagissent vivo.
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191 —
64 =—
51 —
39 =
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Figure 24 : TSAPG6 forme des oligomeres

VI.1.4 - TSAPG6 et I'hémine

TSAP6 possede (comme les autres membres de ldefpoml domaine homologue a
celui décrit comme liant I'héme (molécule consitiit de I'némoglobine) dans les
NADH/NADPH oxido-reductases (ex.: YedZ, Nox, ...).SQ@otéines, qui possédent, comme
TSAP6, 6 domaines transmembranaires, lient I'néman résidu Histidine tres conserve sur
les domaines transmembranaires 3 et 5.

Il est frappant de remarquer que, chez tous lesolagues connus de TSAP6, un
résidu Histidine est également hautement consenvies domaines transmembranaires 3 et 5
(*Figure 25). Ces observations suggerent que TSARBragb lier I'hémevia ces résidus
(Sanchez-Pulido et al., 2004).
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TSAPG6 family YedZ family

Nox family

* *
YEDZ_ECOQLI PLLI RTRRLLGLWCFAWATLHLTSYA .../ /... RPYLTLG | SWI LLALAFTSTQAMRK. LG KHWQQLH. NFVYLVAI . LAPI HYL
Y986_PSESM PGWN WRRQLGLWCFAYWLIBMIMYA .. ./ /. .. RPY! | VGALAFLGLLALAVTSNRYSQRR. LG SRWKKLH. RLVYVI LG LGLLHWF
YAH5_PSEPK SGN WRRQLGLW/FAYI VLHI LCYL .. .//... RPYI | VGALGFLGLLVLAVTSNRYSQRR. LG ARVKKLH. RLVYAVLG LGLLHFL
YAJ1_PSEAE PGW AVRRQLGLWCFTYVLLBLSAYY .. .//. .. RPYI | VGVLGFVCLFLLAI TSNRFAMRK. LG SRWKKLH RLVYLI LG LG.LBWVL
Y538_PASMJ PQLQVLRRALGLWAWFYWLIBVYAYL .../ /... RGYLI IJGAI AFLI LTLMALSSWSYLKLK. MG KWAFYLH QLGYYALL. LGAI[HYV
YGA6_XANAC AWI RFRRMLGLYAFFYATVHLAAYL .../ /... RPYI TVEGFAAW.LL MPLAI TSTQGWRR. LK. RNGRLH. MLI YPI GL. LAVLHFW
Y1G5_BORBR PALVRLRRMOGLFAFFYGSLHFLAW .. ./ /. .. RPFI TVGFAAFVLMVAALAATSTQWAMRK. LG KRWQVLH RAVYAI GL. LAl LHFW
YT80_RALSO NWLI RIRRMLGLYTFEYGTLHFLIW. .../ /... RPFI TVGFAAFVLM PLAATSTNAWRR. LGGRRWMALH RLVYVTGV. LG LHYW
YRA7_CAUCR PRLVRFRRTVGLFAFAYVALHLLAYV ... //... RPFI TLGMLGFMLLI PLAVTSTNGAVI R. MGRAAWSRLH. RLVYLI VP. LGVARYY
Y304_BRUME | TLLRYRRALGLLAFYYALNHFTTYM .../ /... RPFI TI/GM SLALLVPLALTSNNWBI RK. LG RRWSSLH. KLVYI Al A. GSAVHFL
YD82_RHI ME VNWLRYRRALGLLAFYYVMVHFLTYM .. ./ /. .. RPFI TI[GVAALVLLI PLAVTSNI W8I RR. LG QRWAKLH. RLVYVI AA. AGALHFA
YJ20_AGRTS VNLI AYRRALGLI AFYYVLAHFTVYL .../ /... RPYI MIGVAGLI | LI PLALTSNRWSI RR. LG SRWNTLH. KLVYLVLI . VGVLHFV
YP37_DEI RA TWAARI RKALGLLAAFYAVLHFG YL ...//... RPFI TSGFAALLLLLPLVLTSGKGSVRR. LGFARWILLH RLVYLAAA. LGALHYW
Q7NFGB_J ovi PGLLQERRYLGLLTFAFSVLHTWSQ . ..//... QFGVELG FALLAM.PLALTSTDWAVRT. LK. GAWKGLH QGVFFAAF. LI VLHTL
QBYN59_Anasp ASPLNYRRALGVGAFVLSWHTTHM ...//... Q GVAAGAVALI LMIPAAFTSVESWKS. LG KYWRQH LLSVPALL. LSAIHAV
Q7LK5_d oac KKLVAI RAQVAI MASI FI FREVCI YL .. .//...  AAYI LAG | AFl | MVPLFI TSLK. KVRRKMNGVKWKKLQ. RMAYLFYL. LVYGHI L
Y572_TREPA QRVMGLRAELAI TAAI LTLGHNI AH. .../ /... LVAGAVSMW/LVLLMSI LAVTSFK. VWRRRMGAKTWKRVQ. RLAYLFYG. LTYVHLS
STEA_HUVAN DKWL TRKQFGLLSFFFAVLHAI YSL .../ /. .. ElI'YVSL@ VG Al LALLAVTSI P. SVSDSLTWREFHYI QSKLG VSLL. LGTIHAL

@BNFT2_STEAP2_Honsa
@B6SF6_TSAP6 _Homsa
Q1VB1_TI ARP_ Misnu

ETW. QCRKQLGLLSFFFAWHVAYSL . .
DHW.QHRKQ GLLSFFCAALHALYSF . .
DHWWL CRKQLGLVALGFAFLLEVI YTL . .

N
N
NN

EMYl SEG MSLGLLSLLAVTSI P. SVSNALNWREFSFI QSTLGYVALL. | STRHVL

El YLSLGVLALGTLSLLAVTSLP. SI ANSLNAREFSFV

[@ssLGrvALY. LSTLHTL

DSYLALG LGFELFLLLGA TSLP. SVSNWNWREFRFVQSKLGYLTLV. LCTAHTL

QBPAY4_Xenl a DTWMLCRKQLGLVALAYAFLHAI YTL ...//... DSYVAUG LGFFFYVLLG TSLP. SVSNAVNWREFRFVQSKLGYLTLV. LCTAHTL
QBP7HL_Xenl a DOMLCRKQLGLI ALSYALLHAI YTL ...//... DAYl AlG LGFFFYVLLG TSLP. SVSNAVNWREFRFVQSKLGYLTLV. LCTGHAL
Q12209_L2114_ Sacce LALLPLHKW SRI WLESI LHTWEYL ...//... KLPN YGVI ALGLFLLI Al TSVR YARR WBYRVFYYVH. YVSTW.| LVFLHYHAR
YGRO_YEAST TDFI PFHKWFSRI | TVI GLLHG FFI ... //...  KTFNFAGFI | SI LVLFLLI CSI G PMRR. YNYRLFYI VH. NLVNVAFI LLTPIHSR
C24B_HUVAN DRNL TFHKMVAWM ALHSAIHTI AHL .../ /... LLAG TGWI TLCLI LI I TSSTK. TI RR. SYFEVFWYTH. HLFVI FFI . GLAI[HGA
NOX1_HUMAN DHNLTFHKLVAYM CLHTAIHI T AHL .. .//...  SI AGLTGVI MIl ALI LMWTSATE. FI RR. SYFEVFWTH. HLFI FYI L. GLG HG
QBJONA_noxA_Eneni DENI WWHRQVAYATLVFTI LEVAAHY .. .//... QPAGVTIGHVMLFCMMLMYTTAHH. Rl RQ QSFETFWYTH. HLFI PFLL. GLYTHAT
QXYS3_Di cdi DKNI VFHKLI AW/I CFATFGHVMAHF .../ /... TLAGMGHWWCI VWLMYTSAVE. SI RR. PMFEGFWYTH. HLFWFFG. LLVWHGL
QrZ7G3_NOX4_Homsa DKSRTFHI TCGVTI CIFSGVHVAAHL .../ /... TVPGLTGVCWWLFLM TASTY. Al RV. SNYDI FWYTH. NLFFVFYM LLTLHVS
Q@B6MX0_Di cdi DKYMTFHKLI GYTLI | ASFUHTI GW .. .//... SLPGVIGFI M SFLI | MAI LSLK. | | RK. SNFELFYYSH. HLFI GFYV. LLI LHGT
061213_Caeel DSAI AFHKI VALFAARWATLHTVGHC .. .//... TITGLTGE ALVAVMCI | YVFALP. CFl K. RAYHAFRLTH. LLNI AFYA. LTLLHGL
QOVQH2_Dr one DSHI QFHKI AACTALFFSVLHTVGH .../ /...  TVTGITGVMFI | MCl | FVFAHP. TI RK. KAYNFFWNIVH. TLYI GLYL. LSLIHGL
QONRD9_DUOX1_ Honsa DAAVDFHRLI ASTAI VLTVEHSVGHV .../ /...  TVPGLTGWLLLI LAl MYWFASH. HFRR. RSFRGFW.TH. HLYI LLYV. LLI I|HGS
QQUHF9_Homsa DAAVDFHRW AMAAWLAI LHSAGHA .. .//...  TVPGMIGVLLLLVLAI MYVFASH. HFRR. RSFRGFW.TH. HLYI LLYA. LLI I|HGS
QAV7N2_Dr one DHHVYLHKLTGE TI SVLSLIHTIMAL .../ /... GCANPTGVALLAI LVWMFVCSQP. FVRRKGSFEVFYWIH. LLYVPFW . LCLEHGP
QQ6PHL_Homsa DONI QFHQLMGYVWGLSLVHTVAHT .. .//... GSASPTGVALLLLLLLMFI CSSS. Cl RRSGHFEVFYWIH. LSYLLVWL. LLI RHGP

P92950_FROL_Arath
P92949_FRX2_Arath

ESSI KYH W.GHLVM | FTSHG.CYF . .

ESSI KYH W.GHWNALFTVHG_CYI

NN
NN

AVSNLAGE! ALVAGLMWWTTYP. KI RR.
GVSNLAGEI ALAAGLVMMTTYP. KI RR.

RLFEVFFYSH. YLYI VFM.. FFVERVG
REFEVFFYTH. YLYI VFM.. FFVLBEVG

FRE2_YEAST TSFI MFHKWLGRWFLDAMIHGSAYT .../ /... RLYWQRGVAAL CLAGTMVFESFA. VFRK. YREYEAFLFLH. | VLGAMFFYACVEHWV
N average BLOSUM62 score greater than 3 Abbreviations Musmu : Mus musculus Caeel : Caenorhabditis elegans
N average BLOSUM®62 score between 3 and 1,5 Homsa : Homo sapiens Xenla : Xenopus laevis Drome : Drosophila melanogaster
N average BLOSUM®62 score between 1,5 and 0,5 Glovi : Gloeobacter violaceus Sacce : Saccharomyces cerevisae Arath : Arabidopsis thaliana
* conserved Histidine residue predicted to bind heme Anasp : Anabaena sp. Emeni : Emericella nidulans
l Glutamate residue mutated in the mice Cloac : Clostridium acetobutylicum Dicdi : Dictyostelium discoideum

d'apres (Sanchez-Pulido et al., 2004)
Figure 25 : Alignement de différents protéines pe¥gant un domaine ACRATA

Nous avons mis en évidence que l'incubation desilesl avec de I'héme ou de
I'némine (forme oxydée de I'heme) entraine dan&rdiits types cellulaires (cellules
leucémiques MEL, ou rénales embryonnaires NIH3Tg)plarition de formes de TSAP6 de
haut poids moléculaire eVestern blof{Figure 26).

MEL NIH3T3
Hémine - + - +

191=—

64 —
51 —

39 — ‘ ‘
Blot anti TSAP6

Figure 26 : En présence d'hémine, les cellules demninent des formes de TSAP6 de
haut poids moléculaire
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Les formes de haut poids moléculaire observés apatement des cellules avec
I'hnémine (sans transfection) pourraient correspamidit des oligomeres de TSAP6. Elles sont
immunoprécipitées avec l'anticorps anti-TSAP6 stldent avoir la taille de 2 ou 3 protéines.

Aucune fonction de TSAP6 n'a pour linstant étér@ée a la formation de ces
oligoméres. On peut toute fois noter que dansdesulocytes, qui contiennent naturellement
beaucoup d'héme, ces formes hautes de TSAP6 stutébs sans que les cellules n'aient
subit d'activation.

VI.2 - Localisation de TSAP6 au niveau tissulaire

L'expression de I'ARNnsap6a déja été décrite dans le cceur, la rate, les posinhe
foie et les muscles squelettiques de souris (Passdr, 2003) paNorthern blot

Nous avons donc voulu compléter cette étude peadactérisation de I'expression de
TSAP6 au niveau protéique p#estern blot(Figure 27). Nous avons confirmé une forte
expression dans les poumons et la rate, mais ypression plus faible dans le foie et le cceur.
Nous avons également détecté la présence de TSARS lds glandes surrénales et le

pancréas.
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Figure 27 : Etude de I'expression de TSAPG6 pafestern blot sur des organes de souris

Nous avons ensuite cherché a caractériser plun@nela localisation de TSAP6 dans
ces organes. Nous avons pour cela utlisé des itpem d'immunohistochimie en
fluorescence sur des coupes d'organes inclus affipar Nous avons ainsi mis en évidence
gue l'expression de TSAPG6 dans les organes anagséimitée a des structures particulieres

(Figure 28 : TSAPG6 en vert, noyaux en bleu) :
o Dans le foie, un marquage est visible a la membrplesmique des

hépatocytes.
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o Dans la rate, TSAP6 n'est exprimée que dans laepupge, et pas dans la
pulpe blanche.

o Dans les reins, la protéine présente une localisatiratifiée dans la medulla,
mais dans le cortex elle est majoritairement Igéaliautour des corpuscules.

o Dans la glande surrénale, l'expression de TSAPGliestée a la zone
médullaire (aucun marquage dans la zone corticale).

o Dans le pancréas, l'anticorps anti-TSAP6 révélemamquage de structures
particulieres dans les zones interlobulaires. Wrpat s'agir des parois de
collagéne structurant l'organe.

o Dans les poumons, TSAP6 n'est détectée qu'au nokesuiloronches (pas des
bronchioles) a la zone apicale des cellules cil{@garquage dans les cellules
contenant de I@-tubuline, protéine spécifique des cils).

L'analyse de la localisation intracellulaire de T&\est en cours.
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Figure 28 : Analyse immunohistochimique de la locsdtion de TSAP6 dans
différents organes
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Aprés avoir caractérisé I'expression et la nature th protéine TSAPG6,
nous avons cherché a mieux comprendre sa fonctiamsl I'organisme.
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VII - Etude de la fonction de la protéine mTSAPG

Dans le but de mieux comprendre la fonction dert@tgine mTSAP6, nous avons
caractérisé des souris portant une mutation poletdans le génesap6 La comparaison de
ces souris avec les souris K€ap6que nous sommes en train de générer pourra peemett
d'affiner notre compréhension des mécanismes faisnvenir TSAPG.

VII.L1 - Des souris_mutantes pourtsap6 présentent des anomalies
pulmonaires et sanguines

VIIL1.1 - Génération des souris mutantes

La mutagénese est induite par 3 injections intitp@rales de nitrosourée (ENU) dans
des souris males C3HeB/FeJ agées de 10 a 14 sem@iee agent chimique induit des
mutations aléatoires dans les spermatogonies. bdeEsssont ensuite croisées avec des
femelles sauvages. Les mutations dominantes s@etwdes dans les souris de génération F1
et les mutations récessives dans les génératiovenses (Hrabe de Angelis et al., 2000). Les
souris ayant un phénotype intéressant sont altastednées.

Une fois ces souris sélectionnées, lidentificatthn géne muté est effectuée par
localisation chromosomique. Une cartographie de qoeurs polymorphiques entre
C3HeB/FeJ et C57Bl/6JIco a été établie tout au flungénome avec un espacement inférieur
a 20cM. La région contenant le gene muté est ifieatpar analyse de ségrégation entre les
marqueurs et le phénotype. Les génes candidatettie région sont ensuite séquences afin
d'identifier lequel porte la mutation.

La caractérisation d'une des souris présentararm@salies sanguines a révelé qu'elle
portait une mutation dans le gétmap6 Cette mutation d'un seul nucléotide dans tout le
génome se trouve sur le premier nucléotide du eervdon du %" exon du géndsap6
(Figure 29). Cette mutation n'affecte pas I'épissdg l'intron qui suit, mais au niveau
protéigue induit le remplacement d'une Glutamirmeup& Lysine.

... ggtggtagcaaactgcctgacttgggtgctaagaaccaaacctggcetct tctgcaaga
gcagcaagtgcttgtaactgctgagccatctctgcagccatagttaatgge tttcagtgt
ctgacacatgttagccatctggcagagcatgaacataaccgtggcetctett gtccttcgg
tgcttagtcaatgtgttctagggtgccagectcggctacageggtcatggt ttttctctt

gtcag

GT CCTGGCCAACAAGAGCCGCCTCTGGGCT GAGGAAGAAGT CTGGAGGATGGAGATATAC EXO N 3

CTGTCCCTGGGT GT GCTGECCCTGEECATGT TGT CGCT GCTGECTGTCACCTCGCTCCCG
TCCATTGCTAATTCCCTCAACT GGAAGGAGT TCAGCT TCGI{

Ala-Phe-val-GIn Mutation CAG> AAG
gtaacgcagattccccttgagagcecatctgcagcttggcetcctggacatag gcaggccac Gin Lvs
caggtcgggtgctgagaactcceccaccttacagggtctccctagtcatagg cagggcact y
gggtcaggtgctgagcactcttcactttgcaggcetctcccagectectgat cctgctt.

Figure 29 : La mutation GIn-395-Lys dans le gemsap6

Il est intéressant de noter que la mutation seve&odans le % domaine
transmembranaire et surtout touche un des acidéséanfQ395) les plus conservés du
domaine ACRATA (voir Figure 18).
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Les protéines portant ce domaine ACRATA ont toutes Histidine au niveau de ce
résidu, sauf les protéines de la famille TSAP6aqiiune glutamine. La mutation de ce résidu
Q395 en Lysine fait que la protéine TSAP6 muté€e'rapproche"” des protéines oxydo-
réductases portant une Histidine a ce niveau dedi@maine ACRATA. En effet, Histidine et
Lysine font toutes deux partie de la famille desles aminés polaires chargés négativement,
alors que la Glutamine de la famille TSAP6 est cidaaminé non chargé.

VIIL.1.2 - Analyse des phénotypes des souris TSAP6 mutantes&d95-Lys

Les souris ont été sélectionnées car elles prégamiephénotype sanguin particulier :
les globules rouges des souris mutantes sont mtits gmicrocytose et plus nombreux
(érythrocytose ou polycythémie) que ceux des souris WT.

Une analyse phénotypique standard a ensuite digeetaur ces souris :

o contréle du poids des souris : cette étude a réudes femelles mutantes ont
un poids total inférieur aux souris sauvage.

o analyses biochimiques : les souris mutantes présenne augmentation des
taux plasmatiques d'urée, d'acide urique et delimoates. Elles ont par contre
un niveau de glucose relativement bas.

0 observation macroscopique des organes

o contréle du poids des organes (foie, reins, rayreet graisse viscérale)

o histopathologie

Cette derniere étude a permis de mettre en évidemeeette altération des alvéoles
pulmonaires chez les souris mutantes : elles présede'emphyséme

Aucune différence de localisation de la protéindirdérieur des organes ou des
cellules n'a pu étre montrée entre les souris Wetantes par immunohistochimie ou
immunofluorescence.

Les formes oligomériques de TSAP6 sont observées léa lysats de cellules MEFs

(Mouse Embryo Fibroblastsncubées avec de I'hémine gu'elles soient sagvaigenutantes
(résultats non présenteés).

VIIL1.3 - Les anomalies sanguines dans les souris mutantes

VII.1.3.1 - Quelgues notions sur microcytose et érythrocytose

La microcytose définit une taille anormalement teetles globules rouges. Elle est
souvent liee a I'érythrocytose (ou polycythemie) @st caractérisée par un nombre
anormalement élevé d'érythrocytes. Quand les deoralies sont couplées, I'nématocrite
est normale puisque les deux effets se compensent.
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La cause majeure d'apparition d'une microcytosereptilemie (sans anémie) est un
déficit relatif en fer. D'autres formes sont dessgmuences d'urfe ou unea-thalassémie.

Il existe un modele animal de microcytose : lesrisokO pourpim-1 (Laird et al.,
1993) ; mais elles ne présentent pas d'érythroey®dinverse, les souris surexprimant Pim-
1 présentent une macrocytose. Sen et coll. ontéséggue I'érythropoiétine pouvait étre
responsable de I'érythrocytose/microcytose darsioes souris (Sen et al., 1972).

VII.1.3.2 - Analyse des anomalies sanguines dans les souranigst

Les analyses du sang total ont montré que

le nombre de réticulocytes (précurseurs des érgytes) est normal

les cellules ne présentent pas de fragilité osmetiq

la demi-vie des érythrocytes est normale

le contenu du foie en fer est normal

le métabolisme du fer est normal (transport, atiian, réutilisation)

la capacité de liaison de la transferrine est iabem

la taille des globules rouges est significativemdithinuée dans les souris
mutantes

o le nombre de globules rouges est statistiquememanté

O O O O O O O

Taille des cellules rouges

fl *106 /|J|

52,00

10,50

50,00 —

10,00

48,00 —

46,00 —

9,00

44,00

Nombre de globules rouges

8,50
42,00

40,00

134 134
Age des souris (jours) B mutant males Age des souris (jours
Emutant females
Omales WT

Ofemales WT

Figure 30 : Les souris mutantes présentent de lacrocytose et de I'érythrocytose

La microcytose et |'érythrocytose ont été carasé@s sur le sang total. Comme les
érythrocytes représentent la trés grande majoit® ckllules détectées, les autres types
cellulaires sont négligeables dans ce type d'aealyss 2 phénotypes sont donc attribués aux
érythrocytes uniqguement.

Nous avons voulu vérifier si les précurseurs dgthascytes (réticulocytes) n'étaient
pas déja affectés. Pour cela nous avons augmeptépartion de réticulocytes dans le sang
en induisant une anémie puis en laissant la pdpolate globules rouges se reformer. Les
types cellulaires sont séparés selon leur dens#é centrifugation sur gradient de Percoll
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(Vidal and Stahl, 1993). Plus les cellules sontures plus elles sont denses. Les cellules de
la phase supérieure (Phase I) sont considérées eodtant des réticulocytes, celles de la
phase Il des érythrocytes (au fond du tubes sedrddes érythrocytes matures). L'efficacité
de la purification a été vérifiée par analyse depitession du récepteur a la transferrine, dont
la quantité diminue avec la maturation des cellules

Phase | Phase I
(réticulocytes) (érythrocytes)

— Souris mutante 1
Souris mutante 2
Souris WT 1
Souris WT 2

Nombre de cellules
Nombre de cellules

Taille des cellules Taille des cellules

Figure 31 : Analyse de la taille des réticulocytesérythrocytes par cytométrie de flux

L'analyse de leur taille par Cytométrie de flux anfrmé la microcytose des
érythrocytes mais a en plus permis de montrer ggeréticulocytes des souris mutantes
étaient également plus petits que ceux des sourigRigure 31).

Ces résultats montrent que la microcytose est dueeaperturbation affectant les

globules rouges, déja au niveau des réticulocy@&sitres expériences devront étre menées
pour savoir si les stades encore plus précoceérgehfopoiése sont également touchés.

VIl.1.4 - L'emphyséme dans les souris mutantes

VI.L1.4.1 - Quelques notions sur I'emphyséme

L'emphyseme est une maladie affectant les alvgnlksonaires. Elle est caractérisée
par la dilatation des alvéoles pulmonaires causéd'@tération de leurs parois élastiques.
Ceci est di a une dérégulation de la balance m®t@atiprotéase qui controle I'épaisseur de
la matrice extracellulaire au niveau des alvéglelsnonaires. La destruction du collagéne
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interstitiel est une caractéristique de différentedéles murins d'emphyséme (pour revue voir
(Foronjy and D'Armiento, 2001), (Brusselle et @D05)) et des anticorps anti-collagéne ont
été trouvés chez des patients emphysémateux (Mii@rak Fudenberg, 1974). Pourtant une
étude a montré une augmentation du niveau de éoleaglans les régions septales des
poumons de personnes présentant de I'emphysendo@0ast al., 1993).

L'intégrité des parois des alvéoles pulmonairesiest due a une régulation fine de la
balance entre synthése et dégradation des compatatd matrice extracellulaire.

L'apparition de I'emphyseme est, chez I'homme, ritajement une conséquence du
tabagisme. L'inflammation engendrée par la fuméeigarette active les macrophages qui
sécrétent entre autres des protéases et antigsiéas

L'emphyseme peut également avoir une origine ggumetiEn effet, des mutations
entrainant une mauvaise expression, sécrétion oatibm de kKl-antitrypsine peuvent
engendrer cette maladie (Laurell, 1963; DeMeo aiiei®nan, 2004). Cette enzyme est
sécrétée par le foie et agit au niveau des pournanslle régule I'épaisseur de la matrice
extracellulaire en dégradant diverses protéasgss(tre, élastase, chimotrypsine).

Chez la souris, un modéle d'emphyseme a égalerteepbéenu par délétion du gene
smad3 (Bonniaud et al., 2004). Ce phénotype a été dari@l la surexpression des
métalloprotéases MMP9 et MMP12. De plus, la suresgion de la MMP1 humaine dans des
poumons de souris induit le développement d'un gs®he (D'Armiento et al., 1992).

Les souris KO pour MMP12 sont, quant a elles, pksistantes a l'induction de
I'emphyseme par la fumée de cigarette que ne EHe®souris WT (Hautamaki et al., 1997).

Une autre hypothése a également été décrite paahies et col. pour expliquer
I'apparition de I'emphyséme. lls ont montré que ¥H@ascular Epithelial Growth Factdr
et VEGF-R2 (son récepteur) sont moins exprimés dasspoumons emphysémateux
(Kasahara et al.,, 2001). La perte de ces factepesmettant la survie des cellules
endothéliales, entrainerait la mort de ces cellyas apoptose (Kasahara et al., 2000;
Taraseviciene-Stewart et al., 2001; Tuder et &Q32 et donc la diminution des vaisseaux
dans les parois des poumons de patients souffiemptlyseme (Liebow, 1959).

Un autre modeéle de souris présentant une sensibititrue a la fumée de cigarette a
étée décrit dans des KO pour le facteur de transonNRF2 (Rangasamy et al., 2004). Cette
observation a été corrélée a une apoptose accsueetleles pulmonaires. Des études récentes
ont confirmé qu'une apoptose (induite par les cétesh) des cellules pulmonaires pouvait
entrainer l'apparition d'emphyseme (Petrache ,2@05).

Certaines formes d'emphyseme présentent une infidiorm qui favorise le
déréglement des protéases/antiprotéases et dekinego Ainsi, une augmentation de
I'interleukine-13 et du TNdr ont été corrélés a I'emphyséme (Boutten et ad420

Notons enfin que les fibroblastes issus de pounabiesnts d'emphyséme présentent
un temps de doublement allongé par rapport a cesifibroblastes provenant de personnes
saines (Holz et al.,, 2004). Ceci suggere, qu'es plune dérégulation de l'apoptose, les
cellules des poumons emphysémateux présententodixets de la prolifération.
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VII.L1.4.2 - Analyse du phénotype pulmonaire des souris mutantes

Les alvéoles pulmonaires des souris mutantes pgefgenn net élargissement mais
aucune inflammation n'a été détectée (Figure 323 déja été noté que les souris C3H
peuvent développer de I'emphyséme sans présemtarmdmation pulmonaire, car elles ne
posseédent pas le principal récepteur au LPS.

mutant

Figure 32 : Histopathologie montrant un net emphyse pulmonaire dans les
souristsap6 mutantes

Afin de comprendre les mécanismes ayant engendqghérotype dans les souris,
nous avons cherché a savoir s'il était associeedifférence d'expression, de localisation ou
d'activité de la protéine TSAPS6.
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Les premiéres analyses pilestern blotlans les poumons indiquent que TSAP6 serait
moins exprimé dans les souris mutantes que dansolass sauvages, et ce chez les males
comme les femelles (Figure 33). Ces résultats ae\éiwe confirmés sur d'autres souris.

+— +—
c C
oo 8
E SE S
= ===
19—
64— <« indéterminé (cf. VLLI)
51— < TSAP6 glycosyl ée
< TSAP6 native
39—
- PCNA (controle équilibre)
28=—

Figure 33 : Analyse par Western blot de I'expresside TSAP6 dans les poumons

Comme I'emphyseme peut étre di a un déficit deésénrd'une protéine hépatique
(voir plus haut), et puisque des travaux de natb®iatoire ont montré que TSAP6 induit la
sécrétion d'au moins une protéine, nous avons veaaloir si la mutation affectait
I'expression et surtout la capacité de TSAP6 a pumoir la sécrétion dans cet organe.

Nous avons commencé par regarder l'expression ddP@3lans le foie. Aucune
différence significative n'a pour l'instant été enen évidence chez les femelles, mais chez les
males il y aurait moins de TSAP6 dans les mutamésdans les souris WT (Figure 34).
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Figure 34 : Analyse par Western blot de I'expresside TSAP6 dans le foie

Ce résultat est confirmé par immunohistochimiedas coupes de foie, bien que cette
technique soit moins sensible et peu quantitative.
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Des expériences d'immunofluorescence sur des h@pesoprimaires isolés des souris
WT et mutantes ont permis de montrer qu'aucunéreifice de localisation intracellulaire de
TSAPG6 n'est induite par la mutation.

Nous avons ensuite cherché a déterminer si la rontde TSAP6 pouvait affecter la
sécrétion de di1-antitrypsine. Pour cela, nous avons analysé resgon de cette protéine
dans le foie et les poumons paAfestern blot si aucune différence d'expression n'a pu étre
mise en évidence dans les poumons, il semble degeleles souris males mutantes (mais pas
des femelles) contienne plusidi-antitrypsine que dans les souris males sauvagssiltats
non présentés). Ceci pourrait étre cohérent aveaetinit de sécrétion puisque I'on retrouve
plus de protéine dans le lysat cellulaire.

La sécrétion de cette antiprotéase par des celMEBSs sauvages et mutantes a été
comparee. Elle n'a révélé aucune différence siiifie.

Comme nous l'avons vu, une des fonctions de TSARP@le s'associer a TCTP et
surtout d'induire sa sécrétion (Amzallag et al.040 Or, il a été montré que TCTP est
surexprimé dans les poumons de personnes soufftemiphyséme par rapport a des
personnes non (ou faiblement) atteintes (Spiral.et2804). De plus, TCTP a été décrit
comme pouvant a son tour induire la sécrétion IelB ; or celle-ci voit son expression
nettement diminuée chez des patients présentaainetypes d'emphyséme (Boutten et al.,
2004).

Nous avons donc analysé I'expression de la proiédie dans les poumons et le foie
des souris sauvages et mutantes ainsi que sorunileaécrétion les hépatocytes et cellules
MEFs.

Les études préliminaires ne montrent pas de dift&esignificative d'expression de
TCTP dans les foies ni les poumons entre les sWifiet mutantes. D'autre part, I'analyse de
la sécrétion de TCTP dans des cellules MEFs isdleassbryons WT et mutants a montré
,dans certains clones, une augmentation de latedcrée TCTP par rapports aux clones
sauvages (résultats non présentés). De la méma, fips de l'analyse de la sécrétion de
TCTP par des hépatocytes primaires, nous avonstdéaiee sécrétion accrue de TCTP dans
certains des hépatocytes mutants (résultats ncemes).

Il est & noter que le phénotype emphysémateux asaépé trouvé dans 100% des
souris mutantes, il est possible que la sécréetoT@TP ne soit pas affectée dans tous les
clones (MEFs ou hépatocytes). Il conviendrait d@tér ces expériences sur un plus grand
nombre d'échantillons, de maniére a obtenir dadtads statistiquement interprétables quant
a l'effet de la mutation de TSAPG6 sur la sécrétieCTP.
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VII.1.5 - Perspectives

VILL1.5.1 - Une piste pour expliguer le phénotype sanguin

Parmi les partenaires de TSAP6 identifiés par natveratoire se trouve Nix (Passer
et al., 2003). Or I'expression de I'ARNmx augmente lors de la maturation des précurseurs
erythrocytaires suite a un traitement par le factele croissance érythropoiétique:
I'érythropoiétine (Aerbajinai et al., 2003).

Par conséquent, il sera intéressant d'étudierveani d'expression de Nix dans les
cellules sanguines ainsi que son interaction a\®&PB et de voir si un déficit de la quantité
ou de la fonction de Nix peut entrainer un défaétythropoiése conduisant aux phénotypes
de microcytose et d'érythrocytose.

VII.1.5.2 - Plusieurs pistes pour expliquer I'emphyséme pulinena

Nous prévoyons de confirmer les différences d'esgiom des protéines TSAP6, TCTP
et al-antitrypsine observées dans les poumons et iles ém analysant un plus grand nombre
de souris.

Si la baisse du niveau de TSAP6 est confirmée ddfgsents organes, nous tenterons
de déterminer si la mutation affecte la demi-vidadprotéine.

De la méme fagon que TCTP, un autre partenaire S&P®, Nix, a été retrouvé
surexprimé dans les poumons de patients emphys@mgdpira et al., 2004). Nix et TSAP6
coopérent pour induire I'apoptose (Passer et @3R Or différents modeéles d'emphyseme
montrent une apoptose accrue au niveau des pouithorgis faudra donc vérifier le niveau
d'expression de Nix dans les poumons des souriamniast

Pour TCTP comme pour Nix, des études sont en cdergacon a vérifier si la
mutation n'affecte pas leur interaction avec TSAPG6.

Différentes hypothéses peuvent permettre d'expligliepparition de I'emphyséeme
dans les souris mutantes. La mutation Glfys de TSAP6 peut potentiellement entrainer
une perte comme un gain de fonction pour la protéin

Nous pensons que, comme cela a été décrit pour tksmumodéles d'emphyseme, le
phénotype que nous observons pourrait étre di0 a uaggmentation du processus
apoptotiqgue. La mutation induirait donc un "gain defonction” pour l'activité pro-
apoptotique de TSAPG.

Si la mutation de TSAP6 induit une augmentation tkefonction pro-apoptotique de
Nix, de la capacité de TSAPG6 a sécréter la protéamti-apoptotique TCTP, l'accroissement
de I'apoptose apparait comme une conséquence lagidgl cette mutation.

VII.1.5.3 - Corrélations entre les phénotypes

La mutation de TSAP6 a des effets a la fois sumille et le nombre des globules
rouges. Mais I'un des deux phénotypes sanguinsonggit-il pas étre la conséquence de
l'autre ?
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En effet, on sait que, d'une facon générale, inéstessaire que la quantité d'oxygéne
transporté par le sang reste identique pour éuiteranémie. Cette quantité est relative a la
quantité d'hémoglobine dans les cellules puiscest elle qui transporte I'oxygene.

On pourrait imaginer que la mutation ne perturbe gutaille des globules rouges et
pas directement leur nombre. Afin de compenserdaque en oxygene (dd au fait que les
cellules des souris mutantes sont plus petitescogitiennent moins d'hémoglobine),
l'organisme produirait les érythrocytes en plusngraombre. L'enchainement inverse est
également envisageable. Ces hypotheses restaet\&éfiées.

En outre, on peut émettre I'hypothese que le plproau niveau des cellules
sanguines ne serait qu'une conséquence du phénptypwmnaire. En effet, on sait que
I'emphyseéme entraine une perturbation de la fomgiidmonaire d'absorption de 'oxygene.
Or, il a été décrit qu'il existe une corrélationtrenla quantité de globules rouges et la
concentration en oxygéne dans le sang (Vanier.etl863), et qu'une hypoxémie (faible
guantité d'oxygene dans le sang) pouvait entrainerpolycythémie (Cournand, 1950). De
plus, 'administration d'oxygene a des patientoRiques permet de rétablir un hématocrite et
un volume des globules rouges normal (Chamberlain\illard, 1963).

En accord avec cette hypothése, plusieurs artidesivent que dans de rares cas
I'emphyseme peut entrainer diverses complicatiaord dne érythrocytose (Freedman and
Penington, 1963; Herbert et al., 1964; Segel astid, 1966).

Mais, comme les souris TSAP6 mutantes présentehénmatocrite normal (puisque la
microcytose compense I'érythrocytose), ce phénordeneorrection ne semble pas pouvoir
expliquer leur phénotype sanguin.

Enfin, nous avons pu trouver dans la littératuraimuype particulier de facteur de
transcription est impliqué a la fois dans des mdoaes de I'érythropoiese et dans
'emphyseme.

Les facteurs de transcription Nf-E2 et NrRKg212 nuclear factor erythroid derived
2, like 2 sont des protéines trés similaires qui induiserpression de genes impliqués dans
I'érythropoiese dont celui codantfaglobine,un élément majeur pour la fonction de transport
de l'oxygéne par les érythrocytes (Ney et al., 1990i et al., 1994; Kotkow and Orkin,
1995).

Il est important de noter que NrF2 protege les isowontre l'apparition de
I'emphyseme suite a I'exposition a la fumée derettgg(Rangasamy et al., 2004) et qu'en plus
une mutation Val-173-Ala de Nf-E2 est corrélée alaaparition d'une microcytose (Peters et
al., 1993).

En outre, 'hémine peut participer a l'induction aes facteurs de transcription. Or,
c'est un produit d'oxydation de I'héme (qui a égpssé pouvoir se lier a TSAP6 (Sanchez-
Pulido et al., 2004)) et, comme nous avons moniés ghaut, elle peut jouer sur
I'oligomérisation de la protéine TSAP@I(1.3 - page 83).

De plus, Nrf2 et NFE2 peuvent activer la transaiptdu géne codant pour I'aldo-keto
reductase 1 (AKR1B3) (Nishinaka and Yabe-Nishim@@Q5). Or, le criblage en double
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hybride réalisé dans le but d'identifier les peaaters de TSAP6 a révélé AKR1B3 comme
pouvant étre un ligand potentiel (résultats nonlipgp Enfin, différents ARNm codants pour
des aldo-keto reductases ont été trouvé surexprifags les souris exposées a la fumée de
cigarette et chez des fumeurs atteints d'emphygeiaekett et al., 2003; Rangasamy et al.,
2004).

Les phénotypes sanguins et pulmonaires semblentvpauétre liés au niveau
moléculaire puisque plusieurs protéines pourraieawoir des roles a la fois dans les
mécanismes d'érythropoiése et d'emphyséme. De Igiémine, qui est un ligand potentiel
de TSAPG6, semblerait avoir un role central permettade relier TSAP6, NrF2/NfE2,
AKR1B3 et les phénotypes.

L'effet de la mutation deésap6 sur son interaction avec AKR1B3 ou I'hémine, etrsu
la fonction de Nrf2 sont donc des voies que nousrdas explorer pour tenter d'expliquer
et éventuellement de corréler les deux phénotypes.

Une étude approfondie de ces souris nous permefpeut-étre de détecter de
nouveaux phénotypes dus a la mutation deap6, et ainsi d'investiguer de nouvelles
fonctions de la protéine.

Nous savons déja que les croisements entre souégiozygotes engendrent des
souris dont la répartition génotypique ne suit pses lois de Mendel. Il est intéressant de
noter que cette méme observation a été faite dassdouris KO pour l'isoforme P12 de
I' al-antitrypsine.

En raison de la nature de la mutation par rapporuaonsensus ACRATA et des
fonctions prédites pour TSAPG. Il sera important dérifier si TSAP6 est capable de lier
I'hneme et d'avoir une activité oxydo-reductase kfaudra déeterminer si ces fonctions sont
altérées par la mutation.
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VII.2 - Génération de souris KO pourtsap6

Dans le but de compléter notre étude fonctionrddlda protéine TSAP6, nous avons
entrepris en paralléle la génération de souris KO.

Il sera intéressant de rechercher si les phénolpssrvés dans les souris mutantes se
retrouvent dans les souris KO. Si les souris K@mésentent pas d'élargissement des alvéoles
pulmonaires, cela tendrait a confirmer notre hyps¢h selon laquelle la mutation
GIn3951Lys est un gain de fonction. En revanche si lesrisokO présentent de
I'emphyseme, on pourra conclure que la mutationespond a une perte de fonction de la
protéine.

VI.2.1- Le KO tsap6
Le genetsap6comportant de tres longs introns, il nous étaitasgible de déléter la
totalité du géne. Nous avons choisi de délétersZdexons : les exons 2 et 3.
Il était impossible de déléter I'exon 1 en plud'ebeon 2 car ils sont séparés par 26kb.
Et comme l'exon 2 contient un ATG en phase, iltémapossible de ne supprimer que fé 1
exon.

ATG STOP
1d6 bp 491 bp 527 bp 165 bp 1297 bp
/ I I |
|
25950 bp 1808 bp 7025 bp 6313 bp

I exon Dintron

Figure 36 : Structure du genésap6

VIl.2.2 - La construction

De la méme facon que posrah-1h une amplification par PCR grace a une Taq
polymérase trés fidéle nous a permis d'amplifisrd8kb d’ADN génomique du chromosome
1 contenant la partie du getsap6que nous souhaitions éliminer.

Nous avons inséré des sites de restriction a chaguemité de ce produit
d'amplification afin de le cloner dans un vecteBlugscript (pBS).

Nous avons tiré profit de sites de restriction uems présents sur I'ADN génomique :
Spel et Xbal pour insérer un site loxP en 5' deolae a invalider et une cassette néomycine
entourée par 2 sites loxP de l'autre c6té de la acgliminer (Figure 37).
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Figure 37 : Construction pour le KQsap6

Apres avoir inséré dans le vecteur pBS le prodeiiP@R contenant les exons 2 et 3 de
tsap6dans lequel nous avons insére les sites LoxPoetslsette NEO, nous avons injecté cette

construction dans les cellules ES de nos souris.

Les cellules ayant sur leur chromosome 1 les & ditexP P1 et P2 (mais pas la
cassette NEO) sont injectées dans des blastoaystesuris eux mémes introduits dans des
souris gestantes. Il faut ensuite sélectionnerstagis qui ont intégré la construction dans
leurs cellules germinales et peuvent ainsi la tretge a leur descendance. Les souris issues
du croisement entre 2 chimeres comportant la aectgdn dans leurs cellules germinales

contiennent la construction dans toutes leurs lesllu

Elles sont alors croisées avec des souris expritagptotéine CRE (Figure 17 page
71) dans toutes les cellules (génération d'un K@l)tou dans un type particulier de cellules
(promoteur spécifigue), ou a un instant donné, oe gprmet la génération d'un KO

conditionnel en localisation ou en temps.

Nous savons pour l'instant que ces souris sont W) mais leur étude
phénotypique n'a pas encore commenceé a ce jour.
Pour savoir si la microcytose et l'érythrocytoseons bien une

conséquence de I'emphyséme, il pourrait étre engésae générer des souris

KO pour TSAP6 uniquement dans les poumons et de sbelles développent
des anomalies sanguines. Ceci est possible gracd'utilisation d'une
recombinase CRE inductible par un promoteur régufgr un facteur de
transcription spécifigue des poumons.

Afin d'approfondir la fonction de TSAP6 dans la wi P53, nous
prévoyons d'induire P53 dans ces souris TSAP6 etvde quelle fonction de
P53 est altérée par le manque de TSAPG6.
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Discussion

Dans le monde 6 millions de personnes sont décétléascancer en l'an 2000. En
France, les cancers représentent la premiere adeiseortalité chez les hommes et la
deuxieme chez les femmes aprés les maladies casdiolires. Les études de I'OMS
prévoient une augmentation de 50% de I'apparities @hncers d'ici 2020. Le vieillissement
de la population, le tabagisme et le manque digefphysique sont les facteurs avancés pour
expliguer ces projections alarmantes.

Les cancers se caractérisent par une intensegetidn de cellules ayant acquis des
mutations dans leur patrimoine génétique. Elles si@négulées dans leur cycle cellulaire
puisqu'elles se multiplient de facon anarchiques @ellules présentant des anomalies
devraient étre éliminées par la voie apoptotiquestmppées par les gardiens de l'intégrité
cellulaire (génes suppresseurs de tumeur), mas plrtent souvent des mutations inactivant
ces voies. Les mutations des génes pro-apoptotijuesippresseurs de tumeur donnent un
avantage seélectif aux cellules tumorales.

Le développement d'un cancer a des causes mudtifds, mais I'événement clé est
souvent une mutation affectant la fonction ou lgufation de la protéine P53 (mutée dans
plus de 50% des cancers). Au fur et a mesure golgression de la tumeur, les cellules
cancéreuses vont ensuite accumuler d'autres maatio

Pour cette raison, des études visant a corrigeivii@ de P53 dans les tumeurs sont
menées dans l'espoir de déboucher sur une théuapimancéreuse. Certains travaux sont
focalisés sur la protéine P53 elle-méme, alorsdjaetres équipes, dont la notre, travaillent
plutét en aval, cherchant des cibles thérapeutiqaesi les effecteurs de P53.

Notre approche consiste également a identifier plegéines impliquées dans la
réversion tumorale, phénomeéne par lequel des eslitdncéreuses perdent certaines de leurs
caractéristiques tumorales. Notre équipe a d'abvsdau point une technique permettant de
sélectionner ces cellules révertantes a partiradgopulation cancéreuse et d'en dériver des
lignées cellulaires révertantes. Elle a ensuiteepnis I'étude de I'expression différentielle des
ARNmM entre les lignées parentales tumorales digeées révertantes qui en dérivent.

Parmi les genes que notre groupe a trouvé commet éémulés par P53 et
différentiellement exprimés lors de la réversioméuale, nous avons choisit de travailler sur
siah-lettsap6

Ces deux genes sont activés transcriptionnellep@nP53 et sont surexprimés dans
les cellules révertantes par rapport aux cellusmqtales. Ce sont ce que nous appelons des
TSAP :Tumor Suppressor Activated Pathway

Bien gu'il soit communément admis que Siah-1 faittip des effecteurs de P53,
certaines expériences sur des souris KO semblaientrer le contraire.

105



Etude de 2 génes cibles de la protéine PSahettsap6

Lors de notre étude, nous avons pu mettre en éedenprésence et la fonctionnalité
d'un élément de réponse a P53 dans le promotegeértl murirsiah-1b La protéine P53 est
capable de se lier spécifiguement a cette séquehcansi de réguler positivement la
transcription du géne en aval.

Nous apportons ainsi la preuve que Siah-1b esffaateur direct de P53.

Notre découverte de la fonctionnalité de la ségeenouvée dans le promoteur de
siah-1bcomme élément de réponse a P53 élargit la ganeeé&uences connues pour étre
régulées transcriptionnellement par P53. En d#etite de liaison que nous avons identifié ne
correspond pas au consensus décrit pour la li@isd?b3 a I'ADN. Ce consensus est formé de
deux motifs séparés de 0 a 13 pb. Or dans le sgengus avons identifie, les séquences
correspond parfaitement au consensus, mais I'egrdace les deux motifs est de 33 pb, une
structure prédite pour ne pas permettre la liad®i®53. Pourtant nous avons pu prouver son
activité.

L'intégration de ces nouvelles données dans lésiddgyd'analyse devrait permettre de
trouver de nouvelles cibles potentielles de P53agaient auparavant été écartées.

Notre hypothese est que P53 induit une contraimtda région de 33 pb (soit 3 tours
d'hélice) séparant les deux motifs de liaison émawrat. Ce repliement induirait le
rapprochement de ces 2 motifs de facon a perniatlic@son de P53.

10,5pb / tour d’hélice

Cible consensuelle de P53 Promoteur de siah-1b

Figure 38 : Hypothése d'un repliement de 'ADN pota liaison de P53 au
promoteur desiah-1b

De facon a valider cette hypothése, il est envislalged'effectuer des délétions entre
les 2 motifs de I'élément de réponse a P53 du peamalesiah-1b(pour atteindre 13pb par
exemple) et détermoner s'il conserve sa fonctigi@aDn pourrait également remplacer un
site consensus (par exemple celui du promotetsaj® par le site dsiah-1bet ainsi voir si
cette structure particuliére du site de liaison if@da régulation du gene en aval.

Il serait intéressant d'étudier dans quelle mekusdructure de I'élément de réponse
(0, 13, ou 33pb entre les motifs) module la répangsb3. 1l a été décrit que suivant le type
d'activation qu'elle subit, P53 présente des meatifins post-traductionnelles différentes qui
lui permettent d'activer des génes différents. @nt psupposer que, suivant son état de
phosphorylation ou d'acétylation, P53 pourraitisedux sites consensuels et/ou aux sites du
type de celui du promoteur dgah-1b Des expériences de mutagénese de P53 pourraient
permettre de répondre a cette question.
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L'étude de la seconde protéine régulée par P58ntt'dxpression est augmentée dans
les cellules révertantes, TSAP6, nous a permisadactériser son expression et sa fonction
chez la souris. Nous avons montré qu'elle présamedistribution tissulaire restreinte a des
structures particulieres, sans que nous ayons préleo cette localisation a une zone
fonctionnelle particuliere commune a tous les 8s#\u niveau intracellulaire, la protéine est
associée a l'appareil de Golgi et a la membraramitpe. On peut également la détecter par
microscopie a la surface de vésicules cytoplasmigoat nous n'avons pas encore identifié la
nature.

Nous avons aussi montré que TSAP6 est N-glycosglée/o et que sa demi-vie est
courte. En outre, elle semble s'oligomériser saitencubation des cellules avec de I'hémine.
Ceci n'a, pour l'instant, été corrélé a aucune fizadiion fonctionnelle de TSAPG6.

Nous avons obtenu des souris portant une mutaboetpelle dans le gérsap6 et
présentant une microcytose, une érythrocytose dedghyséme pulmonaire. L'étude des
causes de l'apparition de ces phénotypes nous aagget comme un bon moyen pour
comprendre la fonction de TSAP6.

Nous avons donc entrepris de caractériser les enaengts histologiques,
intracellulaires et moléculaires consécutifs aecettitation.

Pour l'instant, cette analyse ne nous a pas petapporter de conclusion sur la cause
de l'apparition de ces phénotypes, ni sur la foncde TSAP6. Pourtant plusieurs résultats
nous ouvrent des pistes de recherche.

Nous avons montré que la microcytose touche nolersemt les érythrocytes, mais
également leurs précurseurs (réticulocytes), cargliue que la différentiation de la lignée
rouge pourrait étre affectée. De plus, nos résufie¢liminaires montrent que I'expression de
TSAPG6 pourrait étre modifiée dans les poumonssdass mutantes.

TCTP est une protéine anti-apoptotique surexprioeies les poumons des patients
emphysémateux et dont la sécrétion est augmentéangasurexpression de TSAP6. Les
premieres analyses que nous avons réalisees mogired CTP pourrait étre plus activement
sécrétée par certains types de cellules mutantes.fhénomene était confirmé au niveau des
cellules pulmonaires, il pourrait éventuellemenpleguer 'emphyséme par une induction de
I'apoptose au niveau des parois alvéolaires et Bamaestruction dans les souris mutantes.

Nous avons également émis I'hypothése que les pipdEso apparaissant dans les
cellules sanguines soient des conséquences dehiygerpe. Mais, comme I'hématocrite reste
normal dans les souris mutantes, cette hypothégeegprobable.

Toutefois, les phénotypes sanguins et pulmonaimsrgient s'expliquer par des
mécanismes communs, puisque TSAP6 pourrait avolilenravec des protéines qui, comme
elle, sont influencées par 'hémine, et qui ontigtgliqguées a la fois dans I'érythropoiéese et
I'emphyséme (NfE2, NrF2, AKR1B3).

Outre un outil intéressant pour évaluer la fonctin TSAP6, ces souris mutantes
peuvent se révéler étre un bon modéle murin posréedes thérapeutiques portant sur
I'emphyseme. Il n‘existe en effet aujourd’hui autraitement efficace contre cette maladie.
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Or, le nombre de fumeurs dans le monde étant toaljen augmentation, de plus en plus de
personnes seront atteints par cette maladie. SBRMS, le tabagisme, en entrainant
I'apparition de plusieurs types de cancers et dadies cardio-vasculaires, a tué quelque 100
millions de personnes au 20e siécle.

Les études que nous avons réalisées sur la raguktia fonction des protéines Siah
et TSAPG6 vont étre complétées par I'étude de séDipour ces deux protéines. Nous avons
généré les constructions génomiques nécessairesiraélaboration. Si les souris KO pour
siah-1bsont encore en cours de conception, nous savgagjdé les souris KO pousap6
sont viables.

L'étude des phénotypes engendrés par la délétiochdeun de ces génes nous
permettra d'appréhender leur role physiologique.

L'utilisation sur ces souris KO de différents agede stress induisant P53 nous
permettra de déterminer quelles voies de signaisainduites par P53 sont médiées
respectivement par Siah-1b et TSAPG6.

Puisque l'expression de ces deux protéines edéeéguasitivement par P53 et qu'elles
sont surexprimées dans les cellules révertantagra important d'observer si, comme pour
les souris Kp53 elles sont plus sujettes a I'apparition de tuseur

Ces projets s'integrent clairement dans la straté&bg caractérisation de cibles
potentielles pour la thérapie anticancéreuse.

On sait que de nombreux genes impliqués dans lesers sont importants pour le
développement embryonnaire. Ce qui est, comme lfaums présenté ici, le cas siah-1b
L'étude de la fonction et de la régulation de Ifegpion de Siah-1b apparait donc comme un
élément intéressant pour la compréhension des nséves d'apparition des cancers et donc
pour savoir comment les traiter efficacement.

TSAP6 semble jouer un rdle important au niveau pulaire et, dans I'hypothése ou
son extinction dans les souris entrainerait I'apparde cancer du poumon, les souris KO
tsap6représenteraient un modele animal intéressantl@ude de ce cancer.

Notre laboratoire a déja montré l'importance d'anére protéine, TCTP, dans le
mécanisme de réversion tumorale. La baisse dexgomession par stratégie antisens réduit la
tumorigénicité des cellules injectées aux soursusNavons identifié des molécules qui a la
fois diminuent son expression protéique, sont oytigues pour les cellules transformées, et
retardent I'apparition des tumeurs dans les souris.

La mise au point de molécules permettant de modiebgoression ou la fonction des
protéines Siah et TSAP6 pourrait de méme permegtifaire régresser certaines tumeurs.
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Annexe 1 : Quelgues liens sur P53

http://www-p53.iarc.fr/index.html

http://p53.free.fr/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cqi?ORGs&{C1D=408312
http://www.infobiogen.fr/services/chromcancer/Géré81D88.html
http://bioinfol.weizmann.ac.il/cgi-bin/genecardsfitisp? TP53
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cqi?i4170
http://au.expasy.org/cgi-bin/niceprot.pl?P53 HUMAN
http://www.cancerindex.org/geneweb/TP53.htm
http://www.ibiblio.org/dnam/des_p53.htm
http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/search/120445.htm
http://p53.genome.ad.jp/index.html
http://harvester.embl.de/harvester/P046/P04637.htm
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Annexe 2: Quelgues liens sur Siah

Siah-1b

http://ca.expasy.org/uniprot/Q06985
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/geneview?genNSIEUSG00000040749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/query.fcgi?dnaiRetrieve&db=nucleotide&list
uids=6677948&dopt=GenBank&term=siahla&qty=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/viewer.fcgichucleotide&val=31127269
http://www.ncbi.nim.nih.gov:80/entrez/viewer.fcgi®chucleotide&val=40786823
http://www.snps3d.org/modules.php?name=SnpAnalyemds ac=6477
http://smd.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceResult
http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/gs/1246061AlN=1

Siah-1a

http://ca.expasy.org/uniprot/P61092

http://www.ensembl.org/Mus_musculus/geneview?gemnNSUSG00000036840

http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/query.fcgi?dnRetrieve&db=nucleotide&list
uids=6677946&dopt=GenBank&term=siahla&qty=1

http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/gs/1246051PliN=1

Siah-1
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?geNS{ED0000196470
http://telethon.bio.unipd.it/GETProfiles/Cardiac_8&le/ESTs/Hs.184081.html
http://www.rzpd.de/cgi-bin/cards/carddisp?SIAH1
http://www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/fiche.phpfdol=SIAH1
http://smd.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceResult
http://www.infobiogen.fr/services/chromcancer/GerggGC SIAH1.html
http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/gs/92157.Rtht1
http://harvester.embl.de/harvester/Q81U/Q81UQ4.htm

Famille Sina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsnigid=pfam03145
http://pfam.wustl.edu/cgi-bin/getdesc?name=Sina
http://www.ebi.uniprot.org/uniprot-
srv/protein/uniProtView.do?proteinAc=P29304&pagHset=0
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Annexe 3 : Quelques liens sur TSAP6

http://harvester.embl.de/harvester/Q4ZG/Q4ZG36.htm
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?geNS€{E00000115107
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/geneview?genNSIEUSG00000026389
http://www.ucsf.edu/pgdb/gene/167.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cqi?locusih240
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?009705
http://ca.expasy.org/uniprot/Q86SF6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?dhrateotide&val=28372379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?dhrateotide&val=28372377
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Annexe 4 : Lexique
1/2 vie Définit la durée au bout de laquelle lamité d'une protéine a diminué de moitié.
Apoptose Mécanisme par lequel la cellule induit g mort.

Cellule révertante

Cellule, a l'origine tumoraleégentant un phénotype tumoral atténué.

Cellule transformée

Cellule qui se caractérise paiingsépendance d'ancrage, une indépendance vis asvis d
signaux de prolifération, une capacité prolifératlimitée et un pouvoir invasif. Une cellule
transformée devient cancéreuse lorsqu'elle acdaiententialité d'induire des tumeurs lors
d'injection en souris

Emphyséme

Maladie des poumons caractérisée par uisgéargnt des alvéoles.

Endocytose

Mécanisme par lequel des vésicules s'ireatggnla surface des cellules et sont internalisé

Epissage alternatif

Processus permettant d'exciser teasrd'un ARNm de plusieurs fagons

Erythrocyte Globule rouge chargé de transporteygiéne dans le sang.

Erythrocytose Affection sanguine caractérisée paramhbre anormalement élevé des globules rouges.
Exocytose Mécanisme par lequel des composés contensisleianésicules sont expulsés de la cellule
Exon Partie de la séquence d'un géne qui est consauvéigeau de I'ARN maturé

Facteur de Protéine pouvant réguler la transcription de génas<ien se liant a leur promoteur.

transcription

Geéne suppresseur d

bGene qui est sous-activé lorsqu'il est muté et prdt&géemps normal” les cellules de leur

otal

tumeur transformation cellulaire

Hématocrite Correspond au pourcentage qu'occuperilame les érythrocytes par rapport au volume t
du sang

Hémoglobine Complexe (globine-fer-hémine) présensdas érythrocytes et dont la fonction est de lier
l'oxygéne.

Hépatocytes Cellules composant le foie.

Immunofluorescence

Technique d'analyse microscopiguexpression de protéines marquées par des anticor
fluorescents dans des cellules

Immunohistochimie

Technique d'analyse microscopiqukegpression de protéines marquées par des anticorj
dans des tissus

DS

Intron Partie de la séquence d'un géne qui est eXoiede la maturation des ARN

Méiose Phénomeéne permettant de générer des gameteas deocellules souches

Microcytose Affection sanguine caractérisée par utiéepmille des érythrocytes.

Mitose Phénomene cellulaire permettant la divisiomel'cellule en deux cellules filles identiques
Northern blot Technique permettant d'analyser I'expression des AiRbBsagers.

Promoteur Région régulatrice de la transcriptiom dgiéne

Proto-oncogéne

Geéne qui est sur-activé lorsqu'inesé et entraine alors des déréglements cellulairesapot
aboutir au développement d'une tumeur.

Pulse chase

Technique permettant de calculer la diendies protéines.

Réticulocytes

Précurseurs des érythrocytes.

Réversion tumorale

Phénomeéne par lequel une ceélloerale devient révertante.

Sécrétion

Mécanisme par lequel des molécules somguglas de la cellule

Southern blot

Technique permettant de déterminer la taille dgnfrants d'ADN génomique
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Etude de 2 génes cibles de la protéine PSahettsap6

Thalassémie Les thalassémies sont un groupe de maladiggnitates caractérisées par une anomalie d
synthése des chaines de globines, composantes de I'bémegl|

Traduction Mécanisme permettant de passer de I'ARINoéotéine.

Transactivation Régulation positive d'un facteurrdegcription sur I'expression d'un géne.

Transcription Mécanisme permettant de passer de I'ADNRN.

Transformation Mécanisme qui fait passer la cellule d'un état nbéman état transformé.

cellulaire

Translocation Se dit d'un déplacement d'une protdimge structure intracellulaire a une autre.

Ubiquitination Réaction de liaison d'une Ubiquité@ne protéine.

Ubiquitine Petite protéine de 8kDa qui peut éttacktée aux protéines.

Western blot Technique permettant d'analyser I'expression degipest
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