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Résumé       
L'objectif de notre équipe est de caractériser de nouvelles cibles pour la thérapie 

antitumorale. Une première approche a permis d'identifier des gènes dont l'expression 
est modifiée suite à l'activation de la protéine P53. Une seconde approche a mis en 
évidence les gènes régulés lors de la réversion tumorale. Par ces deux méthodes, nous 
avons identifié de nombreux gènes d'intérêt parmi lesquels nous avons choisi d'étudier 
siah-1 et tsap6. 

Nous avons mis en évidence la présence et la fonctionnalité d'un élément de 
réponse à P53 dans le promoteur du gène siah-1b. Le promoteur de siah-1b comporte 
en effet une séquence sur laquelle P53 se lie in vitro comme in vivo. De plus, 
l'induction de P53 dans les cellules entraîne l'activation transcriptionnelle de cette zone 
promotrice. 

La particularité de ce site, dont la structure diffère fortement du consensus de 
liaison de P53 à l'ADN, ouvre de nouvelles perspectives dans l'analyse des 
mécanismes régulés par P53. 

L'étude de la protéine TSAP6 chez la souris a permis de caractériser son 
expression au niveau tissulaire et intracellulaire. Cette protéine membranaire à demi-
vie courte peut être glycosylée et semble induite par l'hémine. La fonction de TSAP6 
n'étant pas bien connue, nous avons entrepris de l'analyser dans des modèles animaux 
portant un gène tsap6 muté ou une invalidé. 

La mutation du gène tsap6 sur le codon Gln-395 induit chez la souris 
l'apparition d'un emphysème pulmonaire et d'une microcytose couplée à une 
érythrocytose. La caractérisation des mécanismes conduisant à ces phénotypes nous 
permettra de mieux comprendre la fonction de TSAP6. 

Nos travaux ont permis d'apporter de nouvelles connaissances concernant la 
fonction de ces protéines, ainsi que de caractériser certains aspects de leur régulation. 
Les mécanismes d'action de Siah et TSAP6 pourront être approfondis par l'étude des 
souris KO pour chacun de ces gènes. Ces nouvelles informations sur des protéines de 
la voie P53 pourraient apporter des éléments intéressants 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 l'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 gène 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 l'ADN 

pBS  pBluescript type de vecteur 

PCR  Polymerase chain Reaction réaction d'amplification de l'ADN 

RING  Really Interesting New Gene  

SBD  Substrat Binding Domain  

siah  Seven In Absentia Homologue  

SiahBPI  Siah Binding Protein I  

sina  seven in absentia  

SIP Siah Interacting Protein  

TBP  TATA Binding Protein  

TCTP Translationnaly Controlled Tumor Protein  

tsap  Tumor Suppressor Activated Pathway Gène réprimé lors du phénomène de 
suppression tumorale 

tsip  Tumor Suppressor Inhibited Pathway Gène activé lors du phénomène de 
suppression tumorale 

WT  Wild Type Se dit d'un phénotype sauvage 

 

Nomenclature 
Les noms des gènes et des ARNm qu'ils codent sont écrits en minuscules et en italique. 
Les noms des protéines commencent par une majuscule.La lettre placée devant le nom 

d'un gène ou d'une protéine indique l'espèce considérée : h : humaine , m : murine , r : rat , x : 
xénope 
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Introduction  
Contrairement à la plupart des autres maladies, le cancer est aujourd'hui un fléau 

planétaire qui touche toutes les classes de la population, et l'on ne connaît pas de véritable 

moyen de prévenir son apparition. Ainsi, sur les 56 millions de décès enregistrés dans le 

monde en 2000, près de 12% étaient dus à un cancer. Selon les estimations de l'OMS, le 

nombre de nouveaux cas de cancers devrait atteindre 15 millions en 2020, alors qu'il était de 

10 millions en 2000.  

Certains traitements curatifs ont été mis au point mais ils ne sont pas adaptés à la 

grande variabilité des cancers, et leur manque de spécificité cellulaire peut générer de 

nombreux effets secondaires. De plus leur efficacité reste très variable selon les individus. 

C'est pourquoi de nombreuses études sont menées pour tenter de trouver de nouvelles 

thérapies. Elles sont généralement basées sur la compréhension des mécanismes qui 

conduisent une cellule normale à devenir cancéreuse. 

 

L'équipe d'Adam Telerman et Robert Amson, dont je fais partie, a choisi d'adopter une 

stratégie différente et innovante basée sur l'observation selon laquelle certaines cellules 

cancéreuses parviennent à quitter leur état malin pour retrouver un phénotype tumoral 

significativement atténué, c’est ce que l’on appelle la réversion tumorale. Les études 

menées visent donc à comprendre les mécanismes qui conduisent certaines cellules 

cancéreuses à perdre quelques unes de leurs caractéristiques tumorales pour identifier des 

protéines clés impliquées dans ce processus. Certaines de ces protéines peuvent s'avérer être 

de nouvelles cibles de thérapie anticancéreuse. 

Toutefois, ce phénomène étant extrêmement rare, il a fallu pour pouvoir l'étudier, 

élaborer une technique permettant d’isoler spécifiquement ces cellules, dites révertantes. 

C'est pourquoi notre équipe a mis au point, une technique permettant de sélectionner ces 

cellules. Cette technique a mis à profit la particularité qu'a le parvovirus H1 de tuer 

préférentiellement les cellules transformées tout en épargnant les cellules normales. Une fois 

les cellules sélectionnées, il faut les isoler et les amplifier afin d'en dériver des modèles 

cellulaires (Telerman et al., 1993).  

Pour appréhender ces mécanismes, l’équipe a choisit d’étudier les différences 

d’expression des ARNm et des protéines entre les cellules tumorales et leurs sœurs 

isogéniques révertantes afin de caractériser de nouveaux gènes suppresseurs de tumeur ou 

inducteurs de la réversion tumorale (Roperch et al., 1999; Tuynder et al., 2002). Parmi eux 
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nous avons retrouvé des gènes (siah-1, tsap6, …) dont notre équipe avait déjà montré qu'ils 

étaient régulés par la protéine d'intérêt majeur dans le cancer : P53 (Amson et al., 1996). 

 

Dans les tumeurs humaines, le gène le plus souvent observé comme étant muté est 

celui codant pour la protéine P53 (muté dans plus de 50% des cancers). La surexpression du 

gène p53 sauvage dans des cellules induit leur arrêt de croissance et/ou l’apoptose. De plus, 

l'inactivation du gène p53 dans des souris par des techniques de knock-out, entraîne 

l'apparition d'un nombre anormalement élevé de tumeurs (Donehower et al., 1992). 

 

Dans le domaine de la thérapie anticancéreuse, de grands espoirs ont été fondés sur la 

compréhension des mécanismes de régulation de P53 et de son action. D'innombrables études 

ont ainsi été menées, en utilisant différentes approches, dans le but de caractériser les 

régulateurs et les effecteurs de P53. 

 

Mon travail a consisté à étudier deux protéines à la fois effectrices de P53 et 

impliquées dans la réversion tumorale : les protéines Siah et TSAP6. J'ai  pu appréhender 

certains de leurs modes de régulation et établir une partie de leurs fonctions respectives. 
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I -  Suppression et réversion tumorale 

Les causes de l'apparition des tumeurs ont longtemps été mal connues. Même si 
Boveri avait très tôt émis l'hypothèse qu'elles pouvaient être dues à des problèmes génétiques 
(Boveri, 1914). On savait également que dans certains cas elles pouvaient être héréditaires.  

L'analyse mathématique faite par Knudson à partir de différentes données cliniques de 
patients atteints de rétinoblastome lui a permis d'établir le dogme du développement du cancer 
: il faut deux événements mutationnels ("the two hits hypothesis") (Knudson, 1971). Cette 
théorie était annonciatrice de la découverte des gènes suppresseurs de tumeur. 

I.1 -   Bref historique sur la suppression tumorale 

Pour revue voir (Knudson, 2001) 

L'existence de la suppression tumorale a été montrée par Harris et Miller (Harris et al., 
1969) lors d'expériences de fusion entre des cellules malignes et des cellules normales. Ces 
cellules de fusion se sont avérées très peu tumorigènes lors d'injection en souris, 
contrairement à ce qui était observé pour les cellules parentales malignes. Ils ont suggéré que 
l'apport chromosomique des cellules normales permettait la suppression du phénotype malin 
dans les hybrides. 

 
En 1976, Stehelin, Varmus, Bishop et Vogt (Stehelin et al., 1976) démontrèrent, qu'un 

virus peut devenir tumorigène après avoir inséré dans son propre génome un gène appartenant 
à la cellule qu'il a préalablement infectée. Ce gène cellulaire, indispensable à la tumorisation 
induite par le virus, a été qualifié d'oncogène. L'importance de cette découverte leur a permis 
de recevoir le prix Nobel. 

Les proto-oncogènes sont des gènes dont le rôle normal est de favoriser la division 
cellulaire. Lorsqu’ils subissent certaines mutations, ils deviennent des oncogènes qui 
produisent une protéine en plus grande quantité et/ou hyper-active (mutation "gain de 
fonction"), ce qui entraîne une prolifération anarchique des cellules. 

Les gènes suppresseurs de tumeurs sont au contraire : 
� des molécules de surveillance de l’intégrité de la cellule qui sont chargées de 

détecter les anomalies de la cellule (mutation, lésion, changements de l'environnement…) 
� des freins du cycle cellulaire qui sont activés en cas de défaut détecté dans la 

cellule. A l’état activé, ils peuvent être stabilisés, transloqués dans le noyau où ils bloquent la 
division cellulaire. Cette pause permet à la cellule de réparer ses éventuelles anomalies ou 
d'attendre que son environnement redevienne normal. 

� des molécules induisant la mort cellulaire programmée des cellules : l’apoptose. 
Lorsqu'ils sont mutés, les gènes suppresseurs perdent leur activité (mutation "perte de 

fonction"). S’ils ne sont pas réparés, il n’y a plus de frein à la prolifération, ce qui entraîne 
une croissance anarchique. 

 
La notion de gène suppresseur a rejoint l'hypothèse de Knudson : 2 mutations 

récessives sur un gène suppresseur de tumeurs favorisent la dérégulation de la cellule et par la 
suite l'apparition du cancer (portant de plus en plus d'anomalies). Le tout a été validé par la 
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caractérisation du premier gène suppresseur de tumeur : rb1, le gène impliqué dans le 
développement du rétinoblastome. 

 
En 1987, des expériences ont montré que l'introduction d'un chromosome particulier 

dans certaines cellules tumorales (tumeur de Wilm's) peut induire leur suppression tumorale 
(Weissman et al., 1987). Tout comme dans les expériences de Harris et Miller, il y avait 
complémentation de la cellule maligne par apport de matériel génétique exogène. 

 
L'équipe de Cavenee (James et al., 1988) a permis d'établir que si un des allèles d'un 

gène porte une mutation récessive (hétérozygotie de cet allèle) , il suffit d'une seule mutation 
sur l'autre allèle (mutation ponctuelle, délétion, recombinaison, …) pour que la fonction de ce 
gène soit perdue. C'est la découverte de la notion de perte d'hétérozygotie. 

 Si ce gène est un suppresseur de tumeur, cette perte d'hétérozygotie peut faire passer 
une cellule normale à l'état tumoral. Cette découverte rejoint l'hypothèse "two steps" de 
Knudson. 

 
La notion de suppression tumorale correspond donc à la complémentation d'un 

manque présent dans les cellules tumorales par un apport externe d'information génétique. 
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I.2 -   La réversion tumorale 

Il a été montré que certaines cellules tumorales parviennent à quitter leur état malin 
pour retrouver un phénotype tumoral significativement atténué. Ce phénomène est appelé la 
réversion tumorale.   

 

Figure 1 : Historique de la réversion tumorale 

 
Les cellules normales présentent un certain nombre de caractéristiques qui les 

différencient des cellules tumorales : elles sont notamment sensibles à l'inhibition de contact. 
L'infection de cellules normales de souris NIH3T3 par le virus SV40 rend celles ci insensibles 
à l'inhibition de contact et plus tumorigènes. Elles se rapprochent donc de cellules tumorales ; 
c'est pourquoi ce modèle a largement été étudié pour comprendre le processus de 
cancérisation. 

La découverte, dans ces cellules infectées, de sous-clones redevenus sensibles à la 
densité cellulaire (Pollack et al., 1968) a ouvert la voie de la réversion tumorale, puisque ces 
clones retrouvaient "spontanément" des caractéristiques de croissance de cellules normales et 
surtout étaient beaucoup moins tumorigènes. Ces sous-clones ont été qualifiés de révertants 
plats "flat revertants" en raison de leur morphologie. 
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Les cellules révertantes sont donc des cellules filles isogéniques mais 
phénotypiquement différentes, moins tumorigènes que leurs cellules parentales tumorales.  

 
Ces expériences ont été validées par la répétition de ce phénomène avec d'autres virus 

ou agents inducteurs et d'autres types cellulaires (pour revue voir (Ozer and Jha, 1977)).  
Il a également été montré par des expériences de fusion que le phénotype révertant 

peut être dominant sur le phénotype mutateur (Noda et al., 1983). 
La réversion de cellules transformées a également été obtenue suite à leur transfection 

avec des banques d'ADNc (Noda and Ikawa, 1986; Noda et al., 1989). L'analyse des 
différents clones révertants résultant de cette transfection a montré qu'ils ont chacun incorporé 
une dizaine d'ADNc différents. La transfection de cellules tumorales avec chacun de ces 
ADNc, a conduit à la découverte de gènes pouvant induire ce phénotype suppresseur de façon 
indépendante les uns des autres. Parmi eux : k-rev1 (Kitayama et al., 1989) dont le niveau 
d'expression, dans les cellules où il est transfecté, corrèle avec la suppression du phénotype 
transformé. 

 
L'effet de l'environnement sur le caractère transformé des cellules a également été 

suggéré suite à l'induction de la réversion tumorale de cellules cultivées en matrice 
tridimensionnelle en présence d'anticorps bloquant la β1-intégrine (Weaver et al., 1997). 

 
Notre équipe a, quant à elle, mis au point une technique d'isolement de cellules 

révertantes (Telerman et al., 1993) basée sur la particularité du parvovirus à tuer 
préférentiellement les cellules transformées tout en épargnant les cellules "normales". 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 : Effet du parvovirus H1 sur les cellules 

En infectant des cellules tumorales avec ce virus la très grande majorité d'entre elles 
meurent peu à peu. Mais après quelques semaines de maintient en culture, on peut observer 
l'émergence de clones résistant à l'effet cytotoxique du virus (environ 1/1 000 000). Ce sont 
donc potentiellement des cellules qui ont un phénotype tumoral atténué : des cellules 
révertantes. 
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Figure 3 : Technique d'isolement des cellules révertantes à l'aide du parvovirus-H1 

Ces cellules révertantes ont des caractéristiques proches des cellules normales :  
o elles résistent au parvovirus si on les ré-infecte 
o elles ne poussent plus en agar mou, ce qui indique qu'elles ont perdu leur 

caractéristique tumorale de croissance en indépendance d'ancrage  
o elles sont beaucoup moins tumorigènes que les cellules tumorales lors 

d'injection en souris 
 
Cette réversion ne s'apparente pas à de la différenciation puisque  

o l'analyse de certains marqueurs de différenciation n'a pas révélé de distinction 
d'expression entre les cellules parentales et révertantes 

o la morphologie des cellules révertantes ne diffère pas de celle des cellules 
parentales 

 
 
Nous pensons que la réversion pré-existe à l'infection par le parvovirus qui n'est utilisé 

que pour sélectionner les cellules révertantes (Tuynder et al., 2004). Mais, dans l'état actuel de 
nos connaissances,  nous ne pouvons pas exclure que le parvovirus aide à l'apparition de 
cellules révertantes. 

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

 
L'étude des ARNm dans ces lignées révertantes et les lignées tumorales dont elles sont 

issues (dites parentales) nous a permis de mettre en évidence par cDNA differential display 
des différences d'expression (Nemani et al., 1996; Roperch et al., 1999; Tuynder et al., 2002). 
Ces différences ont été confirmées par Northern blot avec des sondes spécifiques et parfois au 
niveau protéique par Western blot. 
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Nous avons trouvé, entre autres deux gènes, surexprimés dans les 

cellules révertantes et que nous avions déjà identifiées comme importants dans 
le mécanisme de suppression tumorale, puisqu'ils avaient été trouvés régulés 
positivement par P53. Il s'agit des gènes siah-1 et tsap6. Ce sont ces deux 
gènes que nous avons étudié ici. 
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II -  P53 

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

II.1 -   La découverte de P53 

P53 est une protéine de 393 acides aminés et de 53kDa qui, dans les premières études 
à son sujet, n’était détectée dans les cellules qu’après l'induction de leur transformation. Ainsi 
P53 a été observée pour la première fois en 1979 en tant qu'antigène spécifique de certains 
sarcomes induits chimiquement dans les souris (DeLeo et al., 1979). Elle a été également 
trouvée dans les cellules transformées par certains virus (Lane and Crawford, 1979; Linzer et 
al., 1979) et surtout complexée à l'antigène Large-T du SV40 (Harlow et al., 1981; Oren et al., 
1981). P53 a aussi été trouvée dans les cellules transformées par des agents chimiques et dans 
les cellules tumorales (Crawford et al., 1981). 

 
P53 a d'abord été décrite comme une protéine nucléaire (Dippold et al., 1981). Mais 

par la suite il a été montré que P53 est cytoplasmique dans les cellules normales et est 
transloqué au noyau dans les cellules transformées (Rotter et al., 1983). 

 
En 1981, on suggère déjà (Dippold et al., 1981) le rôle de P53 dans la régulation de la 

division cellulaire et son altération dans les cellules cancéreuses. La découverte d’anticorps 
anti-P53 dans le sérum des patients atteints de cancer (Lane and Crawford, 1979; Crawford et 
al., 1982) a renforcé cette hypothèse selon laquelle P53 est modifiée dans les cellules 
cancéreuses (en quantité, type ou présentation) de telle façon qu’elle devienne immunogène. 
Il a ainsi été qualifié d' "antigène cellulaire des tumeurs".  

 
Le clonage de l'ADNc révélant ainsi la séquence de P53 a ouvert la voie à 

l'identification des mutations de P53 dans les cancers (Oren and Levine, 1983). 

II.2 -   p53 : oncogène ou gène suppresseur de tumeur ? 

II.2.1 -  p53 serait un oncogène ? 

Comme nous l'avons vu, P53 a d'abord été trouvé exprimée dans les cellules 
cancéreuses ou transformées et pas (ou très peu) dans les cellules normales. Son expression 
était également augmentée en cas de stimulation de la prolifération (Reich and Levine, 1984). 
En outre, l'inhibition de l'expression de P53 par stratégie antisens affectait la prolifération des 
cellules (Shohat et al., 1987). 

Il était alors logique de penser que P53 était surexprimée dans les cancers et avait donc 
potentiellement une activité oncogénique. En effet, elle répondait à la définition du proto-
oncogène : lorsqu'elle est mutée dans les cellules tumorales,  elle est plus exprimée, plus 
active et plus stable (Jenkins et al., 1985). 
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Cette hypothèse était de plus confirmée par le fait que la transfection de p53 (seul ou 
avec c -ras) dans les cellules en culture induisait leur transformation ou leur immortalisation 
(Eliyahu et al., 1984; Jenkins et al., 1984; Parada et al., 1984; Rovinski and Benchimol, 
1988), un pré requis au processus de cancérisation. 

II.2.2 -  p53 : un gène suppresseur de tumeur 

En réalité p53 est un gène suppresseur de tumeur et pas un oncogène comme on l'a 
tout d'abord pensé. En 1989, lors d'un congrès (Levine, 1989), basé sur les travaux de Oren 
(Eliyahu et al., 1989; Michalovitz et al., 1990), Levine démontre pourquoi p53 pourrait être 
un gène suppresseur de tumeur (Finlay et al., 1989) : 

• dans de nombreuses tumeurs humaines et murines, p53 est retrouvé muté voir 
délété, ce qui altère sa fonction. 

• injecté dans des cellules transformées par un oncogène, il peut réverser cet état de 
transformation. 

• comme le gène rb, son produit protéique serait inhibé par interaction avec des 
protéines virales pour conduire à la transformation cellulaire. 

 
Si P53 n'était pas détectée dans les cellules normales c'est parce qu'elle a une 

conformation différente de P53 dans les cellules tumorales. Les anticorps anti-P53 disponibles 
à l'époque ne pouvaient se lier qu'à la forme mutée présente dans les cellules cancéreuses et 
pas à la forme normale. 

Dès 1983, l'expression de P53 était corrélée avec la régression de la tumeur (Rotter, 
1983).  

 
La mutation de p53 dans les cellules cancéreuses induit en fait une perte de fonction 

de la protéine ce qui fait de p53 un gène suppresseur de tumeur.  

II.3 -   P53 et le cycle cellulaire 

Une des fonctions majeures reconnues pour P53 aujourd'hui est son rôle de régulateur 
du cycle cellulaire. 

L'analyse de l'expression de P53 au cours du cycle cellulaire dans des fibroblastes en 
culture (Reich and Levine, 1984) a montré que la synthèse et la quantité de P53 sont accrues 
en fin de phase G1, ce qui suggère un rôle pour P53 dans la progression des cellules 
quiescentes vers un état prolifératif.  

Cette hypothèse a ensuite été confirmée : P53 peut induire un arrêt de croissance  en 
étant dirigé vers le noyau où elle bloque les cellules principalement en phase G1 (Baker et al., 
1990; Diller et al., 1990; Mercer et al., 1990; Michalovitz et al., 1990; Gannon and Lane, 
1991; Martinez et al., 1991). De plus il a été montré que ce blocage peut-être consécutif à un 
dommage causé à la cellule et notamment s'il induit des lésions au niveau de l'ADN (Kastan 
et al., 1991).  
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Dans certaines lignées, l'activation (ou la surexpression) de P53 entraîne par contre 

l'induction de l'apoptose (Yonish-Rouach et al., 1991; Polyak et al., 1996) plutôt qu'un arrêt 
de croissance pour des raisons que nous discuterons plus loin.  

 
Les souris KO pour p53 présentent des défauts de gamétogénèse et de fermeture du 

tube neural au niveau de l'embryon (Armstrong et al., 1995). 
 

 

p53 est le gène majeur du maintient de l'intégrité de la cellule il est même nommé 
"gardien du génome" (Lane, 1992) ou "gardien de la cellule". En cas d'anomalie au 
niveau de l'ADN, de la cellule ou de son environnement, la protéine P53, en activant ou 
inhibant diverses voies, organise la réponse cellulaire qui peut être une entrée en phase 
quiescente, une réparation des dommages ou s'ils sont trop importants l'induction de la 
mort cellulaire programmée. 

II.4 -   P53 et le cancer 

p53 est aujourd'hui considéré comme LE  gène suppresseur de tumeur car il est le gène 
le plus souvent muté dans les cancers (plus de 50% de la totalité des cancers : voir la banque 
de données IARC www-p53.iarc.fr/index.html). Les mutations de p53 donnent un avantage 
sélectif pour les cellules puisqu'elles ne sont plus réprimées au niveau de leur croissance. 

 
Malgré son rôle majeur dans la cellule, des lignées cellulaires dépourvues de P53 ont 

été décrites, indiquant que la cellule peut survivre en son absence. De même les souris KO 
pour p53 sont plus susceptibles au développement de tumeurs (Donehower et al., 1992). 

 
En raison de sa qualité de suppresseur de tumeur, on a très vite pensé que la 

réintroduction de P53 dans des cellules tumorales pourrait permettre de réverser le phénotype 
tumoral. La transfection de p53 dans des cellules transformées induit un arrêt de leur 
prolifération dû à un blocage en phase G1 (Mercer et al., 1990; Michalovitz et al., 1990) ou 
une entrée en apoptose (Yonish-Rouach et al., 1991), mais parfois dans certaines cellules 
aucun de ces effets n'est visible (Shaulsky et al., 1991; Cheng et al., 1992). 

 
Les MEFS déficientes pour p53 présentent des anomalies chromosomiques dues à la 

réplication des centrosomes. Elles présentent des phénotypes similaires à ceux observés dès 
1890 par von Hansemann dans les cellules cancéreuses. 
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En raison de son activité primordiale pour la cellule, les mutations de P53 procurent 
un avantage sélectif aux cellules tumorales, ce qui explique son rôle majeur dans le 
processus de cancérisation. Malgré les très nombreuses études menées depuis longtemps à 
son sujet, les thérapies anticancéreuses reposant sur P53 ne sont pas disponibles à l'heure 
actuelle. On peut imaginer vouloir restaurer la fonction de P53 (ajout de P53 WT ou 
modification de P53 mutante de manière à lui donner une activité sauvage), ou cibler et 
inactiver les cellules déficientes en P53. Cette approche a déjà donné des résultats 
prometteurs avec entre autres l'utilisation du ONYX-015 qui cible les cellules déficientes en 
P53. 

II.5 -   P53 est un facteur de transcription 

II.5.1 -  La découverte de l'activité de facteur de transcription 

Dès les premières études réalisées sur P53 il a été montré qu'elle pouvait lier l'ADN 
(Lane, 1983; Steinmeyer and Deppert, 1988). Mais ce n'est qu'avec l'utilisation de protéines 
de fusion que l'on a pu montrer que P53 peut activer la transcription de gènes rapporteurs 
(Raycroft et al., 1990) notamment par sa partie N-terminale (Fields and Jang, 1990; O'Rourke 
et al., 1990). La démonstration selon laquelle la liaison de P53 à l'ADN est indispensable à  
l'induction de la transcription est due à l'équipe de Prives (Farmer et al., 1992). 

II.5.2 -  Le site consensus de liaison de P53 sur l'ADN 

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

5'-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3'  séparés par 0 à 13 pb (el-Deiry et al., 1992).  
 
P53 possède 2 homologues, P63 et P73 (Kaghad et al., 1997; Yang et al., 1998), qui 

peuvent se lier à cette même séquence mais transactivent d'autres gènes, probablement en 
raison de cofacteurs différents (Mondal and Parvin, 2005). Ils sont, tout comme P53, capables 
d'induire l'apoptose (Jost et al., 1997). 

II.5.3 -  Un facteur de transcription sous forme tétramérique 

P53 peut s'oligomériser (Levine, 1989) et se tétramériser (Stenger et al., 1992).  
Le monomère, bien qu'ayant une activité transactivatrice, n'est pas capable de se lier à 

l'ADN. On a d'abord pensé que P53 lie l'ADN sous forme homodimérique (Tarunina and 
Jenkins, 1993) mais il s'avère en fait que c'est un tétramère de P53 qui se lie aux deux motifs 
du consensus (Friedman et al., 1993; Hainaut et al., 1994; Hupp and Lane, 1994).  
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La fonction d'activateur de transcription de P53 est autorégulée par la partie C-
terminale de la protéine qui joue un rôle inhibiteur en masquant le domaine de liaison à l'ADN 
(Hupp et al., 1992; Bayle et al., 1995; Wolkowicz et al., 1995).  

 

Figure 4 : Structure de la protéine P53 

II.5.4 -  Les gènes de réponse à P53 

II.5.4.1 -  Généralités 

mck a été le premier gène pour lequel il a été montré que la liaison de P53 sur une 
zone déterminée de son promoteur pouvait induire sa transcription (Zambetti et al., 1992). 

Depuis, il a été montré que P53 transactive un grand nombre  de gènes impliqués dans 
le cycle cellulaire et l'apoptose. Ces gènes codent entre autres pour  : P21/Waf1/Cip1, Bax, 
Fas-R, GADD45, PUMA, NOXA, MCK,  IGFBP3, 14-3-3, TRAF4, APAF-1, PIG3, MDM2, 
Killer/DR5, TRAIL Receptor 2, TGF-alpha,  Endothelin-2 et beaucoup d'autres protéines). 

P53 est aussi capable de réprimer l'expression de gènes cibles (Ginsberg et al., 1991). 
Ainsi l'expression des ARNm codant pour MDR1, c-myc, IL-6, Bcl2 ou Bcl-Xl est régulée 
négativement par P53 (Ginsberg et al., 1991; Mercer et al., 1991; Santhanam et al., 1991; 
Haldar et al., 1994). Le mode de répression est pour l'instant moins bien connu que celui 
permettant la transactivation des gènes cibles ; on sait toutefois que P53 peut lier le facteur 
initiateur de la transcription TBP ainsi que le régulateur NF-Y et ainsi inhiber la transcription 
de gènes qui ne présentent pas de site de liaison pour P53 (Seto et al., 1992) (Imbriano et al., 
2005). 

Il existe des gènes régulés par 2 sites de liaison de P53 : l'un transactivateur et l'autre 
répresseur, c'est notamment le cas de PCNA (Jackson et al., 1994). 

 
Différentes approches biologiques ou informatiques ont été utilisées de façon à 

identifier le plus grand nombre de gènes régulés par P53 (Zauberman et al., 1995; Amson et 
al., 1996; Kostic and Shaw, 2000; Zhao et al., 2000; Kannan et al., 2001; Kannan et al., 2001; 
Wang et al., 2001; Hoh et al., 2002; Yoon et al., 2002; O'Farrell et al., 2004; Miled et al., 
2005). 

 
Parmi les gènes activés ou réprimés, il existe une grande variété de modes de réponse 

à P53 : le temps et le mode de réponse varient d'un gène à l'autre mais on peut les regrouper 
en grandes classes (Yu et al., 1999; Yoon et al., 2002). D'un côté, ceux activés ou réprimés de 
façon précoce, en opposition à ceux dont la transcription est modifiée après un certain délai. 
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Certains ont également une réponse biphasique : ils sont tout d'abord activés puis réprimés (ou 
inversement). 

II.5.4.2 -  Le gène p21/waf1/cip1 

P21-Waf1-Cip1 est une protéine de 21 kDa dont le gène est une cible de P53 (el-Deiry 
et al., 1993). Le promoteur de p21 contient en effet un site transactivé par P53. P21 est 
capable tout comme P53 d'induire l'arrêt de croissance de cellules en culture. L'activation de 
P21 est indispensable pour que P53 ait son activité anti-proliférative dans les cellules 
cancéreuse humaines (Waldman et al., 1995). L'inactivation de p21 conduit les cellules plutôt 
vers l'apoptose (Polyak et al., 1996). 

 
On a tout d'abord cru que l'induction de P21 lors de l'arrêt de croissance ou l'induction 

de l'apoptose passait forcément par P53 (el-Deiry et al., 1994), mais il a par la suite été montré 
que P21 peut être activée par des voies indépendantes de P53 (Michieli et al., 1994). 

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

II.5.4.3 -  Les gènes tsip et tsap 

Dans le but de mieux comprendre les mécanismes de cancérisation et notamment ceux 
relatifs à P53, notre équipe a entrepris d'identifier de nouveaux gènes impliqués dans la voie 
P53 et d'en étudier certains plus finement. 

Pour cela nous avons utilisé un modèle cellulaire particulier venant du laboratoire de 
Moshe Oren. Dans ce système, les cellules LTR6 sont stablement transfectées avec un p53 
muté. Ce gène code pour une protéine P53-Val135 thermosensible (Michalovitz et al., 1990; 
Milner and Medcalf, 1990). Lorsque les cellules sont cultivées à 37°C, P53 est inactive ; par 
contre lorsqu'elles sont cultivées à 32°C, la protéine adopte une conformation qui lui permet 
d'avoir une activité normale de suppresseur de tumeur (Yonish-Rouach et al., 1991). Cette 
activation induit l'entrée en apoptose des cellules LTR6. 

En utilisant la technique de Differential Display nous avons pu mettre en évidence 
l'expression différentielle de gènes entre les cellules où P53 est inactive et celles où elle est 
activée (Amson et al., 1996). Certains de ces gènes étaient déjà connus pour être induits par 
P53, mais d'autres n'avaient encore jamais été décrits. 

Les gènes activés par P53 ont été nommés tsap (Tumor Suppression Activated 
Pathway) : ce sont des gènes qui participent potentiellement à la suppression du phénotype 
tumoral. A l'inverse les gènes inhibés par P53 ont été nommés tsip (Tumor Suppression 
Inhibited Pathway) : ce sont des gènes qui favoriseraient le phénotype tumoral. 

 
 
C'est de l'étude de deux de ces gènes, tsap3 (siah-1b) et tsap6, dont 

nous parlerons plus en détail dans ce manuscrit. 
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II.6 -   Les activités de P53 indépendantes de la transcription  

Outre son rôle majeur de facteur de transcription, P53 possède d'autres fonctions 
(Caelles et al., 1994; Bissonnette et al., 1997). Ainsi il a été décrit une activité pro-
apoptotique de P53 qui ne passe pas par la transactivation de gènes (Haupt et al., 1995; 
Baptiste et al., 2002). Il a également été suggéré que durant l'apoptose, P53 pourrait se lier à 
la mitochondrie (Moll and Zaika, 2001), ce qui pourrait expliquer pourquoi dans certains cas 
l'apoptose induite par P53 ne passe pas par la néo-synthèse d'ARNm (Regula and 
Kirshenbaum, 2001). 

II.6.1 -  La régulation de l'activité d'autres protéines 

L'activité pro-apoptotique de P53 passe aussi par sa capacité à promouvoir la 
translocation du récepteur Fas/CD95 du cytoplasme à la membrane plasmique où il acquiert 
son activité (Bennett et al., 1998). P53 peut également induire le transport de TNF-R1 à la 
membrane. 

De même, P53 peut induire la translocation de la protéine pro-apoptotique Bax du 
cytoplasme à la mitochondrie (Schuler et al., 2000). La présence de Bax à la mitochondrie est 
indispensable au relargage du cytochrome C et au déclenchement de l'apoptose. 

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

II.6.2 -  La réparation de l'ADN 

P53 est capable de lier diverses protéines impliquées dans la réparation de l'ADN 
(XBP, XPD, WRN, DNA polymérase α, RPA) 

De plus, P53 possède des propriétés intrinsèques qui lui permettent de détecter 
(Degtyareva et al., 2001) et de réparer elle même certains dommages de l'ADN  (Willers et 
al., 2000; McKay et al., 2001). Elle aide notamment à la résolution des jonctions de Holliday 
(Lee et al., 1997; Yang et al., 2002; Sengupta et al., 2003) et de certaines coupures double 
brins (Dahm-Daphi et al., 2005). 

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

II.6.3 -  Les autres fonctions de P53 

Il a également été décrit que P53 est impliquée dans la sénescence (Itahana et al., 
2001; Tyner et al., 2002), la différentiation (Almog and Rotter, 1997), l'inhibition de 
l'angiogénèse (Duda et al., 2002), … 
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II.7 -   La régulation de P53             

Pour revue voir (Oren, 1999) 

Dans les cellules où P53 est à l'état latent, elle n'interfère pas avec le cycle cellulaire. 
Son niveau d'expression basale est relativement bas. 

La régulation de P53 se fait de façon quantitative aux niveaux transcriptionnel et 
traductionnel, mais aussi qualitative car P53 est régulée par des modifications post-
traductionnelles. 

II.7.1 -  La régulation au niveau transcriptionnel 

p53 possède un promoteur "classique" en amont du site d'initiation de la transcription, 
mais également un promoteur dans son premier intron (Reisman et al., 1988; Tuck and 
Crawford, 1989). Le premier ne comporte pas de TATA-box, mais une CAAT-box. 

Le promoteur de p53 est régulé par des facteurs de transcription de la famille hélice-
boucle-hélice (Ronen et al., 1991) ainsi que par c-myc (Reisman et al., 1993), et il est activé 
en cas de stimulation par le sérum (Reich and Levine, 1984; Ginsberg et al., 1990). 

 
On a longtemps pensé que seuls les gènes p63 et p73 pouvaient produirent différents 

ARNm par épissage alternatif (Yang et al., 1998). Il a en fait été montré que p53 peut 
également subir ce type de régulation (Ghosh et al., 2004).  

 
P53 est induite par de nombreux signaux, souvent des signaux de stress. Des 

dommages à l'ADN, au fuseau mitotique, des chocs thermiques, osmotiques ou chimiques 
peuvent aussi induire la transcription de p53. Dans certains cancers il a été noté des 
différences de régulation transcriptionnelle de p53 (Nayak and Das, 1997) : l'abondance de 
certains facteurs de transcription liés au promoteur de p53 varie entre des tissus sains et des 
tissus cancéreux. Il y a même des facteurs de transcription que l'on ne trouve liés à cette 
région que dans les tumeurs. 

II.7.2 -  La régulation au niveau traductionnel 

En raison de la rapidité de la réponse à certains signaux, il a été supposé qu'une partie 
de la régulation pouvait se faire par une augmentation de la traduction de l'ARNm p53, 
probablement due à une dérépression de sa région 3'-UTR (Fu et al., 1996). Il est aussi connu 
que P53 s'autorégule par liaison à son propre ARNm (Mosner et al., 1995). 

II.7.3 -  La régulation au niveau post-traductionnel 

P53 est une protéine hautement régulée au niveau post-traductionnel par des 
modifications covalentes. Elle peut être phosphorylée, mono- ou poly-ubiquitinée, sumoylée, 
acétylée,  … 
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La protéine P53 WT est capable de présenter des conformations différentes (Milner 
and Medcalf, 1991), ce qui suggère que la régulation de l'activité de P53 passe par des 
modifications post-traductionnelles affectant entre autres son repliement tridimensionnel. 

II.7.3.1 -  La phosphorylation de P53 

La phosphorylation est considérée comme la modification majeure permettant de 
réguler P53.  

Chez l'humain, au moins 7 serines et 2 thréonines dans le domaine transactivateur et 5 
serines dans le domaine C-terminal sont susceptibles d'être phosphorylées. Les serines 15 et 
20 ainsi que la threonine 18 sont des sites de phosphorylation majeurs. Il faut noter que la 
Thréonine 55 serait phosphorylée à l'état basal mais déphosphorylée lors de l'induction de 
dommages à l'ADN. 

Notons que la Serine 378 est constitutivement phosphorylée. 
Suivant son état de phosphorylation, P53 transactive différents gènes cibles (Lohrum 

and Scheidtmann, 1996; Oda et al., 2000). 
 
Différentes kinases sont capables d'induire la phosphorylation de P53 : ATM, ATR, 

PKR, Chk-1, Chk-2, p34 Cdc2, p38 MAPkinase, JNK, DNA-PK, caséine kinase-1-δ  …et des 
phosphatases de la supprimer : hCdc14,  

II.7.3.2 -  L'acétylation de P53 

P53 peut aussi être acétylée suite à différents stimuli (Prives and Manley, 2001), ce qui 
augmente sa capacité à lier l'ADN (Gu and Roeder, 1997; Sakaguchi et al., 1998). Les lysines 
320, 373 et 382 de la protéine humaine sont connues pour être acétylées par CBP et PCAF et 
déacétylées par HDAC1, 2 et 3. Cette acétylation régulerait la stabilité de P53. 

II.7.3.3 -  La méthylation de P53 

P53 peut être méthylée sur une lysine en C-terminal par la Set9 methyltransférase. 
Ainsi modifiée, la protéine est confinée dans le noyau et stabilisée (Chuikov et al., 2004). 

II.7.3.4 -  L'ubiquitination de P53 

II.7.3.4.1 -  La poly-ubiquitination et la dégradation de P53 par le 
protéasome 

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

Lors de l'activation de P53 sa demi-vie est nettement augmentée (Maltzman and 
Czyzyk, 1984; Kastan et al., 1991), ce qui permet une activation rapide sans passage par une 
néo-synthèse. Ce sont notamment des phosphorylations qui empêchent son ubiquitination et 
donc sa dégradation par la voie du protéasome (Shieh et al., 1997; Shieh et al., 1999; Unger et 
al., 1999). 

A l'inverse, une fois son action achevée, P53 est rapidement dégradée par la voie 
ubiquitine-protéasome (Maki et al., 1996). 
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II.7.3.4.2 -  La mono-ubiquitination de P53 

P53 peut être mono-ubiquitinée, ce qui entraîne sa translocation du noyau vers le 
cytoplasme (Li et al., 2003). 

L'activité anti-proliférative exercée par P53 n'est possible que lorsqu'elle est localisée 
au noyau (Shaulsky et al., 1991). Or à l'état latent, P53 est cytoplasmique durant la majorité 
du cycle cellulaire (Shaulsky et al., 1990). 

 

II.7.3.5 -  Les autres modifications de P53 

P53 peut également être sumoylée, ribosylée, neddylée et O-glycosylée (Shaw et al., 
1996; Wesierska-Gadek et al., 1996; Melchior and Hengst, 2002; Feng et al., 2005). 

 
Les différentes modifications post-traductionnelles ainsi que les différents cofacteurs 

de P53 influencent grandement et rapidement sa stabilité, sa localisation et sa fonction. 

II.7.4 -  La régulation par la boucle Mdm2 : une balance subtile 

Pour  revue voir (Alarcon-Vargas and Ronai, 2002). 

Mdm2 est le produit d'un oncogène souvent activé dans les phénomènes de cancer 
(Watanabe et al., 1996; Momand et al., 1998). C'est une E3 ligase, protéine qui induit la 
dégradation de P53 par la voie ubiquitine-protéasome (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 
1997). 

Mdm2 est capable d'inhiber P53 en se liant à son domaine transactivateur (Momand et 
al., 1992; Chen et al., 1996) et en inhibant ainsi la liaison d'éléments de la machinerie 
transcriptionnelle (Lu and Levine, 1995; Thut et al., 1995).  

 
L'importance du lien entre P53 et Mdm2 a été mis en évidence par l'étude des souris 

transgéniques : les souris KO pour Mdm2 présentent une forte létalité embryonnaire, qui 
disparaît totalement lorsque l'on inactive conjointement les gènes p53 et mdm2 (Jones et al., 
1995; Montes de Oca Luna et al., 1995). 

 
P53 et Mdm2 doivent toutes deux être dans des états de phosphorylation particuliers 

pour pouvoir interagir. La régulation de la quantité et de l'état de phosphorylation de Mdm2 
est donc très importante pour l'activité de P53 (Ashcroft et al., 2000). Ce serait par ce 
mécanisme que la cellule maintiendrait un niveau basal relativement bas de P53. 

De plus, un niveau bas de Mdm2 résulterait en une mono-ubiquitination de P53 
entraînant son export du noyau vers le cytoplasme (Li et al., 2003). 

 
ARF est une protéine surexprimée lorsque diverses protéines oncogéniques sont elles-

mêmes sur-activées (de Stanchina et al., 1998; Palmero et al., 1998; Zindy et al., 1998). Ainsi 
induite, ARF va se lier à Mdm2 qu'elle empêche d'agir sur l'ubiquitination de P53 (Zhang and 
Xiong, 2001). 
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De façon a priori paradoxale P53 active la transcription du gène mdm2 (Barak et al., 
1993; Zauberman et al., 1995). Il résulte de cette double action une boucle de régulation qui 
permet de contrôler finement l'activité de P53 (Figure 5) (Wasylyk et al., 1999). 

  

 

Figure 5 : La boucle P53/Mdm2 

II.7.5 -  La régulation de la fonction de P53 

II.7.5.1 -  Les conditions de l'activation de P53 

P53 réagit à de nombreux stress cellulaires tels : les dommages à l'ADN, l'hypoxie, la 
déplétion en nucléotides, l'infection virale, les agents alkylants, … Ces stress induisent 
généralement une stabilisation de la protéine et sa direction vers le noyau où elle transactive 
les gènes appropriés pour réagir à ces signaux. En effet la plupart des modifications que nous 
avons évoqué interviennent suite à l'induction de dommages à l'ADN. 

Mais des dommages à l'ADN induits par des agents différents (UV, radiations 
ionisantes, agents chimiques, …) induisent des réponses différentes. Par exemple la 
phosphorylation en S392 intervient suite à un dommage causé par les UV mais pas par les 
radiations, contrairement à celles en S15 ou S20. Ceci permet une réponse finement 
appropriée au stimulus. 
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Pour avoir son activité transcriptionnelle, nous l'avons déjà évoqué, P53 doit être dans 
le noyau, mais surtout être sous forme tétramérique. Les modifications induisant une perte de 
charges basiques que sont les acétylations, sumoylations, ou l'addition de charges négatives 
par phosphorylation peuvent induire des changements de conformation qui modifient 
l'interaction du domaine C-terminal régulateur avec le domaine de liaison à l'ADN (Hupp and 
Lane, 1995; Gu and Roeder, 1997; Waterman et al., 1998). Mais le domaine N-terminal 
transactivateur, peut aussi être régulé par la liaison de cofacteurs (Lambert et al., 1998; Hupp, 
1999; Jayaraman and Prives, 1999; Prives and Hall, 1999). P53 aurait ainsi besoin de ses 
homologues P63 et P73 pour induire la transcription de certains gènes (Flores et al., 2002). 

 

II.7.5.2 -  La balance apoptose/arrêt de croissance 

Une fois activée, P53 peut conduire la cellule vers un simple arrêt de croissance ou 
une mort cellulaire programmée. Le choix de l'une ou l'autre des voies serait plus due au 
contexte cellulaire qu'à P53 elle même. La présence de signaux de survie préserverait la 
cellule de la mort. Mais le génotype de la cellule a aussi une grande importance, puisque P53 
a besoin de différents effecteurs pour conduire la cellule vers l'une ou l'autre des voies (Figure 
6). 

 

 

Figure 6 : La balance apoptose/arrêt de croissance 
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Les modifications post-traductionnelles de P53 sont aussi des éléments majeurs de son 
activité pro-apoptotique ou de blocage du cycle. Ainsi la phosphorylation en Serine 20 par 
Chk2 est requise pour l'entrée en apoptose mais pas pour l'arrêt de croissance (Jack et al., 
2002). 

II.8 -   Une activité anti-apoptotique paradoxale de P53 

Cette activité surprenante de P53 a été relevée dans différents cas. 
La première observation est que certaines cellules P53 nulles répondent mieux aux 

signaux pro-apoptotiques que des cellules ayant une P53 fonctionnelle (Malcomson et al., 
1995; Vikhanskaya et al., 1995; Lassus et al., 1999). 

 
Une hypothèse retenue pour expliquer cet effet paradoxal repose sur la fonction de 

réparation de l'ADN présentée par P53. Les dommages à l'ADN, s'ils ne sont pas réparés au 
bout d'un certain temps, déclenchent le processus apoptotique. Or, si P53 est capable de 
réparer certains d'entre eux, l'apoptose n'a plus lieu d'être induite. 

Des expériences dans lesquelles il a été montré que P53 protège les cellules de 
l'apoptose induite par des agent génotoxiques en agissant sur la réparation viennent étayer 
cette hypothèse (McKay et al., 2001). 

 
Une deuxième explication fait intervenir l'activité de frein de la prolifération cellulaire 

de P53. En effet, l'effecteur majeur de P53, P21, est connu pour augmenter la survie cellulaire 
face à des agents génotoxiques et pro-apoptotiques (Gorospe et al., 1997; Bissonnette and 
Hunting, 1998; Bunz et al., 1998; Bunz et al., 1999; Mariette et al., 2002) (Polyak et al., 1996; 
Wang et al., 1999). P53 active aussi la transcription de gènes anti-apoptotiques tels DcR2 
(Meng et al., 2000) ou HB-EGF (Fang et al., 2001). 

II.9 -   Les dernières découvertes liées à P53 

En raison de son rôle majeur dans le développement du cancer, de nombreuses études 
ont été menées pour tenter de tuer les cellules portant un p53 mutant ou de réactiver celui-ci 
de façon à induire l'arrêt de croissance. Ces recherches n'ont jusqu'à aujourd'hui permis aucun 
développement notable. Pourtant beaucoup d'équipes continuent à explorer cette voie. Ainsi 
une nouvelle famille de molécules à récemment été décrite pour induire l'arrêt de croissance 
de  cellules portant un certain type de mutation de p53  (Myers et al., 2005). 

 
Des études sur des souris KO pour p53 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 moins, la translocation de P53 à la 
mitochondrie soit bien plus précoce que sa translocation au noyau (Zhao et al., 2005). Elle y 
serait capable de réparer les excisions de bases de l'ADN mitochondrial (de Souza-Pinto et al., 
2004). 

 
La génération d'un type particulier de souris knock-in pour p53, permettant de réguler très 

rapidement son activité, a mis en évidence le caractère oscillatoire de la réponse de P53 aux 
dommages induits à l'ADN (Christophorou et al., 2005).  

 
 

P53 est donc une protéine hautement régulée, dont la fonction majeure 
est de réguler la transcription de gènes cibles en réponse à différents stress 
pour induire une réponse adaptée. Les deux réponses principales sont l'arrêt 
de croissance et l'apoptose. 

 
La dérégulation de la quantité ou de la fonction de P53 sont des 

éléments majeurs du développement de la plupart des cancers. Ces deux 
aspects de la protéine peuvent être modifiés par des changements des voies de 
régulation ou des sites de modification de P53. Les mutations affectent 
particulièrement le domaine de liaison à l'ADN et donc la fonction majeure de 
P53 de régulateur de la transcription. 

 
Nous avons choisi d'étudier la régulation et la fonction de 2 protéines 

que nous avons trouvé régulées par P53 : Siah et TSAP6. 
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III -  Introduction aux gènes siah 

III.1 -   Une famille de gènes fortement conservés 

III.1.1 -  Le membre fondateur : le gène sina de drosophile 

L'étude du  développement de l'œil de drosophile a mis en évidence une cascade 
d'événements conduisant à la formation d'unités répétées composées de photorécepteurs et de 
cellules non-neuronales. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Figure 7 : Représentation d'une ommatidie d'oeil de drosophile 

La différentiation d'un de ces photorécepteurs, le R7, dépend du gène seven in 
absentia (SINA); lorsqu'il est muté, les cellules ne peuvent se différencier en R7 (Carthew and 
Rubin, 1990). Outre l'absence de développement du récepteur R7, les mutants sina présentent 
une absence de soies à la surface du corps, une réduction de la durée de vie par 10, un 
comportement léthargique et une stérilité chez les deux sexes (Carthew and Rubin, 1990). 

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

III.1.2 -  Les homologues chez les mammifères  

Chez les mammifères on trouve 3 homologues pour sina : ils sont nommés siah-1a, 
siah-1b et siah-2. siah-2 a une séquence légèrement différente des 2 gènes siah-1 qui eux sont 
hautement similaires. 

 
Un récapitulatif des homologies entre quelques ARNm et protéines de la famille Siah 

est présenté dans Tableau 1 page 36. 
 

III.1.2.1 -  Les gènes siah-1 

III.1.2.1.1 -  Siah-1 chez la souris 

Le génome de la souris possède 2 gènes et 2 pseudogènes de la famille siah-1. Les 2 
pseudogènes comportent un grand nombre de codons stop dans leur phase ouverte de lecture 
et ne sont donc pas exprimés (Della et al., 1993). Les 2 gènes siah-1 exprimés sont nommés 
siah-1a et siah-1b. 

Siah-1a se trouve sur le chromosome 8 alors que siah-1b se trouve sur le chromosome 
X (Abbott and Chambers, 1994; Holloway et al., 1997). 
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Siah-1a et siah-1b produisent des ARNm très similaires, ne différant que de 25 
nucléotides (sur 846) dans leurs séquences codantes, celles-ci codant pour des protéines de  
31kDa ayant seulement 6 acides aminés de différence. La comparaison des séquences des 
ADNc avec les séquences génomiques permet de montrer que siah-1a et siah-1b possèdent la 
même structure que le gène sina (2 exons et 1 intron).  

 
NB : L'utilisation dans ce texte du terme siah-1 chez la souris fait 

référence à la fois au gène siah-1a et au gène siah-1b. 
 
 

III.1.2.1.2 -  Siah-1 chez l'humain 

On a longtemps pensé que le génome humain ne portait qu'un seul gène siah-1. Le 
gène murin le plus proche de hsiah-1 serait msiah-1a (Holloway et al., 1997; Hu et al., 1997) 
car au niveau des acides aminés où mSiah-1a diffère de mSiah-1b, mSiah-1a est toujours 
identique à hSiah-1. De même pour les différences en 3' UTR. 

 Il a récemment été découvert un autre gène siah-1 sur le chromosome X, et 
homologue de msiah-1b. Toutefois, il s'est révélé n'être qu'un pseudogène (Yano et al., 2005). 

 L'unique gène hsiah-1 est donc localisé sur le chromosome 16q12 (Banfi et al., 1996; 
Nemani et al., 1996; Hu et al., 1997). Il est composé de 2 exons séparés par un intron de 
14,5kb. Seul le second exon est codant (Hu et al., 1997). 

Un test de protection à la RNAse a montré la présence de 2 transcrits induits par P53 
(Matsuzawa et al., 1998). Ces 2 formes résultent de la présence de 2 ATG dans la séquence de 
hsiah-1. L'ARNm le plus long a été désigné hsiah-1L (Iwai et al., 2004). Il comporte 48 
nucléotides de plus que siah-1. 

III.1.2.2 -  Le gène siah-2 

Le gène msiah-2, localisé sur le chromosome 3,  possède un intron de 18kb. 
 
hsiah-2 est localisé sur le chromosome 3q25 (Holloway et al., 1997; Hu et al., 1997) et 

est aussi composé de 2 exons codants séparés par un intron de 9,8kb. 
Une analyse par Southern blot révèle 2 gènes relatifs à siah-2 (plus qu'à siah-1) dans le 

génome humain (Holloway et al., 1997), ils seraient des pseudogènes. 
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  sina hsiah-1 hsiah-2 msiah-1a msiah-1b msiah-2 xsiah-2 zsiah 

gène / protéine ARN AA ARN AA ARN AA ARN AA ARN AA ARN AA ARN AA ARN AA 

sina (drosophile) 
NM_057377 
P21461 

x x 74  86 76 85 72 86 73 86 78 85 75 84 76 85 

hsiah-1 (humain) 
NM_003031 
AAH35562 

  x x 76 86 92 99 91 98 76 86 74 87 74 88 

hsiah-2 (humain) 
NM_005067  
O43255 

    x x 76 93 75 92 92 83 81 80 79 95 

msiah-1a (souris) 
NM_009172 
CAA79630 

      x x 97 98 75 86 76 87 75 88 

msiah-1b (souris) 
NM_009173 
CAA79631 

        x x 75 83 76 87 72 85 

msiah-2 (souris) 
Z19581 
Q06986 

          x x 80 79 79 95 

xsiah-2 (xénope) 
AF155509 
Q9I8X5 

            x x 76 93 

zsiah (poisson 
zèbre) 
AF411696 
AAN03677 

              x x 

NB : ARN correspond au pourcentage d'identité entre 2 ARN au niveau 
de leur séquence codante. AA correspond au pourcentage d'homologie 
entre 2 protéines au niveau de leur séquence protéique. 

 

Tableau 1: La conservation des gènes siah 

 
Un homologue de sina a été trouvé chez Schistosoma mansoni (Fantappie et al., 2003). 

Même chez les plantes on a retrouvé des homologues de sina. Ainsi sur le chromosome 5 
d'Arabidopsis thaliana, le gène sinat5 (dbEST ID: 439828) a été reconnu pour coder une 
protéine homologue à Sina (Xie et al., 2002).  

Des gènes codant pour des protéines Siah ont aussi été trouvés dans le génome de taureau 
(Goldammer et al., 2002), de poulet (Neiman et al., 2001), de xénope (Bogdan et al., 2001), 
de chèvre (Mandon-Pepin et al., 2003), de poisson zèbre (Ro et al., 2003), de riz, de Brassica 
(Cui et al., 1999; Brugiere et al., 2000; Cui et al., 2000). 

 
 
L'importante conservation des gènes de la famille sina au cours de 

l'évolution suggère un rôle important pour ces protéines au sein de la cellule. 
Nous allons maintenant nous concentrer sur les protéines humaines et 

murines. 
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III.2 -    Structure des protéines de la famille Siah 

III.2.1 -  Structure générale 

Les protéines Siah sont des protéines de 31kDa. 
La structure d'une partie de Siah-1a a été révélée (Polekhina et al., 2002) suite à sa 

cristallisation à 2,6Å. Elle indique une homologie structurale avec les protéines de la famille 
TRAF qui sont impliquées dans la transduction du signal depuis les récepteurs au TNFα et à 
l'IL-1. 

Les protéines Siah portent un domaine RING, un domaine en doigts de zinc, un 
domaine de localisation nucléaire, un domaine de liaison au substrat, un domaine 
d'oligomérisation, et un site potentiel de liaison à l'ARN. 

 

Figure 9 : Structure des protéines Siah 

III.2.2 -  Un domaine RING 

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

Des protéines contenant des motifs RING ont été identifiées dans de nombreuses 
espèces et elles remplissent des fonctions très variées telles que le contrôle de la croissance, la 
transduction du signal, la pathogénicité virale et la biogénèse des péroxisomes (Borden and 
Freemont, 1996; Saurin et al., 1996). 

 
Comme il avait été montré pour la protéine de drosophile (Carthew and Rubin, 1990), 

les homologues de Sina possèdent un domaine RING (Saurin et al., 1996; Borden, 1998; 
Polekhina et al., 2002). 

Le domaine RING des protéines Siah permet l'ubiquitination des protéines cibles via 
son interaction avec les ubiquitin conjugating enzymes (Hu and Fearon, 1999; Lorick et al., 
1999) comme nous le verrons plus loin.  

III.2.3 -  Un domaine de liaison au substrat 

L'équipe de Bowtell a décrit pour Siah-1 un domaine de liaison au substrat nommé 
SBD pour Substrate Binding Domain. Il est composé d'un feuillet β à 8 feuilles (Polekhina et 
al., 2002).  
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D'autre part, un domaine de liaison à Sina a pu être identifié sur une de ses cibles : 
Phyl (Kauffmann et al., 1996). La présence d'un domaine homologue a été confirmée sur 
différentes protéines cibles de Siah/Sina et il s'est révélé effectivement fonctionnel lors 
d'expériences de mutagenèse (House et al., 2003).  

La séquence consensus pour la liaison à Siah a été définie comme étant PxAxVxP et a 
été retrouvée sur SIP, OBF.1, DCC, Synphilin-1 et TIEG1 et une séquence similaire sur 
Numb, eEF1Bβ, Vav, Kid, N-CoR et FIR. Les autres protéines liant Siah que sont pAPC, la 
Synaptophysine, mGlutR1 et l'α-tubuline ne présentent pas de séquence homologue à ce 
consensus. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
D'après (House et al., 2003) 

Figure 10 : Séquence consensuelle des protéines interagissant avec Siah 

En utilisant cette séquence consensus, une recherche informatique a permis d'identifier 
de nouveaux partenaires potentiels de Siah. Parmi eux, la Plectine-1 qui contient le consensus 
parfait. Cette protéine a par la suite prouvé qu'elle pouvait se lier à Siah in vitro (House et al., 
2003). 

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

III.2.4 -  Un domaine d'oligomérisation 

Les protéines Sina/Siah sont capables de se dimériser via leur séquence C-terminale 
(Hu et al., 1997; Matsuzawa et al., 1998; Hu and Fearon, 1999). La constante d'association 
calculée pour ce dimère est supérieure à 10-8 mol-1 (Polekhina et al., 2002). C'est l'orientation 
anti-parallèle d'un feuillet β de chaque monomère qui forme la surface de contact. A 
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l'interface de dimérisation se trouve une large surface concave qui peut aussi être impliquée 
dans la liaison à d'autres protéines telles SIP.  

III.2.5 -  Un domaine de localisation nucléaire 

Sina a initialement été décrite comme une protéine nucléaire (Carthew and Rubin, 
1990). Nos premières études sur Siah-1 montraient également une accumulation de la protéine 
dans le noyau (Roperch et al., 1999). De plus il a été décrit pour la plupart des protéines Siah 
un domaine de localisation nucléaire (Matsuzawa et al., 1998; Fantappie et al., 2003).  

L'importance de ce signal de localisation nucléaire était suggéré par l'observation de 
modifications nucléaires consécutives à la surexpression de Siah-1 (Bruzzoni-Giovanelli et 
al., 1999). Mais, comme nous le développerons plus loin ( III.6.2.5 - page57), le rôle de ce 
domaine dans la fonction pro-apoptotique de Siah n'a été démontré que récemment (Hara et 
al., 2005). 

III.2.6 -  Un domaine putatif  de liaison à l'ARN  

Siah-1 porte un domaine similaire au domaine de liaison à l'ARN trouvé dans la 
protéine WT1 (Kennedy et al., 1996; Nemani et al., 1996). 

Cependant, à notre connaissance, aucune étude n'a été menée à ce jour dans le but de 
vérifier cette éventuelle interaction de Siah avec l'ARN ni d'en comprendre la fonction. 

 
 
Comme nous l'avons vu plus haut, des protéines de la famille Siah sont 

retrouvées dans un grand nombre d'espèces animales comme végétales et 
présentent une grande conservation de leur séquence. Ceci suggère qu'elles 
jouent un rôle important au niveau cellulaire. Les protéines Siah semblent 
impliquées dans des mécanismes cellulaires très variés car elles interagissent 
avec des protéines très différentes. 

 

III.3 -   Les protéines de la famille Siah sont des E3 ligases 

Un récapitulatif des partenaires des protéines Siah se trouve dans le Tableau 2 page 60. 

III.3.1 -  La voie de l'ubiquitination 

L'Ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés très conservée au cours de 
l'évolution. Une cascade enzymatique permet de lier une chaîne de molécules d'Ubiquitine sur 
les lysines des protéines cibles (Figure 11) pour induire la dégradation de ces dernières par le 
protéasome (Varshavsky, 1996; Varshavsky, 1997; Ciechanover, 1998; Ciechanover and 
Schwartz, 1998). L'importance de ce mécanisme a été hautement reconnu cette année puisque 
le prix Nobel de chimie 2004 a été décerné à ses découvreurs : Ciechanover, Hershko et Rose. 
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C'est l'action séquentielle de trois enzymes qui conduit à l'ubiquitination des protéines 

cibles.  
La première étape est catalysée par une enzyme E1 (ubiquitin-activating enzyme), qui 

active de façon ATP-dépendente l'extrémité C-terminale de l'Ubiquitine, tout en formant un 
pont thio-ester avec celle-ci par l'une de ses cystéines. On ne connaît qu'une seule enzyme E1 
chez l'homme. 

La seconde étape consiste à transférer l'Ubiquitine de l'enzyme E1 vers une cystéine de 
l'enzyme E2, une ubiquitin conjugating enzyme. Il existe plus de 20 enzymes E2. 

La dernière étape est réalisée par l'ubiquitin ligase E3 qui transfère l'Ubiquitine de 
l'enzyme E2 vers une lysine de la protéine cible ou vers une autre Ubiquitine déjà accrochée à 
la protéine cible. C'est l'enzyme E3 qui est spécifique de certaines protéines. 

 

Figure 11 : La réaction d'ubiquitination 

III.3.2 -  Les E3 ligases 

La E3 ligase est un élément clé de l'ubiquitination puisque c'est elle qui donne la 
spécificité de substrat au processus d'ubiquitination : 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 
o le complexe de type RING 
o le type à domaine HECT défini par une région C-terminale de 350 acides 

aminés 
o le type à U-box défini par un domaine de 70 acides aminés 

 
La plupart des complexes de type RING comportent une sous-unité adaptatrice Skp1, 

une Culline et une F-box protéine (FBP) : complexe SCF.  
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III.3.3 -  Les fonctions de l'ubiquitination 

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

La poly-ubiquitination conduit les protéines vers le protéasome, une structure 
cellulaire servant à dégrader les protéines en excès, celles ayant adopté une mauvaise 
conformation ou celles devenues inutiles à la cellule à un moment donné (Arrigo et al., 1988). 
Une protéine doit porter une chaîne d'au moins 4 Ubiquitines pour être reconnue et dégradée 
par la voie du protéasome. 

Le motif RING est responsable de l'activité E3 ligase et promeut la dégradation des 
protéines cibles selon la règle du N-terminal, qui vise à dégrader les protéines qui portent des 
résidus déstabilisants en N-terminal (Varshavsky, 1996; Xie and Varshavsky, 1999; Kwon et 
al., 2002). 

Notons qu'il existe d'autres voies de dégradation des protéines indépendantes de la 
voie  ubiquitine-protéasome ; elles peuvent faire intervenir des protéases, lysosomes, 
séquences PEST …  

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

 
Il a été montré que la mono-ubiquitination peut conduire les protéines membranaires 

vers la voie de l'endocytose et la dégradation par les lysosomes. Elle serait aussi impliquée 
dans la réparation de l'ADN, et l'export nucléaire de P53 (Hicke, 1999; Hicke, 2001).  

 
Siah possèderait cette double potentialité de mono- ou poly-ubiquitiner ses protéines 

cibles. En effet hSiah-2 est capable d'induire in vitro à la fois la mono et la poly-
ubiquitination de la Synphilin-1 (Liani et al., 2004). 

III.3.4 -  Siah et la dégradation par la voie du protéasome 

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

Conaway et al. dans une revue sur l'Ubiquitine (Conaway et al., 2002) soulèvent 
l'originalité de Siah par rapport au modèle classique de SCF-E3 ligase où la fonction E3 ligase 
est généralement due à un complexe protéique. Les protéines de la famille Siah peuvent 
suivre ce modèle de type SCF et agir en tant que partie d'un complexe E3 ligase (Li et al., 
1997; Tang et al., 1997; Liu et al., 2001; Matsuzawa and Reed, 2001; Li et al., 2002), mais 
elles peuvent aussi agir seules en tant que E3 ligase (Habelhah et al., 2002). 

Plusieurs équipes ont montré l'importance du domaine RING pour la dégradation des 
cibles de Siah par le protéasome, soulignant ainsi que le domaine RING est indispensable à 
l'activité E3 ligase de Siah (Hu and Fearon, 1999). 

Sina/Siah peut lier les enzymes de type E2 UbcH9 (Hu et al., 1997),UbcH8 (Wheeler 
et al., 2002) et UbcH5 (Matsuzawa and Reed, 2001) par leur domaine RING contenu dans 
leur partie N-terminale. Chez les plantes aussi, Sinat5 est capable de lier un homologue de 
UbcH5 et l'Ubiquitine (Xie et al., 2002). 
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Siah, en induisant l'ubiquitination de certaines protéines, les conduit vers la voie de 
dégradation. Siah-1 interagit avec APC une protéine majeure de la voie de dégradation (Liu et 
al., 2001).  

Siah induit la dégradation de nombreuses protéines ; entre autres la β-caténine, c-myb, 
BOB.1/OBF.1, N-CoR, DCC, TIEG-1, TRAF2, Numb, Bag-1, Kid et la Synaptophysine 
(Tableau 2 page 60). 

 
Les protéines Siah sont elles-mêmes ubiquitinées et dégradées par la voie du 

protéasome. La surexpression du domaine UBAb de liaison de l'Ubiquitine ligase Cbl-b aux 
Ubiquitines inhibe la dégradation de hSiah-1 sans affecter sa poly-ubiquitination (Davies et 
al., 2004). 

 
Si la majorité des ligands de Siah sont dirigés vers le protéasome, 

certaines protéines interagissant avec Siah ne sont ni ubiquitinées ni 
dégradées (voir Tableau 2 page 60). De plus Siah cible des protéines aux 
fonctions tellement variées qu'elle a besoin d'être finement régulée pour avoir 
une action cohérente avec les besoins de la cellule. 

III.4 -   La régulation de l'expression de Siah  

III.4.1 -  La régulation transcriptionnelle 

III.4.1.1 -  Généralités 

Après avoir cloné 3,5kb de la région promotrice du gène hsiah-1, une équipe japonaise 
a entrepris d'étudier la régulation de son expression (Maeda et al., 2002). C'est tout d'abord 
une analyse informatique qui a permis d'identifier un grand nombre de sites de liaison 
potentiels de différents facteurs de transcription impliqués dans la différentiation et la 
régulation du cycle cellulaire tels GATA-1, v-Myb, E2F… aucun site de type TATA ou 
CCAAT box n'a pu être identifié dans cette région. Par contre elle comprend trois sites de 
liaison à Sp1. 

De plus 2 séquences consensus incomplètes de liaison de la p53 ont été mises en 
évidence. 

Une activité promotrice basale a été localisée en –297/+50, tandis qu'un site de 
répression serait présent en –923/-298.  
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D'après(Maeda et al., 2002) 

Figure 12 : Le promoteur du gène hsiah-1 

Une analyse du profil d'expression d'un grand nombre de gènes montre que siah-1 et 
siah-2 ne présentent pas un profil d'expression typique des gènes régulés par le cycle 
cellulaire (Whitfield et al., 2002). 

 
La régulation transcriptionnelle de siah-2 n'a à ce jour pas été étudiée. 
 
La régulation transcriptionnelle par P53 fera l'objet d'un chapitre ultérieur (page 66). 
 

III.4.1.2 -  Une régulation par épissage alternatif ? 

III.4.1.2.1 -  Chez l'humain 

Comme nous l'avons déjà évoqué, l'ARNm hsiah-1 est présent sous 2 formes qui 
résultent de la présence de 2 ATG dans sa séquence. Les 2 ARNm coderaient pour des 
protéines ayant des activités sensiblement différentes (Iwai et al., 2004).  

III.4.1.2.2 -  Chez la souris 

.III.4.1.2.2.1 Des résultats difficilement interprétables 

C'est l'équipe de Bowtell qui a été la première à cloner les ADNc codant pour les 
homologues murins de sina (Della et al., 1993). Outre quelques différences dans leur 
séquence codante, les ADNc de siah-1a et siah-1b qui ont été clonés présentent chacun une 
longueur différente: 1,9 et 1,7 kb respectivement. 

 
Cette équipe a également mis en évidence la présence de deux bandes en Northern 

blots sur des ARN de souris hybridés avec une sonde siah-1 (reconnaissant à la fois siah-1a et 
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siah-1b). Ils ont estimé que ces deux bandes correspondaient à 2 isoformes de l'ARNm siah-
1a résultant d'une différence de polyadénylation, et non pas à siah-1a et siah-1b. 

Afin de valider cette affirmation, Bowtell et ses collaborateurs (Dickins et al., 2002) 
ont examiné l'expression des ARNm siah-1 dans les testicules de souris sauvages, 
hétérozygotes et KO pour siah-1a. La sonde reconnaissant à la fois siah-1a et siah-1b révèle 
deux bandes dont l'intensité diminue dans les hétérozygotes et disparaît totalement dans les 
souris KO siah-1a. Ils confirment ainsi que la sonde ne détecte bien que deux isoformes de 
siah-1a. 

Comme la plupart des gènes présents sur le chromosome X, siah-1b n'est pas exprimé 
durant la méiose des cellules germinales mâles (Heard and Avner, 2000). On ne peut donc pas 
détecter en Northern blot dans ces tissus (testicules) de bande correspondant à siah-1b. 

On ne peut donc pas exclure que, dans d'autres tissus, les deux bandes observées en 
Northern Blot avec cette sonde ne contiennent pas en partie du siah-1b. 

 
Dans un autre article (Frew et al., 2002), l'équipe de Bowtell affirme que les deux 

bandes observées sur des Northern blot (hybridés avec une sonde reconnaissant toujours à la 
fois siah-1a et siah-1b) représentent trois formes d'ARNm siah-1. La bande haute 
contiendrait, selon eux, siah-1b plus la forme longue de siah-1a, alors que la bande basse 
correspondrait à la forme courte de l'ARNm siah-1a.  

 
De plus, la taille des ADNc clonés par cette même équipe ne correspond pas aux 

tailles qu'ils observent en Northern blot. 
 
Un consortium réalisant du séquençage à haut débit a également cloné les ADNc 

codant pour les protéines Siah-1a et Siah-1b (Strausberg et al., 2002). Si la séquence de siah-
1b a été confirmée, celle de siah-1a présente des différences en 5' par rapport à celle publiée 
par Della et coll.. 

  
 Della et al. Consortium 

siah-1a NM_009172 1968 bp   

siah-1b NM_009173 1713 bp BC052887 1720 bp 

 

.III.4.1.2.2.2 Un début d'explication 

Dans le but de caractériser les bandes observées en Northern blot, nous avons réalisé 
différentes expériences de RACE-PCR. 

Nous obtenons pour siah-1b des clones pour lesquels la séquence en 3' de est identique 
à celle publiée par l'équipe de Bowtell et le consortium.  

 
Nous avons pu cloner en 5' de l'ADNc différents fragments contenant le premier exon 

de l'ARNm siah-1a. J'ai pu identifier : 
o 15 % de clones contenant l'exon décrit par Della et al. 
o 15 % de clones contenant l'exon décrit par le consortium 
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o 70 % des clones contenant un premier exon différant des deux précédents et 
qui n'avais encore jamais été décrit (AY495086) 

 Cet exon comporte au moins 231 pb, ce qui conduit à un ADNc entier d'au moins 
1900 pb pour siah-1a. 

 
Les RACE PCR ne nous ont pas permis pour l'instant d'obtenir des données sur les 

extrémités 5' de msiah-1b ni 3' de msiah-1a. 
 
Ces expériences ont révélé qu'il existe bien plusieurs isoformes d'ADNc siah-1a 

présentant différentes tailles. Il conviendrait de poursuivre le clonage en 5' de siah-1b et en 3' 
de siah-1a pour déterminer les tailles et séquences exactes des ARNm. Nous pourrions alors 
identifier clairement  les bandes observées en Northern blot. 

 
Nous envisageons également de déterminer la raison de l'existence d'un épissage 

alternatif en 5' de msiah-1a, et de savoir s'il est spécifique à certains tissus, certains stades... 

III.4.2 -  La régulation post-transcriptionnelle 

III.4.2.1 -  Au niveau ARNm 

Le complexe Nanos-Pumilio est un répresseur de la traduction impliqué dans la 
morphogenèse et le développement des cellules germinales chez la drosophile. Un complexe 
homologue (Nanos1-Pumilio2) contenant aussi un motif de liaison à l'ARN a été identifié 
chez l'humain. Une recherche informatique des ARNm présentant une séquence 3' non 
codante semblable à celle présente dans les cibles connues du complexe chez la drosophile a 
permis d'identifier hsiah-1 comme une cible potentielle de Nanos1-Pumilio2. Il a ensuite été 
montré qu'à la fois Nanos1 et Pumilio2 sont capables de lier la région 3' non codante de 
l'ARNm hsiah-1 (Spik A, 2003). Cette liaison pourrait jouer sur la stabilité de l'ARNm et 
ainsi réguler le niveau de la protéine. 

III.4.2.2 -  La dégradation de la protéine 

Comme nous l'avons évoqué plus haut, Siah est une protéine dont la fonction majeure 
est d'induire la dégradation d'autres protéines par le protéasome. Pourtant Siah est elle même 
ubiquitinée et dégradée par le protéasome (Hu and Fearon, 1999; Lorick et al., 1999). Son 
niveau basal est ainsi maintenu très bas, de sorte qu'il est très difficile de détecter la protéine 
endogène dans des cellules ou des tissus. 

La délétion du domaine RING semble empêcher la propre dégradation de Siah par le 
protéasome sans que son niveau de transcription soit affecté (Hu and Fearon, 1999). 

 
En présence de Disabled-1, un adaptateur cytosolique essentiel au développement du 

système nerveux central, l'ubiquitination et l'activité E3 ligase de Siah-1a sont diminuées 
(Park et al., 2003), ce qui conduit à une augmentation de son expression puisqu'elle est moins 
"auto-ubiquitinée". 
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III.4.3 -  Une expression différentielle 

III.4.3.1 -  Localisation intracellulaire 

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

La délétion de la partie C-terminale ou du domaine RING de Siah-1 entraîne une perte 
de spécificité de la localisation de la protéine (Hu and Fearon, 1999; Germani et al., 2003). 

III.4.3.2 -  Distribution tissulaire 

Comme nous le verrons plus loin, la détection des protéines Siah endogènes est très 
difficile du fait de leur dégradation permanente. L'expression des gènes est donc plutôt 
quantifiée au niveau de leur transcription. 

Les ARNm hsiah-1 et hsiah-2 sont exprimés à de faibles niveaux mais de façon 
uniforme dans la plupart des tissus adultes (Adams et al., 1995). Chez la souris, siah-1a, siah-
1b et siah-2 sont largement exprimés à de faibles niveaux chez l'embryon et l'adulte (Della et 
al., 1993). 

III.4.3.2.1 -  Siah-1 

L'ARNm codant pour  hSiah-1 a initialement été trouvé dans un grand nombre de 
tissus (Su et al., 2002), incluant le cœur, le cerveau, le placenta, les poumons, le foie et les 
muscles squelettiques (Nemani et al., 1996; Matsuo et al., 2003; Nagano et al., 2003). 

Il faut noter que nous avons trouvé dans le placenta 2 formes de l'ARNm hsiah-1 
résultant probablement d'un épissage alternatif spécifique à ce tissu (Nemani et al., 1996). 

Hsiah-1 est beaucoup plus exprimé dans les cellules pré-B que dans les cellules 
souches hématopoïétiques (Muschen et al., 2002). L'expression de hsiah-1 est réduite 2,7 fois 
dans des cellules-B CD38+ comparées aux cellules CD38- (Boehm et al., 2001). 

 
Msiah-1a est exprimé dans de nombreux tissus, avec une intensité particulièrement 

haute dans le cerveau, et une plus moyenne dans les poumons, les testicules et le thymus 
(Della et al., 1993). On le trouve aussi exprimé dans les embryons en pré implantation 
(Stanton and Green, 2001).  

Msiah-1b est enrichi dans la fraction des cellules endothéliales durant le 
développement vasculaire et l'angiogénèse au niveau des poumons (Favre et al., 2003). Etant 
localisé sur le chromosome X, le gène siah-1b n'est pas exprimé durant la méïose des cellules 
germinales mâles. 

Les cellules particulières de l'hypocampe et du cerrebellum que sont les neurones 
pyramidaux et les cellules de Purkinje, qui expriment fortement les récepteurs au glutamate, 
expriment aussi très fortement l'ARNm msiah-1 (Moriyoshi et al., 2004). 

 
Siah-1a est induit suite à la translocation chromosomique aboutissant à la protéine de 

fusion MLL-CBP (Wang et al., 2005). 
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L'expression de l'ARNm codant pour Siah-1 varie au cours du développement des 

bourses de Fabricius chez le poulet (Neiman et al., 2001). 

III.4.3.2.2 -  Siah-2 

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

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

L'analyse par micropuce à ADN de l'expression de hsiah-2 dans différentes cellules 
lymphocytaires a pu mettre en évidence de grandes diversités d'expression. Siah-2 est 
exprimé dans le centre germinal des cellules B et dans les cellules B activées in vitro 
(Alizadeh et al., 2000).  

Siah-2 est exprimé dans les testicules au niveau des spermatides post méïotiques, c'est 
à dire à un stade de développement comparable à celui des cellules germinales femelles où 
l'on commence à observer ce même ARNm. 

Adams et al ont identifié un homologue de sina exprimé dans le cerveau humain. Cet 
homologue serait hsiah-2 (Adams et al., 1992; Della et al., 1993). 

 
Msiah-2 semble ubiquitaire mais est plus fortement exprimé au niveau de l'épithélium 

olfactif, de la rétine, du cartilage en prolifération et des cellules germinales (Della et al., 
1993). L'ARNm msiah-2 est très abondant dans les cellules du système nerveux central qui 
présentent 2 isoformes de siah. De même, des cellules de neuroblastome N18 présentent ces 2 
isoformes alors que des cellules 293T n'en possèdent qu'une (Zhang et al., 1998). 

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

III.4.3.3 -  Une expression modifiée biologiquement 

Un grand nombre de molécules sont connues pour influencer l'expression des 
protéines et ARNm siah. 

 
Les gènes siah semblent exprimés dans toutes les populations des cellules 

hématopoïétiques (cellules progénitrices ou matures) (Bowtell et al. unpublished). Toutefois 
le niveau d'expression des 3 gènes siah murins semble varier au cours de la maturation des 
lymphocytes B (Hoffmann et al., 2002). 

 
Hsiah-2 est induit par un traitement à l'œstradiol (Frasor et al., 2004), par Wnt-5a dans 

les cellules 293 (Topol et al., 2003), et rapidement par TRAIL, un membre de la famille du 
TNFα capable d'induire la mort de cellules tumorales (Kumar-Sinha et al., 2002). Hsiah-2 est 
induit dans des cellules traitées par la drogue AP20187 (Lu et al., 2004) qui induit la 
dimérisation et l'activation de protéines de fusion contenant un domaine récepteur aux 
facteurs de croissance, ici une kinase EIF2 artificielle. Siah-2 est donc un maillon de la 
cascade d'activation induite par un stress et passant par eIF2. Siah-2 est aussi induite lors d'un 
stress hypoxique (Nakayama and Ronai, 2004). 
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Au contraire, l'expression de hsiah-2 est légèrement diminuée dans des cellules traitées 

par le TGFβ1 (Perou et al., 1999). Des études ont montré que des souris KO pour CDK4 
n'expriment plus siah-2 au niveau des testicules (Rane et al., 1999). 

 
La surexpression de P21/Waf1/Cip1 entraîne une augmentation de la quantité 

d'ARNm codant pour Siah-1 (Linares-Cruz et al., 1998). 
Hsiah-1 est réprimé au niveau transcriptionnel lors d'une stimulation par le sérum (Iyer 

et al., 1999). 
En étudiant le profil d'expression de gènes référence, Laegreid et col. ont classé 

différents gènes en fonction de leur variation d'expression.  Ainsi siah-1 a été prédit comme 
intervenant dans le métabolisme des lipides et la transcription (Lagreid et al., 2003). 

 
Siah-1b est surexprimé dans les cellules traitées par de l'insuline et du glucose mais 

pas par l'IGF1 (Dupont et al., 2001; Ohsugi et al., 2005). 
 
Il a été montré qu'un régime hypocalorique affectait l'expression de siah-1a (Lee et al., 

2002). 

III.4.3.4 -  Une expression modifiée chimiquement 

L'expression de siah-1a diffère entre un cerveau normal et un autre traité à la 
métamphétamine (Brown et al., 2002). 

Hsiah-1 est induit 7,69 fois en réponse au chrome (Ye and Shi, 2001). 
La quantité intracellulaire du complexe APC/Siah-1 augmente de 2 à 3 fois dans les 

cellules traitées au lithium (Olmeda et al., 2003). 
 

Les cellules traitées avec la tunicamycine subissent un stress au niveau de leur réticulum 
endoplasmique. Des cellules HT-22 (sous clone des HT-4) traitées avec cet agent 
surexpriment Siah-2 (Lu et al., 2004). Cette augmentation de l'expression de Siah-2 serait 
entre autres médiée par l'activation du facteur initiateur de la traduction eIF2α. Mais le rôle de 
Siah dans ce type de phénomène physiologique n'est pas encore compris. 
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III.5 -   Au niveau de l'organisme : implication des protéines Siah dans 
le développement 

Les drosophiles mutées sur le gène sina sont léthargiques et présentent des 
mouvements non coordonnés (Carthew and Rubin, 1990). Aucune explication de l'apparition 
de ces phénotypes n'a été avancée pour le moment. 

Comme nous l'avons vu plus haut ( III.1.1 - page 33), Sina est capable d'induire la 
dégradation du répresseur de transcription Tramtrack et ainsi permettre le développement du 
photorécepteur R7 (Li et al., 1997; Tang et al., 1997). 

 
 
Dans le but d'approfondir la compréhension des fonctions de Siah, des souris KO pour 

chacun des gènes murins ont été générés par l'équipe de Bowtell. Elles présentent toutes des 
phénotypes différents, ce qui indique qu'elles ont chacune des activités propres. Ces 
phénotypes montrent que les protéines Siah agissent à différents stades du développement. 

III.5.1 -  Rôle majeur des protéines Siah dans l'embryogénèse 

Les souris KO pour siah-1b présentent de lourds défauts au stade embryonnaire et la 
plupart des fœtus dégénèrent (Frew et al., 2002). Ceci implique un rôle majeur de Siah-1b au 
cours du développement embryonnaire.  

Siah-1a pourrait être impliquée dans la formation de la cavité embryonnaire (Maekawa 
et al., 2005). 

 
hSiah-1 dégrade Numb (Susini et al., 2001) une protéine majeure du développement 

de la drosophile. Elle est associée à la membrane et se localise asymétriquement lors du 
développement des organes sensoriels. Numb bloque la voie Notch qui active la transcription 
de différents gènes essentiels à l'embryogénèse. La quantité de Numb/Notch régule la balance 
entre prolifération et différenciation. 

 
Des embryons de Xénope auxquels on a injecté l'ARNm codant pour hSiah-1 

présentent une forte ventralisation et une dorsalisation réduite comme l'indique l'index dorso-
antérieur (Liu et al., 2001). Cet effet serait notamment dû à une dégradation accrue de la β-
caténine.  

Il a récemment été montré que Siahz interagit avec Sinup, une nouvelle protéine 
impliquée à différents stades du développement embryonnaire (Ro et al., 2005). 

III.5.2 -  Effet de Siah-1a sur la croissance 

Le KO partiel (il reste les 22 premiers acides aminés) du gène siah-1a a entraîné 
l'apparition de plusieurs phénotypes. 

Si jusqu'à 18 jours de développement embryonnaire il n'a pas été trouvé de différence 
de croissance entre les souris sauvages et les souris KO, dès 24h après la naissance, une 
différence significative de poids est observée. Cette différence augmente avec l'âge et une 
souris mutante adulte ne pèse que  60% du poids d'une souris normale (Dickins et al., 2002). 
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La baisse de poids a d'une façon générale touché tous les organes de la même façon, hormis 
les testicules et le foie qui étaient, proportionnellement au reste du corps, plus petits et les 
poumons et le cerveau qui étaient proportionnellement plus gros que dans des souris 
sauvages. 

Cette anomalie de croissance n'est pas due à un effet de Siah-1a sur la croissance 
cellulaire en générale car des MEFs provenant de souris KO poussent et meurent de la même 
façon que des souris sauvages. 

Il faut aussi noter que les souris siah-1a KO présentent une forte mortalité. 
 
L'analyse des double mutants siah-1a/siah-2 (Frew et al., 2003) a montré une 

augmentation de la mortalité des souris dans les premières heures après naissance pour une 
raison indéterminée car ces doubles mutants sont physiologiquement et histologiquement 
identiques aux mutants siah-1a. Le développement et tous les organes des souris KO 
uniquement pour siah-2 sont normaux. Siah-1a et Siah-2 ont donc des activités redondantes. 

III.5.3 -  Implication dans le développement neuronal 

III.5.3.1 -  La formation des yeux 

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

 
Xsiah-2 est un ARNm présent dans l'ovocyte non fécondé et est impliqué dans le 

développement de l'œil et du cerveau de Xénope (Bogdan et al., 2001). La surexpression de 
Siah-2 induit une réduction de la taille de l'œil (Della et al., 1995). 

III.5.3.2 -  Les récepteurs à la Nétrine 

La structure et la séquence de DCC et de la Néogénine sont similaires. Toutes deux 
font partie de la famille  des récepteurs à la Netrine (Keino-Masu et al., 1996), une protéine 
importante pour le guidage des neurones et la migration cellulaire pendant le développement 
neuronal (Chan et al., 1996; Kolodziej et al., 1996; Serafini et al., 1996; Fazeli et al., 1997). 

La Néogénine est capable de lier Siah-1b (Cooper, 2002), tandis que les protéines 
Sina/Siah induisent l'ubiquitination et la dégradation de DCC par le protéasome (Hu et al., 
1997).  

III.5.4 -  Implication dans la formation des os 

Des études plus poussées sur les souris mutantes pour siah-1a ont révélé des 
phénotypes particuliers : elles présentent un grand nombre d'ostéoclastes et un faible nombre 
d'ostéoblastes ce qui induit une ostéopénie sévère (Frew et al., 2004). Ce phénotype n'est pas 
dû à un problème de différenciation ou de prolifération cellulaire. De plus l'augmentation du 
nombre d'ostéoclastes n'est pas issu d'une variation du nombre de progéniteurs car les souris 
mutantes en contiennent autant que les contrôles. 
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Les souris mutantes présentent une réduction du volume de l'ostéoïde. Ceci peut 
s'expliquer par une forte capacité des ostéoblastes mutants à induire la minéralisation. 

 
Des études de greffe de moelle osseuse ont montré que les anomalies osseuses des 

souris mutantes pour siah-1a ne viennent pas des cellules en elles mêmes mais plus 
vraisemblablement de facteurs (circulants ou cellulaires) environnants. La concentration 
calcique dans le sérum n'est pas affectée dans les mutants. 

 
Lors de la différentiation et de l'activation des ostéoclastes, il y a activation de 

récepteurs qui transduisent leur activation par les protéines TRAF (TNF receptor associated 
factor). Or Siah-1 présente des homologies structurales avec les protéines TRAF, et Siah-1a 
est impliquée dans la transduction du signal de TNFα par TRAF2 (Polekhina et al., 2002). En 
outre, Siah-1a induit la dégradation de TIEG-1 (TGFβ-inducible early growth response), une 
protéine sous le contrôle de facteurs de prolifération et de différentiation des ostéoblastes et 
ostéoclastes (Johnsen et al., 2002). Il faut aussi noter que la β-caténine, une autre cible de 
Siah-1a, a été impliquée dans la voie d'activation de la prolifération des ostéoblastes et de 
formation de la matrice osseuse (Kato et al., 2002). 

III.5.5 -  Implication dans l'hématopoïèse 

En l'absence de Siah-2  il n'a pas été noté de problème au niveau du thymus de la rate ou 
des ganglions lymphatiques. Mais les KO siah-2 ont une moëlle osseuse contenant un 
compartiment de progéniteur myéloïde étendu sans qu'un type particulier de cellules 
myéloïdes soit favorisé. La perte de Siah-2 n'altère pas la prolifération des lymphocytes B en 
réponse aux agents mitogènes (Frew et al., 2003). La perte combinée de Siah-1a et Siah-2 
n'affecte pas l'hématopoïèse normale des souris. 

 
Les mutants siah-1a générés par l'équipe de Bowtell présentent un déficit en globules 

blancs : les souris -/- contiennent 50 à 70 % moins de globules blancs que des souris contrôle 
au niveau de la rate, du thymus, des ganglions lymphatiques et de la moëlle osseuse (Frew et 
al., 2004). 

La diminution  du nombre total de cellules n'est pas due à la diminution d'un type 
cellulaire en particulier, mais de tous les types cellulaires de la lignée blanche. Toutefois des 
études in vitro montrent que Siah-1a n'est pas indispensable à la prolifération des cellules 
hématopoïétiques. De plus l'augmentation du nombre d'ostéoclastes n'est pas dû à une 
variation du nombre de progéniteurs car les souris mutantes en contiennent autant que les 
contrôles. 

III.5.6 -  Une activité au niveau des organes sexuels 

Les mutants pour siah-1a sont stériles pour des raisons que nous allons développer ci-
dessous (voir page 54). 

Les souris KO pour siah-2 sont fertiles. 
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Les drosophiles mutées sur le gène sina sont stériles bien qu'elles ne présentent pas 
d'anomalies au niveau de leurs gamètes (Carthew and Rubin, 1990). 

III.6 -   Au niveau cellulaire : le rôle de Siah dans la prolifération et 
l'apoptose 

III.6.1 -  Siah et le cycle cellulaire 

III.6.1.1 -  Généralités 

Différentes équipes ont montré l'implication des protéines Siah dans le cycle cellulaire. 
D'ailleurs, il a été montré que le niveau d'expression de siah-1 varie au cours du cycle 
cellulaire (Frew et al., 2002). Il est notamment régulé positivement par deux protéines 
majeures de la progression dans le cycle cellulaire : P53 et P21/Waf1/Cip1 (Amson et al., 
1996; Linares-Cruz et al., 1998; Roperch et al., 1999; Liu et al., 2001). A l'opposé, des études 
ont montré que P21/Waf1/Cip1, une protéine majeure du cycle cellulaire est plus exprimée 
dans les cellules surexprimant Siah-1 que dans les cellules contrôles (Nemani et al., 1996; 
Germani et al., 2003).  

 
En accord avec le rôle de Siah-1 dans l'arrêt de croissance, la stimulation par le sérum 

de fibroblastes humains induit une forte répression de siah-1 au niveau transcriptionnel. La 
cinétique de répression de siah-1 est comparable à celle de gènes  impliqués dans le cycle de 
division cellulaire (Iyer et al., 1999). 

 
De plus, en surexprimant Siah-1 dans certaines lignées, on observe une diminution de 

la croissance cellulaire (Matsuzawa et al., 1998; Bruzzoni-Giovanelli et al., 1999). De même 
chez le poisson, Siaz induit l'arrêt de croissance en inhibant la transition G2/M (Ro et al., 
2004).  

 
Siah-1 et Siah-2 induisent la dégradation de CtIP (CTBP-interacting protein) par le 

protéasome (Germani et al., 2003). CtIP est une protéine qui inactive brca1 (Li et al., 2000) le 
gène suppresseur de tumeur impliqué dans le mécanisme de réparation de l'ADN, la 
croissance cellulaire, la régulation transcriptionnelle… En dégradant CtIP, Siah libère 
BRCA1 qui peut alors transactiver les gènes majeurs du cycle cellulaire : p21/waf1/cip1, 
gadd45, tbp ou le facteur de transcription tfIIB (transcription factor II B). 

 
Siah régule la dégradation de la protéine oncosuppressive Numb (Susini et al., 2001) 

dont la surexpression inhibe la prolifération cellulaire. 

III.6.1.2 -  La mitose 

Outre un ralentissement de croissance, il a été observé dans les cellules surexprimant 
Siah-1 de nombreuses anomalies au niveau de la mitose conduisant à l'apparition de cellules 
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de grande taille et dans plus de 50% des cas plurinucléées. Ces cellules résultent d'une mitose 
incomplète où la division nucléaire n'est pas suivie d'une cytokinèse (Bruzzoni-Giovanelli et 
al., 1999). 

La tubuline, élément majeur du cytosquelette, et dont la régulation fine permet entre 
autres le bon déroulement de la mitose, est affectée par une surexpression de Siah-1. Le 
fuseau mitotique est notamment fortement perturbé dans certaines cellules transfectées, et un 
nombre anormal de centrosomes est observé dans les cellules plurinucléées en particulier. 
L'α-tubuline est un ligand de Siah-1 (Germani et al., 2000). 

III.6.1.2.1 -  La protéine Kid 

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

Kid est l'homologue humain du gène nod chez la drosophile qui est aussi connu pour 
son importance dans l'alignement des chromosomes le long de la plaque métaphasique (Zhang 
and Hawley, 1990; Zhang et al., 1990; Afshar et al., 1995; Afshar et al., 1995) tout comme 
son homologue xkid chez le xénope (Antonio et al., 2000).Pour cette raison l'anaphase ne peut 
débuter sans qu'au préalable Kid n'ait été dégradée par l'Anaphase Promoting Complex (APC) 
et le protéasome, sauf chez l'humain où l'on trouve encore Kid au niveau des centromères 
anaphasiques (Tokai et al., 1996). 

La dégradation de Kid par Siah-1 a été observée chez l'humain, mais pas chez le xénope 
(résultats non publiés de l'équipe de Lorca). Il faut noter que Kid peut être dégradée par APC 
et que Siah-1 interagit avec APC. 

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

III.6.1.2.2 -  La protéine Bag-1 (Bcl-2-associated athanogene) 

Siah-1a interagit avec l'isoforme S de Bag-1 (Matsuzawa et al., 1998; Luders et al., 
2000). Bag-1 a été découverte comme interagissant avec Bcl-2 et favorisant la survie 
cellulaire (Takayama et al., 1995), mais aussi avec de nombreuses autres protéines dont elle 
régule l'activité notamment à travers son action sur les protéines de choc thermique (Hohfeld 
et al., 2001; Gehring, 2004). La surexpression de Bag-1 induit une activation de la 
transcription et protège les cellules d'une apoptose induite par un choc thermique.  

Bag-1 contient un domaine similaire à l'Ubiquitine dont le rôle n'est toujours pas 
élucidé bien que l'on sache qu'il peut interagir avec le protéasome. 

 
Si l'interaction entre les 2 protéines est connue depuis longtemps, son rôle fonctionnel 

n'a toujours pas été élucidé. On sait juste que la surexpression de Siah-1a seule induit l'arrêt 
des cellules en phase G0/G1 et G2/M, et une diminution du nombre de cellules en phase S 
(Matsuzawa et al., 1998). Or, si Bag-1 est surexprimée en même temps, cet effet est réversé. 
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III.6.1.2.3 -  La protéine Siah-BPI (Siah Binding Protein I) 

Lors de travaux n'ayant pas fait l'objet d'une publication, l'équipe de Bowtell a réalisé 
un criblage en double hybride de levure afin d'identifier des partenaires de Sina et Siah. Ils ont 
entre autres isolé un ADNc codant pour une protéine interagissant avec Siah et jusqu'alors 
inconnue qu'ils ont nommé SiahBPI pour Siah Binding Protein I (séquence codante partielle  
NCBI Acc.N. U51586). Depuis, cette protéine a également été nommée pyrimidine-tract 
binding splicing factor, poly-U binding splicing factor PUF60 et RoBPI. RoBPI résulterait en 
fait d'un épissage alternatif de l'ARNm siahBPI. 

En 1999 une autre équipe a encore renommé la protéine fuse-binding protein-
interacting repressor (FBP-IR soit FIR) (Page-McCaw et al., 1999). FBP et FIR sont des 
facteurs affectant la transcription de myc. Le proto-oncogène myc code pour un facteur de 
transcription impliqué notamment dans la croissance cellulaire et la prolifération. 

 
L'effet inhibiteur de Siah-BPI sur l'expression de Myc est un mécanisme 

potentiellement important de la mitose. Il faut maintenant connaître l'influence de Siah sur 
SiahBPI. 

III.6.1.3 -  La méïose 

Les souris KO pour siah-1a sont stériles (Dickins et al., 2002), ont des testicules petits 
proportionnellement au reste du corps mais produisent un taux normal des différentes 
hormones sexuelles (testostérone, FSH et LH). Si certaines femelles KO ont pu produire des 
souriceaux (mais qui ne vivaient qu'un seul jour), les mâles sont totalement stériles. 

Ce n'est pas le seul cas où l'on montre qu'un défaut d'ubiquitination entraîne des 
problèmes de spermatogénèse (Berruti and Martegani, 2005). 

Les souris mâles présentent d'importantes perturbations des testicules au niveau du 
tube séminifère, très peu de cellules dépassent le stade de la méïose I ce qui entraîne l'absence 
de spermatides . Si la prophase I semble normale, la métaphase I et surtout l'anaphase I 
semblent les stades les plus touchés par la délétion du gène siah-1a. 

Plusieurs phénomènes semblent empêcher l'aboutissement de la méiose I : une 
dégénération des cellules en métaphase et anaphase I, une mauvaise ségrégation des 
chromosomes et une cytokinèse défaillante entraînant toutes deux l'apparition de cellules 
multinucléées. 

 Les travaux menés jusqu'alors par l'équipe de Bowtell n'ont pas permis de comprendre 
par quel mécanisme l'absence de Siah-1a bloque les spermatocytes en métaphase I. 

On peut penser que dans des souris sauvages, Siah-1a entraîne la dégradation d'une ou 
plusieurs protéine(s) impliquée(s) dans la transition de la métaphase à l'anaphase. L'hypothèse 
de l'implication de la protéine Kid (voir plus haut) a été avancée mais n'est toujours pas 
résolue. 

 
Il faut noter que le gène siah-1b est localisé sur le chromosome X qui est soumis à une 

répression transcriptionnelle durant la méïose dans les cellules germinales mâles (Heard and 
Avner, 2000). Ceci pourrait expliquer pourquoi l'absence de Siah-1a entraîne des effets au 
niveau de la méïose et pas au niveau de la mitose où Siah-1b pourrait palier à son absence. 
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T-STAR/Salp/SLM-2/KHDRBS3 est une cible de Siah-1 (Hyslop et al., 2004; 

Venables et al., 2004) et est dégradée par le protéasome 26S. 
T-Star est exprimée dans les testicules et semble régulée lors de la méïose des cellules 

germinales de rat. Elle est capable de lier et vraisemblablement de réguler l'activité de RBM, 
une protéine de liaison à l'ARN impliquée dans la spermatogenèse. 

III.6.2 -  Siah et l'apoptose 

III.6.2.1 -  Généralités 

L'apoptose conduit à la mort des cellules en fin de vie, des cellules inutiles, et des 
cellules qui présentent des anomalies irréparables. Ce mécanisme est primordial dans le 
développement puisqu'il permet l'organogénèse (ex : élimine la palmature des phalanges), de 
sélectionner les cellules immunitaires pour qu'elles reconnaissent le non-soi, … 

 Ce phénomène passe par l'activation de protéines particulières : les caspases. Une fois 
activées elles induisent une cascade de clivage de protéines essentielles à la vie cellulaire, ce 
qui aboutit au suicide des cellules. L'apoptose est souvent dérégulée dans les cancers, de sorte 
que les cellules qui devraient être éliminées, au contraire prolifèrent. 

 
Notre équipe a montré par cDNA differential display  que siah-1b est un gène induit 

lors de l'apoptose initiée par le gène suppresseur de tumeur p53 dans le système inductible 
LTR6 (Amson et al., 1996) (voir  II.5.4.3 -  page 23). Des études par Northern blot ont 
confirmé ce résultat. 

De plus dans des cellules U937 et dans les cellules d'hépatome, la surexpression du 
seul gène siah-1 peut induire la mort cellulaire programmée (Bruzzoni-Giovanelli et al., 1999; 
Roperch et al., 1999; Okabe et al., 2003). En outre, l'expression de hSiah-1 dans les cellules 
de l'épithélium intestinal est beaucoup plus forte au niveau des cellules des villosités qui sont 
entrées en apoptose qu'au niveau des cellules basales en division (Nemani et al., 1996). 

 
 

 
 

Figure 13 : Expression de siah-1 dans les cellules intestinales en apoptose à 
l'extrémité des villi 

Il a récemment été montré que les 3 gènes murins sont surexprimés dans un modèle 
d'induction d'apoptose par rapport à des cellules normales (Desagher et al., 2005). 

a : coupe longitudinale
où l'ADN est marqué
en vert et les cellules
apoptotiques en jaune.
b : coupe de l'apex des
villi où l'ARNm siah-1
est marqué en vert.
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En accord avec ces données, la diminution de l'expression de Siah-1 par stratégie 
antisens induit une diminution de l'apoptose induite par P53 (Susini et al., 2001). 

 
Toutefois des effets en contradiction avec l'effet pro apoptotique de Siah ont été 

obtenus dans des cellules leucémiques : les cellules résistantes à l'apoptose induite par des 
oligonucléotides CpG surexpriment hSiah-1 par rapport aux cellules sensibles (Tidd et al., 
2003). Cette apoptose induite ne requiert pas l'activation de Caspase-3, ni le changement de 
potentiel mitochondrial, ni l'externalisation de la phosphatidyl-serine ni la cassure de l'ADN.  

III.6.2.2 -  La β-caténine 

Le blocage de la voie Wnt/β-caténine semble un élément important du mécanisme 
d'apoptose. L'activation d'un récepteur membranaire provoque une stabilisation de la β-
caténine qui s'accumule et est dirigée vers le noyau, où, avec la coopération de facteurs de 
transcription, elle induit l'expression de gènes cibles (Peifer and Polakis, 2000; Polakis, 2001) 
(Figure 14). Ceci induit une prolifération cellulaire et inhibe l'apoptose (Orford et al., 1999) 

Siah-1 et Siah-2 (en complexe avec APC) sont des médiateurs de la dégradation de la 
β-Caténine (Liu et al., 2001; Matsuzawa and Reed, 2001; Topol et al., 2003). D'après Iwai et 
collaborateurs, ce serait la forme longue de hSiah-1 (Siah-1L) qui serait responsable de la 
dégradation de la β-caténine in vivo en réponse à P53 (Iwai et al., 2004). 

 

D'après (Matsuzawa and Reed, 2001) 

Figure 14 : Les voies d'activation de la β-caténine 
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Des mutations ponctuelles de siah-1 inhibent son action sur la dégradation de la β-
Caténine et ainsi l'induction de l'apoptose (Kim et al., 2004). 

III.6.2.3 -  La protéine Pw1/Peg3 

Durant une phase précoce de l'apoptose, la protéine pro-apoptotique Bax est 
transloquée du cytosol à la mitochondrie. Ce phénomène est sous la dépendance de la protéine 
à doigt de zinc Pw1/Peg3 (Deng and Wu, 2000) car l'inhibition de Pw1/Peg3 empêche la 
translocation de Bax dans la mitochondrie et donc le relargage du cytochrome C et l'activation 
des caspases. 

Le gène codant pour Pw1/Peg3 est sous la régulation de P53 mais ne peut à lui seul 
(en l'absence de P53) induire l'apoptose. Une cotransfection de siah-1a et Pw1/Peg3 peut en 
revanche induire l'apoptose (Relaix et al., 2000). 

Siah-1a agirait donc en synergie avec Pw1/Peg3 pour induire l'apoptose. 

III.6.2.4 -  La protéine TRAF2 

Siah-2 induit l'ubiquitination et la dégradation de TRAF-2 en réponse à des signaux 
apoptotiques (Habelhah et al., 2002). TRAF2 est un important régulateur des signaux 
apoptotiques. TRAF2, en réponse à NFκB, régule négativement les  signaux apoptotiques 
venant de TNFR1 (Shu et al., 1996; Wang et al., 1998). TRAF2 induit la voie JNK en réponse 
au TNFα .  

III.6.2.5 -  La GAPDH 

Comme nous l'avons déjà évoqué, il a très récemment été montré que Siah peut lier la 
GAPDH, une protéine de la glycosylation qui est transloquée au noyau durant l'apoptose. En 
réponse au stress, la GAPDH est S-nitrosylée, ce qui lui permet de se lier à Siah. Ce complexe 
stabilisant Siah est transloqué au noyau où il active l'apoptose en induisant notamment la 
dégradation de protéines nucléaires. Sans cette translocation nucléaire, l'activité pro-
apoptotique de Siah est nettement affaiblie (Hara et al., 2005). 

III.6.2.6 -  Autres implications de Siah dans l'apoptose 

Siah-1 est capable d'induire la dégradation du répresseur transcriptionnel TIEG1 
(Johnsen et al., 2002). TIEG1 (Transforming growth factor- (TGF)1-inducible early gene-1) 
est induit par le TGF pour aller s'associer aux séquences riches en GC des promoteurs de ses 
gènes cibles pour réprimer leur expression. En réprimant certains gènes codants eux-mêmes 
pour des répresseurs transcriptionnel, TIEG1 est aussi capable d'induire l'expression de 
certains gènes, tel p21, de façon indirecte. 

La surexpression de TIEG1 induit un arrêt de croissance et une apoptose accrue ce qui 
est contradictoire avec sa dégradation par la protéine pro-apoptotique Siah-1.  

 
En interagissant avec le domaine de liaison à l'ADN de c-Myb, la partie N-terminale 

de Siah-1a joue un rôle dans la dégradation de c-Myb induite par P53 (Tanikawa et al., 2000). 
C-Myb est un activateur de transcription qui peut aussi se lier et activer la protéine de choc 
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thermique HSF3. Comme c-Myb est activée au moment de la transition G1/S, elle joue un 
rôle important dans le cycle cellulaire et l'apoptose. 

 
La protéine Peg10, surexprimée dans certains cancers hépatiques, est capable de 

s'associer avec hSiah-1 et hSiah-2 et de diminuer l'apoptose induite par celles-ci (Okabe et al., 
2003). 

 
Siah-1 tout comme Siah-2 est capable d'induire la dégradation des protéines PML et 

PML-RAR ainsi que d'autres protéines de la famille TRIM (TRIM 5, 9 et 21) via le 
protéasome (Fanelli et al., 2004). Cette induction passe par le domaine RING de Siah et une 
interaction directe entre Siah et PML.  

La protéine PML serait impliquée dans l'induction de l'apoptose et de l'arrêt de 
croissance cellulaire (Wang et al., 1998). C'est un corégulateur transcriptionnel qui interagit à 
la fois avec des activateurs et des répresseurs de la transcription (Vallian et al., 1997; Tsuzuki 
et al., 2000). PML est induite en réponse à un stress et facilite les modifications post-
traductionnelles de P53 (Ferbeyre et al., 2000; Pearson et al., 2000).  

III.6.3 -  Autres fonctions cellulaires de Siah 

Siah-1a et Siah-2 régulent la protéine majeure de la réponse à l'hypoxie : HIF-1α, via 
leur effet sur les protéines PHD1 et PHD3 (Habelhah et al., 2004), elles mêmes impliquées 
dans la dégradation de HIF-1α (Nakayama and Ronai, 2004). En l'absence de Siah, les 
protéines PHD ne sont plus dégradées et conduisent la totalité des protéines HIF-1α vers la 
dégradation. 

A l'inverse, une hypoxie entraîne une transcription accrue de siah-2 (Nakayama et al., 
2004) ce qui permet l'activation de HIF-1α et donc une réponse appropriée au stress. 

 
D'autres fonctions ont été suggérées pour Siah, mais en raison de leur caractère 

hypothétique ne seront pas développées ici. 
 

La régulation de la quantité de diverses protéines impliquées dans la prolifération 
cellulaire, la mitose, la méïose ou l'apoptose permet à Siah de contrôler diverses étapes du 
cycle cellulaire. 
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Dégradation Ref msiah-1a msiah-1b hsiah-1 hsiah-2 Fonction 

AF4 
(Oliver et al., 

2004) 
+  + + h,m ? 

β-catenin (Liu et al., 2001) +  +  apoptose 

BOB1-OBF1 
(Tiedt et al., 

2001) 
  +  

Facteur de transcription 
spécifique des 
lymphocytes 

CtIP 
(Germani et al., 

2003) 
  + r + 

inhibiteur de BRCA1 - 
impliqué dans la 

prolifération 

DCC (Hu et al., 1997)     
récepteur à la Netrine -

impliqué dans le 
développement neuronal 

Fmr2  +   + m  

Kid 
(Germani et al., 

2000) 
  +  

éjection des 
chromosomes en fin de 
mitose - prolifération 

cellulaire  

c-myb 
(Tanikawa et al., 

2000) 
+     

NCoR 
(Zhang et al., 

1998) 
   + 

répression de récepteurs 
nucléaires 

Numb 
(Susini et al., 

2001) 
  +  

régulateur de la protéine 
du développement Notch 

2oxoglutamate 
dehydrogensase 
OGDHC-E2 

(Habelhah et al., 
2004) 

  + + 
enzyme limitante du 

cycle de Krebs 

PHD1-PHD 3 
(Habelhah et al., 

2004) 
+   + régulation de HIF-1α en 

réponse à l'hypoxie 

PML 
(Fanelli et al., 

2004) 
  + +  

PML-RAR 
(Fanelli et al., 

2004) 
  + +  

Polycystine (Kim et al., 2004)   +  ? 

recepteur au 
glutamate 

(Ishikawa et al., 
1999; 

Kammermeier 
and Ikeda, 2001) 

+ + + + transduction du signal 

Synaptophysin 
(Wheeler et al., 

2002) 
  + + 

régulation du relargage 
des neurotransmetteurs 

synphyline 
(Nagano et al., 

2003) 
  + poly 

+ mono-
poly 

 

TACC1 

Dr. Still 
unpublished 

(http://www.roswellp
ark.org/document_35

18_631.html) 

  +  ? 

TIEG1 
(Johnsen et al., 

2002) 
+  +   

TRAF2 
(Habelhah et al., 

2002) 
   + 

Apoptose - 
Réponse immunitaire 

TStar/Salp1/SLA2 
(Venables et al., 

2004) 
  +  épissage alternatif 
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Liaison Ref msiah-1a msiah-1b hsiah-1 hsiah-2 Fonction 

pAPC (Liu et al., 2001)   +   

Bag1 
(Matsuzawa et 

al., 1998) 
+     

GAPDH 
(Hara et al., 

2005) 
  + + glycosylation - apoptose 

Néogénine (Cooper, 2002)  +   récepteur à la Netrine 

Peg10 
(Okabe et al., 

2003) 
  + +  

plectine 
(House et al., 

2003) 
    

ancrage des protéines des 
filaments intermédiaires 

PW1/Peg3 
(Relaix et al., 

2000) 
+    

translocation de Bax dans 
la mitochondrie - 

apoptose 

SiahBPI/FBP-IR/ 
RoBP1/PUF60 

(Page-McCaw et 
al., 1999) 

(Page-McCaw et 
al., 1999) 

(Bouffard et al., 
2000) 

    

facteur affectant la 
transcription du 

régulateur de l'apoptose 
myc 

α-synuclein 
(Liani et al., 

2004) 
   +mono 

inhibiteur de la 
neurotransmission de la 

Dopamine 

SIP/CacyBP 
(Matsuzawa and 

Reed, 2001) 
    ? 

TRAF2 
(Habelhah et al., 

2002) 
+     

α-tubulin 
(Germani et al., 

2000) 
  +  ? 

Vav 
(Germani et al., 

1999) 
   + 

relais cellulaire des 
récepteurs des 
lymphocytes 

Tableau 2 : Les interactants des protéines Siah 

De part leur très forte homologies, les protéines Siah ont des fonctions 
redondantes mais certains rôles ne sont remplis que par une des protéines de 
la famille. Leur fonction majeure : la dégradation de protéines cellulaires 
majeures conduisant dans certains cas à l' induction de l'apoptose (Roperch et 
al., 1999), alors que dans d'autres lignées il s'agit plutôt d'une diminution de 
la croissance cellulaire sans effet sur la mort cellulaire programmée 
(Matsuzawa et al., 1998; Bruzzoni-Giovanelli et al., 1999). 
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III.7 -   Les pathologies associées à Siah  

III.7.1 -  La maladie de Parkinson 

La maladie de Parkinson est caractérisée par la perte des neurones dopaminergiques de 
la substance grise et la présence, dans les neurones survivants, d'inclusions cytoplasmiques 
enrichies en Ubiquitine appelées "corps de Lewy". La baisse de l'activité du protéasome dans 
la substance grise de patients atteints de la maladie de Parkinson a permis de supposer qu'une 
défaillance de la voie Ubiquitine/protéasome était impliquée dans la formation des corps de 
Lewy et la mort des neurones dopaminergiques. Siah a été retrouvé dans les corps de Lewy et 
30% des corps de Lewy sont positifs pour Siah chez des patients atteints de la maladie de 
Parkinson (Liani et al., 2004). 

III.7.2 -  Le syndrome de Usher 

Le syndrome de Usher de type 3 a été localisé en 3q21-q25 (Sankila et al., 1995). Il 
s'agit d'une maladie récessive autosomale qui conduit à la perte progressive des cheveux/poils 
et à la dégénération de la rétine. 

Comme le gène siah-2 se trouve en 3q25, son implication dans ce syndrome a été 
supposée, mais une analyse plus fine de sa localisation et de sa séquence chez des patients 
atteints de ce syndrome ont permis d'exclure cette hypothèse (Joensuu et al., 2001). 

III.7.3 -  L' infection bactérienne 

Une infection bactérienne semble induire une forte activation de l'expression de hsiah-
2 (Boldrick et al., 2002). 

III.7.4 -  Le locus siah-1b 

Le gène siah-1b aussi appelé sinh1b contient au moins 7 motifs formés d'une 
répétition de CAG, ce qui le rend sensible à une expansion des répétitions CAG ; Ce type 
d'expansion a déjà été impliqué dans l'apparition de différents syndromes (Abbott and 
Chambers, 1994). 

III.7.5 -  Le phénotype tottering 

Le gène siah-1a est localisé sur le chromosome 8, très proche d'un locus connu pour 
porter le mutant neurologique tottering (Green and Sidman, 1962). Les souris Tottering sont 
utilisées comme modèles de l'épilepsie. Comme Sina est impliquée dans la neurogénèse, on 
pouvait penser que le phénotype tottering était dû à une mutation de siah-1a. Mais l'analyse 
de la séquence siah-1a dans les souris tottering a permis d'écarter cette hypothèse (Holloway 
et al., 1997). 
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III.7.6 -  L'oligosyndactylie 

Le gène siah-1a est aussi localisé dans une région responsable de l'oligosyndactylie, 
une maladie affectant la formation des reins et des doigts/orteils chez les hétérozygotes. 
L'embryogénèse est stoppée au stade 64 cellules lors d'une mutation homozygote dans cette 
région (Zalups, 1993).  

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

III.7.7 -  Les phénotypes localisés proches des gènes siah 

Certains phénotypes humains et murins seraient dus à des mutations touchant des 
gènes proches des loci des différents gènes siah (Holloway et al., 1997). Il est intéressant de 
noter que bien que ces pathologies soient différentes, elles ont tout de même certains 
phénotypes communs. On note ainsi qu'un grand nombre de ces pathologies sont associées à 
des défauts du squelette, des phalanges, des reins ou de l'ouïe. Des défauts des yeux sont 
également relevés dans certains mutants, ils entraînent notamment l'apparition d'une cataracte. 

 
Les phénotypes localisés proches du gène msiah-2 n'ont pas été retrouvés dans les 

souris KO (Hammond, Della and Bowtell résultats non publiés) ce qui exclu que Siah-2 soit 
impliquée dans l'apparition de ces troubles. 

III.7.8 -  Les cancers 

Siah-1 et siah-2 sont exprimés dans un grand nombre de tissus cancéreux à des 
niveaux extrêmement variables (Hu et al., 1997; Ross et al., 2000; Su et al., 2001). Les 
mutations des 2 allèles hsiah-1 semblent rares dans les cancers (Medhioub et al., 2000). 

Bien que siah-1 ait été retrouvé exprimé dans 100% des cancers testés en RNAse 
protection par l'équipe du Dr Fearon (Hu et al., 1997) hsiah-1 est généralement sous exprimé 
dans les cancers par rapport aux cellules normales. 

De plus l'homologue de drosophile, Sina, est connue pour faire partie de la voie Ras 
(Zipursky and Rubin, 1994) une protéine reconnue pour son activité oncogénique. 

III.7.8.1 -  Les carcinomes 

Les gènes siah ont été localisés dans des zones connues pour porter des gènes mutés 
dans les cancers. Le bras long du chromosome 16 est souvent trouvé délété dans des analyses 
de tissus tumoraux (Medhioub et al., 2000). Ceci suggère la présence de gènes suppresseurs 
de tumeur sur le bras long du chromosome 16. Comme hsiah-1 est localisé sur le chromosome 
16q, une analyse de sa séquence et de son expression a été effectuée dans diverses tumeurs et 
lignées cancéreuses. Elle ne montre pas de mutation sur l'allèle préservé ni de changement du 
niveau d'expression de l'ARNm siah-1. Mais ces résultats n'excluent pas totalement 
l'implication de Siah-1 dans ces cancers. 

Les carcinomes hépatiques sont souvent associés à des pertes d'hétérozygotie. Le 
chromosome 16 est souvent affecté par des délétions, en particulier en 16q12, là où se trouve 
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le gène codant pour Siah-1. Siah-1 est  8 à 10 fois plus exprimé dans le foie de personnes 
saines que dans les carcinomes hépatocellulaires (Matsuo et al., 2003; Okabe et al., 2003). 
Siah-1 n'a été observé surexprimé dans aucun carcinome hépatocellulaire. L'expression de 
Siah-1 est significativement diminuée dans les tumeurs de stade avancé. Il faut aussi noter que 
la surexpression aberrante de la voie Wnt (régulée par Siah, comme expliqué plus bas) par 
une β-Caténine ou une Axine mutante est considérée comme une cause majeure de 
carcinogénèse hépatique. L'ARNm hsiah-2 est sous exprimé dans les hépatocarcinomes 
cellulaires comparés à des foies normaux (Xu et al., 2001; Okabe et al., 2003). 

III.7.8.2 -  Les cancers gastriques 

Deux mutations ont été trouvées dans le gène siah-1 de patients atteints de cancers 
gastriques. Ces mutations induisent une stabilisation de la β-Caténine et une apoptose 
défaillante (Kim et al., 2004). 

III.7.8.3 -  Les lymphomes  

Lors de la progression des lymphomes, on observe une altération de l'expression de 
certains gènes notamment due à un changement du nombre de copies de ces gènes. 

Parmi les gènes dont l'expression est dérégulée se trouve siah-1. Il est situé dans une 
zone présentant des anomalies chromosomiques lors de la transformation cellulaire (Martinez-
Climent et al., 2003) 

III.7.8.4 -  Les cancers du sein et du colon 

Une analyse algorithmique de l'expression de différents gènes au sein de tissus 
tumoraux a permis de montrer que le niveau d'expression de siah-1 corrélée à celle de 2 autres 
gènes (kératine 8 et DRPLA) permettait de distinguer les tumeurs portant une mutation de 
brca1 de celles avec une mutation brca2 (Kim et al., 2002). 

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

Siah-1a est exprimé en plus grande quantité dans les colons ou les seins de patients 
sains que dans ceux présentant un cancer (Nambiar et al., 2002).  

Le gène codant DCC est localisé sur une partie de chromosome 18q délétée dans 70% 
des cancers colorectaux d'où son nom : Deleted in Colorectal Cancer. La protéine DCC est 
transmembranaire et porte des domaines similaires aux immunoglobulines, mais sa fonction 
reste mal connue. On sait qu'elle est abondante dans le cerveau et dans les tissus neuronaux en 
développement dans les embryons de vertébrés. Les protéines Sina/Siah induisent 
l'ubiquitination et la dégradation de DCC par le protéasome (Hu et al., 1997). 
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III.8 -   siah-1 est un gène majeur de la réversion tumorale 

III.8.1 -  siah-1 est surexprimé dans les cellules révertantes 

Nous avions initialement trouvé siah-1b dans le modèle des cellules LTR6 comme un 
gène activé par P53 (Amson et al., 1996) (voir  II.5.4.3 -  page 23). Mais nous avons ensuite 
retrouvé siah-1 surexprimé dans les modèles de réversion tumorale de leucémie (Nemani et 
al., 1996) et de sein (résultats non publiés). 

Nous avons pu mettre en évidence une très légère augmentation de la protéine Siah-1 
dans certains modèles révertants de tumeur du sein (résultats non publiés). 

III.8.2 -  Siah-1 joue un rôle actif dans la réversion tumorale 

Par la suite, nous avons montré que Siah-1 n'est pas seulement activé mais peut mimer 
la réversion tumorale de cellules leucémiques et mammaires. En effet, la surexpression de 
Siah entraîne l'apoptose de ces cellules, mais surtout réduit fortement le caractère tumorigène 
de ces cellules lorsqu'elles sont injectées en souris scid/scid (Nemani et al., 1996; Roperch et 
al., 1999; Tuynder et al., 2002).  

Sur les cellules de cancer du sein MCF7, notre équipe a également montré en 
microscopie confocale que la surexpression de Siah-1 permettait aux cellules tumorales de 
réacquérir certaines caractéristiques de cellules normales en culture tridimensionnelle 
(Bruzzoni-Giovanelli et al., 1999). Ces cellules poussent de façon organisée et réexpriment le 
marqueur E-Cadhérine (Figure 15 : E-Cadhérine en vert et noyaux en rouge).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 15 : Réorganisation des cellules tumorales cultivées en 3D suite à la 
surexpression de Siah-1 

On peut noter une ressemblance entre la structure en acini adoptée par les cellules 
normales (et approchée par les cellules transfectées) avec la structure de l'omatidia de 
drosophile (Figure 7 page 33) qui est aussi contrôlée par Sina. 

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

prolifération diminuée par rapport aux cellules transfectées avec un vecteur vide. Cet effet 
serait dû à un effet de Siah-1 sur la séparation des noyaux et la cytokinèse. 

 

Normal breastNormal breastNormal breast MCF7-SIAHMCF7 MCF7-SIAHMCF7MCF7
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La surexpression de Siah-1 induit également des changements de niveau d'expression 
de certaines protéines semblables à ceux observés dans les cellules révertantes. Ainsi la 
protéine TCTP, qui semble jouer un rôle majeur dans la réversion tumorale (Tuynder et al., 
2004) est sous exprimée dans les révertantes comme dans les transfectants siah-1 (Tuynder et 
al., 2002). 

 
La protéine Siah-1 est donc surexprimée dans les cellules révertantes, et si l'on 

reproduit ce phénomène par transfection dans les cellules tumorales, celles-ci acquièrent 
un phénotype révertant. 
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IV -  Siah-1b est un effecteur de P53 

Comme nous venons de le voir les protéines Siah et P53 possèdent des activités 
cellulaires communes que sont le blocage du cycle cellulaire et l'induction de l'apoptose. C'est 
en fait grâce à Siah que P53 peut avoir une partie de ses activités. 

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

Notre équipe a été la première à montrer que siah-1b (TSAP3) est induit par P53 
(Amson et al., 1996) dans un modèle de cellules exprimant une P53 thermosensible 
(Michalovitz et al., 1990; Milner and Medcalf, 1990; Yonish-Rouach et al., 1991) (voir 
 II.5.4.3 - Les gènes tsip et tsap page 23). Nous avons pu confirmer cette observation par de 
nombreuses expériences chez l'homme et la souris (Nemani et al., 1996; Hu et al., 1997; 
Roperch et al., 1999; Relaix et al., 2000; Susini et al., 2001). 

Par la suite, différentes équipes ont montré que siah (humain ou murin) est activé par 
P53 dans des modèles de P53 surexprimée (Hu et al., 1997; Matsuzawa et al., 1998; Liu et al., 
2001; Maeda et al., 2002) ou d'activation de P53 thermosensible (Hu et al., 1997). 

Les résultats de l'équipe de Fearon montrent que l'induction de siah-1b par P53 ne 
serait effective qu'en cas d'induction d'apoptose et pas en cas d'arrêt de croissance.  

 
Ces résultats ont été confirmés par des équipes ne travaillant absolument par sur siah : 

L'analyse de l'expression de multiples gènes dans des cellules isogéniques ne différant que 
dans leur niveau de P53 a permis de montrer que parmi plusieurs gènes affectés par la dose de 
P53 se trouve hsiah-1 (Yoon et al., 2002) 

L'expression de hSiah-2 a elle aussi été corrélée à P53 (Topol et al., 2003; Xia et al., 
2004). 

 
Pourtant dans de récents travaux, Iwai et collaborateurs ont montré que les 2 formes de 

hSiah-1 ne réagissent pas de la même façon à P53 . Selon eux, seule la forme longue de hsiah-
1 (siah-1L) est régulée par P53 (Iwai et al., 2004). 

 
Si au final l'activation de siah par P53 est globalement reconnue, rien ne prouvait que 

siah était une cible directe du régulateur transcriptionnel P53.  
Un site potentiel identifié dans le promoteur de hsiah-1 ne s'est pas révélé être activé 

par P53 (Maeda et al., 2002). Mais l'analyse génomique de siah-1 n'a pas été poussée pour 
trouver un éventuel autre site dans une région intronique ou plus éloignée de l'initiation de la 
transcription. 

Une étude théorique menée par l'équipe de Levine a mis en évidence un algorithme 
permettant d'identifier des gènes répondant à P53. Parmi eux se trouve hsiah-1 (Hoh et al., 
2002). Ce qui suggère l'effet direct de P53 sur l'expression de hsiah-1. 
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IV.2 -   L'activité cellulaire de P53 via Siah 

Tout comme P53, Siah peut induire l'arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose. Et puisque 
P53 peut réguler l'expression de Siah et donc son activité, on pouvait penser que Siah était un 
relais de P53. 

Il a été montré que l'induction de l'apoptose par P53 pouvait passer par la dégradation 
de la β-caténine, celle-ci étant en partie due à Siah-1 (Liu et al., 2001; Matsuzawa and Reed, 
2001) 

 
P53 peut réguler l'activité des protéines de choc thermique (HSP) via les facteurs de 

choc thermique (HSF). Ainsi l'activation de HSF3 par c-Myb est inhibée par P53 qui à la fois 
bloque l'interaction des deux protéines et en plus dégrade c-Myb. Cette dégradation est en 
partie due à Siah (Tanikawa et al., 2000; Tanikawa et al., 2001). 

 
La surexpression de P53 dans les cellules 293 entraîne une augmentation de la quantité 

d'ARNm siah-1a, mais surtout leur arrêt de croissance. Or si l'on surexprime en même temps 
la protéine Bag1qui régule négativement l'activité de Siah on réverse partiellement ce blocage 
(Matsuzawa et al., 1998). On peut supposer que l'effet de Bag-1 dans la fonction cellulaire 
P53 passe par l'inhibition de Siah. Ceci est un élément supplémentaire pour dire que la 
fonction de P53 passe par Siah. 

 
La place de Siah dans la voie P53 est renforcée par le fait que P21, un des effecteurs 

de P53, affecte l'expression de siah-1 (Linares-Cruz et al., 1998; Liu et al., 2001; Maeda et al., 
2002). 

IV.3 -   La controverse 

Malgré toutes ces évidences, certaines équipes ne parviennent pas à reproduire les 
résultats d'activation de Siah par P53 chez la souris. Ainsi l'équipe de Bowtell persiste à 
mettre en doute cette relation entre siah et P53. En effet ils consacrent une page entière d'un 
article (Frew et al., 2002) à montrer que l'activation de P53 n'entraîne pas d'augmentation de 
Siah. Ils utilisent différents systèmes cellulaires (tissus, cellules immortalisées, p53 nul, P53 
thermosensible, P53 endogène) et plusieurs activateurs de P53 (irradiation gamma, 
ultraviolets, etoposide, doxorubicine), mais ne détectent a priori jamais d'effet sur Siah. 

 
Certaines expériences ont pour contrôle positif l'augmentation de l'expression de P53. 

Or on sait notamment que dans certaines tumeurs comportant un niveau de P53 élevé, le 
niveau des cibles de P53 telles P21, Cycline G ou GADD45, peut être relativement faible. 
Comme la séquence de ce p53 est sauvage, cet effet serait du à un défaut de P53 dans sa 
capacité de liaison à l'ADN et transactivatrice, notamment en raison de modifications post-
traductionnelles (Gu and Roeder, 1997; Satyamoorthy et al., 2000; Minamoto et al., 2001). 
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Il faut aussi noter que bax, un gène au rôle majeur dans l'apoptose, présente un pattern 
d'induction par P53 qui est cellule-spécifique (Canman et al., 1995). Ceci pourrait aussi être le 
cas pour siah. 

 
En outre l'analyse des résultats semble assez discutable puisque tout d'abord les 

Northern blot sont difficiles à interpréter (non équilibrés ou surexposés) et surtout ils utilisent 
une sonde ne reconnaissant que siah-1a malgré ce qui est indiqué dans la légende. Or comme 
le montre l'équipe de Fearon parmi les 3 gènes siah murins, seul siah-1b est sensible à P53 
(Hu et al., 1997). 

 Par contre les Western blot sont réalisés avec des outils reconnaissant à la fois Siah-1a 
et Siah-1b mais, ayant la même taille, on ne peut pas les différencier.  

 
Afin de trancher sur une partie de ce problème nous avons choisit de 

vérifier si le gène siah-1b était effectivement activé par P53. 

IV.4 -   Le gène siah-1b est directement régulé par P53 

De manière  à conclure sur la relation parfois controversée entre P53 et siah nous 
avons entrepris la recherche d'un site consensus de liaison de P53 dans la zone du 
chromosome X contenant le gène siah-1b.  

 
Les logiciels standards n'ayant pas détecté de tel site, c'est par de façon semi-manuelle 

que nous avons pu mettre en évidence une séquence ressemblant au site consensus de liaison 
de P53. Ce site malgré son caractère non conventionnel s'est révélé capable de lier et d'être 
activé par la protéine P53 in vitro comme in vivo. 
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Article 1 

 
 

Siah-1b is a direct transcriptional target of P53: 
identification of the functional P53 responsive element in the 

siah-1b promoter. 
 
 

Proc Natl Acad Sci U S A. 2004 Mar 9;101(10):3510-5. Epub 2004 Feb 25. 
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Nous avons donc prouvé que siah-1b peut être transactivé par P53, suite 

à la liaison de cette protéine sur le promoteur du gène siah-1b. 
Il conviendrait désormais de déterminer dans quelles conditions 

physiologiques l'activation de P53 entraîne une induction de Siah-1b, puisque 
l'on sait que suivant le stimulus reçu par P53, différentes voies sont activées. 

 
Il serait intéressant d'étudier l'hypothèse selon laquelle le caractère non 

conventionnel du site de liaison de P53 pourrait permettre une régulation 
particulière de siah-1b par rapport aux autres gènes cibles de P53. 

 
Bien qu'au niveau cellulaire il semble que les protéines Siah ne soient 

pas indispensables aux activités de P53 sur l'apoptose et la prolifération, afin 
d'approfondir la connaissance des liens entre Siah et P53, il serait intéressant 
de voir dans les différentes voies de P53 quelle fonction est assumée par Siah-
1b. 

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

Afin de compléter notre étude de Siah sur un plan fonctionnel, nous avons voulu 
générer des souris knock-out (KO) pour Siah. Une telle stratégie a déjà été utilisée par 
l'équipe de Bowtell qui a pu générer des souris KO pour siah-1a et siah-2 (Dickins et al., 
2002; Frew et al., 2002; Frew et al., 2003; Frew et al., 2004). 

La génération de souris portant un gène siah-1b invalidé, a, pour l'instant, conduit à la 
mort prématurée des embryons (Frew et al., 2002). Ceci suggère donc un rôle primordial de 
Siah-1b dans le développement embryonnaire. 

Afin d'obtenir des souris viables, nous avons choisi, de notre côté, d'induire cette 
délétion à différents stades de développement de la souris et de déterminer à quel stade Siah-
1b joue son rôle clé. 

 
Notre stratégie consiste à déléter l'entièreté de la séquence codante de siah-1b ainsi 

qu'une partie de ses extrémités 5' et 3' non traduites. Pour cela nous avons purifié de l'ADN 
génomique à partir de cellules ES dérivées des souris dans lesquelles nous avions prévu de 
générer les KO : souris C3H. 

 
Une amplification par PCR grâce à une Taq polymérase très fidèle nous a permis 

d'amplifier les 5,8kb d'ADN génomique du chromosome X contenant le gène siah-1b. 
Nous avons inséré des sites de restriction à chaque extrémité de ce produit d'amplification 

afin de le cloner dans un vecteur pBluescript (pBS). 
Nous avons tiré profit de sites de restriction uniques présents sur l'ADN génomique : 

EcoRI et NotI pour insérer un site LoxP en 5' et une cassette néomycine entourée par 2 sites 
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LoxP en 3' (Figure 16). La cassette néomycine (NEO) permet de sélectionner les cellules ES 
ayant intégré la construction. 

 

 

Figure 16 : Construction pour le KO siah-1b 

La recombinase CRE agit sur les sites LoxP pour induire une recombinaison 
homologue, ce qui permet l'excision de l'ADN entre 2 LoxP. Les sites LoxP sont orientés : la 
recombinaison ne se fait qu'entre 2 sites de même orientation. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 17 : Le système de recombinaison CRE-lox 

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

Une fois ces cellules sélectionnées, on les cultive en présence de la protéine CRE de 
façon à induire la recombinaison homologue de manière à retirer le gène codant la néomycine 
afin qu'il n'interfère pas dans les souris. 

 

2766 bp

SalI

206 bp 846 bp 2009 bp

EcoRI
NotI

28 bp

III - 
eo

II -  L
ox P

EcoRV 1734 bp EcoRVSacII
46 bp

Lox P

SacII

1P
Lox P

2P
Lox P

3P
Lox PNEO

ATG TGA

Lox1 Lox2

CRE



Etude de 2 gènes cibles de la protéine P53 : siah et tsap6  

 72 

Comme il y a 3 LoxP et que la recombinaison se fait entre 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'ont perdu que leur cassette NEO 

(recombinaison entre 2P et 3P) après analyse par Southern blot avec des sondes spécifiques de 
la cassette NEO. Les cellules ayant sur leur chromosome X la construction avec les 2 sites 
LoxP 1P et 2P (mais pas la cassette NEO) sont injectées dans des blastocystes de souris eux 
mêmes introduits dans des souris gestantes. Les  souris chimériques issues de ce transfert sont 
croisées entre elles. Lorsque 2 souris ayant la construction dans leurs cellules germinales sont 
croisées, elles engendrent des souris portant la construction dans toutes leurs cellules. 

 
Il suffit alors de croiser ces souris avec des souris transgéniques pour la recombinase 

CRE. Deux stratégies sont alors possibles : exciser le gène dans tout le corps en même temps, 
ou bien dans un organe donné ou seulement à un temps donné. Pour cela on utilise des souris 
dans lesquelles le gène cre est sous la dépendance, respectivement, d'un promoteur 
ubiquitaire, d'un promoteur régulé par un facteur de transcription spécifique d'un organe ou 
d'un stade de  développement. 

 
D'après les premières tentatives de génération de souris KO pour siah-1b, le gène 

serait si important pour le développement embryonnaire que les embryons KO pour siah-1b 
ne peuvent se développer. Si nous observons également ce phénomène, nous prévoyons, grâce 
à des souris CRE temps spécifique, d'induire la délétion de siah-1b à différents stades du 
développement embryonnaire et une fois celui-ci terminé. 

 
L'étude des souris KO pour siah-1b nous permettra de mieux comprendre la 

fonction de Siah-1b, notamment au cours du développement embryonnaire. En activant 
P53 (induction de lésions, de stress, ou surexpression d'un transgène) dans des souris WT 
et KO pour siah-1b, on pourra déterminer quelle part de la fonction de P53 passe par la 
voie Siah-1b. 
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V -  Introduction à la protéine TSAP6 

TSAP6, aussi connue sous le nom de pHyde et Dudulin-2,  est une protéine de   50kDa 
dont l'ARNm a été isolé par notre équipe (Amson et al., 1996) et trouvé différentiellement 
exprimé dans la lignée LTR6 de souris comportant une P53 thermosensible (Yonish-Rouach 
et al., 1991).  

V.1 -   Les protéines de la famille STEAP 

TSAP6 fait partie d'une famille de protéines à 5/6 domaines transmembranaires 
comprenant  STEAP1, STAMP1=STEAP2 et TIARP (Tableau 3 page 76). Malgré leurs 
homologies de séquence, on ne connaît pas pour l'instant de fonction commune à toutes ces 
protéines. Il a pourtant été suggéré (Sanchez-Pulido et al., 2004) que ces protéines puissent 
lier l'hème et avoir une fonction d'oxydo-reductase. Ceci n'a pas encore pu être démontré. 

 
Selon les logiciels de prédiction des domaines fonctionnels, elles comportent : 

o   5-6 domaines transmembranaires (5 selon les logiciels SMART et TMHMM 
et 6 selon les logiciels HMMTOP et SOSUI) qui ont été nommés ACRATA 
pour "Apoptosis, Cancer and Redox Associated TransmembrAne domain" 
(Sanchez-Pulido et al., 2004). 

o  un domaine C-terminal qui pourrait promouvoir une oligomérisation 
o un domaine N-terminal comportant un domaine de type Rossman fold 

homologue à celui trouvé dans les NADH/NADPH oxydo-réductases  
o  un domaine de type hemopexin qui pourrait permettre la liaison de l'hème  

 

  

Figure 18 : Structure prédite de la protéine TSAP6 à la membrane plasmique 
dans l'hypothèse de 6 domaines transmembranaires 
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V.1.1 -  Brève description de TSAP6 

La séquence de tsap6 est particulièrement conservée au cours de l'évolution des 
mammifères par rapport à la moyenne des autres gènes (Castillo-Davis et al., 2004) ce qui 
suggère un rôle important de TSAP6 dans la cellule. Chez l'humain, tsap6 est localisé en 
2q14.2 (Passer et al., 2003), et chez la souris sur le chromosome 1. 
 

L'analyse par Northern blot et PCR-Q de certains tissus a permis de montrer que tsap6 
est exprimé à des niveaux différents suivant les organes (Passer et al., 2003). D'après la PCR-
Q, l'organe où l'expression de tsap6 est la plus abondante est la prostate : la quantité d'ARNm 
tsap6 y est au moins 2 fois plus élevée que dans les autres tissus humains (Porkka et al., 
2003). 

 
L'anticorps dirigé spécifiquement contre un peptide de TSAP6 reconnaît 2 formes en 

Western blot (Passer et al., 2003), ce qui suggère des modifications post-traductionnelles.  
Zhang et coll. ont montré que dans des conditions de surexpression rpHyde (rat 

pHyde) avait une localisation à la fois nucléaire et cytoplasmique (Zhang et al., 2001). 
 
 
Les fonctions de TSAP6 seront abordées plus loin. 
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V.2 -   Les homologues de TSAP6 

 

homologue chr 
humain 

ACC N° % homologies 
hTSAP6 

chr souris ACC N° % homologies 
mTSAP6 

TSAP6-pHyde 
-dudulin2  

2q14.2 AAH42150 x 1 AAO38239 x 

STEAP1 7p22.3 AF186249 58% 5   

STEAP2-STAMP1 7q21 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 Epithelial Antigene of the 

Prostate) 

Steap a été identifié par hybridation soustractive dans des xénogreffes issues de 
métastases de cancer prostatique, et se trouve préférentiellement au niveau de l'épithélium 
glandulaire de la prostate saine comme cancéreuse (Hubert et al., 1999; Ernst et al., 2002; 
Vanaja et al., 2003). Il semble plus exprimé dans les tissus prostatiques cancéreux que dans 
les tissus sains (Yang et al., 2001; Kakiuchi et al., 2003). 

L'ARNm et la protéine STEAP sont exprimés dans un grand nombre de cancers 
(prostate, pancréas, colon, vessie, EWS, faiblement dans les testicules et parfois dans les 
cancers du sein, du cou, des ovaires, de l'estomac) (Kim et al., 2003; Zucchi et al., 2004) et 
dans un grand nombre de lignées ou xénogreffes de tumeur de la prostate et du colon (Hubert 
et al., 1999).  

 
Steap est localisé en 7p22.3, une région reconnue comme impliquée dans les cancers 

de la prostate, mais son expression ne varie pas lors d'une privation ou d'une stimulation par 
les androgènes (Hubert et al., 1999). 

Elle présente en immunohistochimie un marquage à la membrane plasmique. 
Différentes techniques permettant de détecter des protéines ayant un domaine extracellulaire 
ont montré que STEAP se trouve effectivement à la membrane plasmique, avec ses 2 
extrémités orientées vers le cytoplasme. De plus certains tissus présentent un faible niveau de 
STEAP cytoplasmique. 

Steap est réprimé dans les cellules sénescentes (Chang et al., 2002). Steap est exprimé 
dans les blastocystes (Stanton and Green, 2002). 

 
Le niveau d'expression de STEAP corrèle avec le stade de la tumeur prostatique (Li et 

al., 2004). En effet, les tumeurs les plus avancées expriment fortement STEAP et les prostate 
non tumorales pas du tout. 

En raison de ses qualités immunogènes et de marqueur de tumeur, il pourrait être une  
cible de choix pour une immunothérapie anticancéreuse (Rodeberg et al., 2005). 
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V.2.1.2 -  La protéine STEAP-2 = STAMP1 (Six TrAnsMembrane protein of 

Prostate 1) 

Steap2 a également été cloné par hybridation soustractive dans des cancers 
prostatiques (Korkmaz et al., 2002; Porkka et al., 2002).  

Steap2 est exprimé majoritairement dans la prostate surtout si celle-ci est cancéreuse. 
Contrairement à d'autres marqueurs des cancers prostatiques, l'expression de STEAP2 ne 
varie pas dans les cellules traitées aux androgènes et n'est pas régulée par une 
hyperméthylation du gène (Korkmaz et al., 2002; Porkka et al., 2002).  

 
Dans des conditions de surexpression, STAMP1 est détectée à la membrane plasmique 

et au niveau du trans-golgi, ainsi que dans des structures vésiculaires dans le cytoplasme. La 
localisation de STAMP1 au trans-Golgi est inhibée par la brefeldine A. STAMP1 suit un 
trajet antéro- et rétrograde vers et depuis le Golgi. STAMP1 serait impliquée dans la voie de 
sécrétion et d'endocytose. 

 

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

Mtiarp a été identifié par differential display dans un modèle murin de différenciation 
de cellules adipocytaires en réponse au TNFα (Moldes et al., 2001). 

Il est fortement exprimé dans un grand nombre de tissus (Porkka et al unpublished) 
contrairement à steap qui est majoritairement prostatique : il est détecté chez le rat par 
Northern Blot dans les tissus adipeux blancs et bruns, dans le foie, les reins, le cœur et les 
muscles squelettiques, très faiblement dans les poumons et la rate mais pas dans le cerveau ni 
l'intestin. TIARP n'est pas détectée dans les cellules 3T3-L1 en croissance mais apparaît 
quand les cellules se différencient à confluence. 

 
Des études d'immunofluorescence et de fractionnement montrent que TIARP est 

principalement localisée à la membrane plasmique (extrémité N-terminale intracellulaire) 
mais aussi présente au niveau du golgi. Elle contient un motif de liaison ATP/GTP. On pense 
qu'elle pourrait interagir avec les cavéolines (Chambaut-Guerin and Pairault, 2005). 

 
Différentes voies d'activation de l'expression de TIARP ont été décrites. TIARP est 

stimulée au niveau de son ARNm par 16h de traitement avec de l'hormone de croissance, mais 
l'expression de tiarp est diminuée par l'isoproterenol, l'insuline ou la dexamethasone 
(Fasshauer et al., 2003). L'activation de tiarp par la GH peut être inhibée par des inhibiteurs 
de Jak2 et p42/44MAPK. L'IL-6 induit l'expression de l'ARNm tiarp dans certaines cellules 
graisseuses de façon dose et temps-dépendante (Fasshauer et al., 2004). Le niveau basal de 
l'ARNm tiarp dans les cellules 3T3-L1 peut être significativement baissé par un traitement 
avec AG490 (inhibiteur de Jak2), mais pas par des inhibiteurs de p44/42 MAPK, p38 MAPK 
ou PI3K. L' inhibiteur de Jak2 réverse aussi partiellement l'effet de l'IL-6. 

TIARP est surexprimée dans des souris présentant des problèmes pulmonaires aigus 
suite à une exposition au nickel (McDowell et al., 2003). 
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Lors d'un dépistage des gènes affectés par le KO du gène ikkα (inhibitor of κB kinase), 
tiarp a été retrouvé moins exprimé dans les cellules issues de souris KO que dans les cellules 
normales (Chaisson et al., 2004). Les souris KO pour ikkα présentent des défauts de la 
différentiation des glandes mammaires dus à un manque d'activation de NFκB. 

V.3 -   La régulation de l'expression de TSAP6 par P53 

Une analyse pares expériences de cDNA differential display menées par notre 
laboratoire montrent que les cellules LTR6 (contenant une P53 thermosensible) cultivées à 
32°C contiennent plus d'ARNm codant pour TSAP6 que ces même cellules cultivées à 37°C 
(Amson et al., 1996; Passer et al., 2003). Le passage de ces cellules de 37 à 32°C entraîne 
l'activation de P53 en lui rendant une fonction de type sauvage et déclenche l'apoptose et 
l'arrêt de croissance (Yonish-Rouach et al., 1991).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D'après (Passer et al., 2003) 

Figure 19 : Northern blot  montrant que l'expression de tsap6 est régulée par P53 

De la même façon l'expression de l'ARNm tsap6 est augmentée dans les cellules 
MCF7 entrées en apoptose suite à un traitement à l'actinomycine D, connue pour activer P53 
(Passer et al., 2003). 

Nous avons montré que le promoteur de tsap6, chez l'homme comme chez la souris, 
contient un site qui peut être activé par P53 (Passer et al., 2003). 

D'après (Passer et al., 2003) 

Figure 20 : Activité luciférase montrant la régulation du promoteur tsap6 par P53 
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L'induction de l'expression de tsap6 par P53 lors du déclenchement de l'apoptose serait 
donc le résultat d'une action directe de P53 sur le promoteur de TSAP6. 

V.4 -   TSAP6 dans la réversion tumorale 

L'expression de tsap6 est augmentée dans les cellules révertantes (KS et US) par 
rapport aux cellules leucémiques parentales (K562 et U937) (Figure 21), ce qui indique que 
TSAP6 est une molécule impliquée dans le mécanisme de réversion tumorale. Cette 
surexpression dans les cellules révertantes a été confirmée dans des modèles de cancer du sein 
(M. Tuynder, résultats non publiés). 

 

Figure 21 : Northern blot montrant l'expression de tsap6  dans les cellules révertantes 

De la même façon rpHyde a été trouvé différentiellement exprimé dans 2 lignées de 
cancer de prostate dérivant de la même cellule mais ayant un phénotype différent : l'une 
métastatique et l'autre non (Rinaldy et al., 2000; Steiner et al., 2000). 

De plus les tumeurs faiblement différenciées et non traitées (les plus agressives) 
expriment moins de PHyde que les tumeurs très ou moyennement différenciées (Porkka et al., 
2003). En outre l'ARNm codant pour la Dudulin-2 est réprimé dans les cancers cirrhotiques 
par rapport aux cirrhoses, plus bénignes (Coulouarn et al., 2005).  

 
Dans les tumeurs induites par injection de cellules tumorales en souris nude, la 

surexpression de rPHyde réduit fortement la vitesse de croissance et la taille de la tumeur. Le 
fait que les tumeurs ainsi traitées possèdent un grand nombre de cellules en apoptose (Steiner 
et al., 2000) pourrait expliquer ce manque d'efficacité des tumeurs à se développer. 

 
TSAP6, étant positivement régulée par P53 et lors de la réversion tumorale, elle 

apparaît comme une protéine impliquée dans les mécanismes mis en jeu par la cellule pour 
lutter contre le phénotype cancéreux.  
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V.5 -   TSAP6 et l'apoptose 

Plusieurs études ont montré que TSAP6 dans différents types cellulaires possède une 
activité pro-apoptotique. 

Ainsi la surexpression de TSAP6 dans différents types cellulaires induit leur entrée en 
apoptose (Rinaldy et al., 2000; Steiner et al., 2000; Zhang et al., 2001). Cet effet peut être 
réversé par l'utilisation de siRNA tsap6 dans ces cellules. L'inhibition de l'expression de 
TSAP6 (antisens) dans les cellules LTR6 diminue la proportion de cellules entrant en 
apoptose après induction de P53 à 32°C (Passer et al., 2003). 

 
L'analyse, par la technique de double hybride en levure, des protéines interagissant 

avec TSAP6 a permis à notre laboratoire d'identifier la protéine Nix comme un ligand de 
TSAP6 (Passer et al., 2003). Nix est une protéine pro-apoptotique de la famille de Bcl-2 
transloquée à la mitochondrie lorsqu'elle est activée. 

Nix et TSAP6 coopèrent pour induire l'apoptose. En effet, la surexpression de Nix 
dans les cellules HeLa stablement transfectées avec tsap6 augmente la proportion de mort 
cellulaire et de cellules apoptotiques. De même la transfection de Nix dans les cellules 293T 
induit une mort cellulaire qui est réversée par un siRNA tsap6 (Passer et al., 2003).  

 
L'effet pro-apoptotique de TSAP6 a été confirmé par les études menées chez le rat où 

l'apoptose induite par la surexpression de rPHyde s'est avérée dépendante de la Caspase-3. 
Après la transfection de pHyde, les cellules DU145 présentent une augmentation dose- et 
temps-dépendante de l'activité de la Caspase 3. Un prétraitement (24h avant transfection) par 
des inhibiteurs spécifiques de la Caspase 3 (peptides DEVD ou VAD) bloque l'activation 
induite par pHyde et diminue la fragmentation de l'ADN observée dans les cellules 
transfectées. Certaines cellules ne contenant pas de caspase-3 (MCF7) ne sont pas sensibles à 
l'apoptose induite par pHyde (Zhang et al., 2001). 

V.6 -   TSAP6 et le cycle cellulaire 

La surexpression de TSAP6 peut entraîner un blocage du cycle cellulaire.  
Les résultats de l'analyse en double hybride en levure ont également mis en évidence 

l'interaction de TSAP6 avec la protéine kinase Myt1 (Passer et al., 2003) connue pour 
phosphoryler et ainsi inactiver la protéine régulatrice du passage G2/M : Cdc2. 

Les cellules Hela stablement transfectées avec tsap6 présentent une forte proportion de 
cellules en G2/M. Ce blocage passe par le maintient de la protéine Myt1 dans une forme 
hypophosphorylée active (Passer et al., 2003) inhibant l'activité de Cdc2.  

De plus, la surexpression de rPHyde entraîne l'inhibition de croissance de cellules 
tumorales de prostate ou de sein (Steiner et al., 2000; Zhang et al., 2001). 

 
Les effets pro-apoptotique et anti-prolifératif de TSAP6 sont cohérents avec ses 

fonctions d'effecteur de P53 et de protéine impliquée dans la réversion tumorale. 
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V.7 -   TSAP6 et la sécrétion 

Notre équipe a également montré que TSAP6 induit la sécrétion de TCTP (Amzallag 
et al., 2004). TCTP est une protéine exprimée dans de nombreux types cellulaires, 
surexprimée dans de nombreux cancers, et qui a été montrée comme importante dans le 
phénomène de réversion tumorale (Tuynder et al., 2002; Tuynder et al., 2004) (voir  I.2 -  page 
13). Elle a été décrite comme une protéine sécrétée et pouvant stimuler le relargage 
d'histamine, c'est pourquoi elle est aussi appelée HRF : Histamine Releasing Factor 
(MacDonald et al., 1995). Mais sa sécrétion ne passe pas par la voie classique ER-Golgi. Par 
contre, TSAP6 et TCTP sont présentes dans les exosomes, vésicules issues d'une sécrétion 
non-classique. 

 
La potentialité de TSAP6 à faire sortir de la cellule une molécule anti-apoptotique, 

TCTP, renforce sa fonction pro-apoptotique. 
 
 

 
Dans le but d'approfondir nos connaissances sur la protéine TSAP6 et 

notamment au niveau fonctionnel, nous l'avons étudié dans des modèles 
murins. 
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VI -  Caractérisation de la protéine mTSAP6 

Bien qu'elle ait été initialement isolée à partir d'un système cellulaire murin (Amson et 
al., 1996), TSAP6 a surtout été étudiée chez l'humain et le rat. 

Nous avons entrepris de caractériser son expression, sa localisation tissulaire, 
cellulaire et intracellulaire dans des modèles de souris. 

VI.1 -   Caractérisation biochimique de la protéine 

L'utilisation d'un anticorps dirigé spécifiquement de la protéine TSAP6  a permis de 
caractériser biochimiquement cette protéine chez la souris. Cet anticorps a été généré par 
injection d'un peptide spécifique chez le lapin et purifié par affinité contre ce peptide. 

MSGEMDKPLISRRLVDSDGS 
Nous avons pu montrer sa spécificité en éteignant le signal par des siRNA (résultats 

non présentés). 

VI.1.1 -  TSAP6 est une protéine glycosylée in vivo  

Tout comme il avait été trouvé chez l'humain (Passer et al., 2003), l'analyse par 
Western blot de l'expression de TSAP6 dans des lysats cellulaires révèle 2 formes distinctes 
(Figure 22A). Ce doublet est formé d'une bande d'environ 49kDa et une autre de 54kDa. 
Comme un seul ARNm codant pour TSAP6 n'est détecté en Northern blot, ces deux bandes  
observées en Western Blot et qui sont toutes deux immunoprécipitées par l'anticorps anti 
TSAP6 doivent résulter de modifications post-traductionnelles. 

 
La forme de 54kDa ne migre pas sous la forme d'une bande nette, mais apparaît plutôt 

diffuse. Par conséquent, nous avons avancé l'hypothèse d'une glycosylation de la protéine. 
Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons tout d'abord traité les cellules à la tunicamycine, 
un agent inhibant la N-glycosylation. Ce traitement diminue l'intensité de la bande haute en 
Western blot et augmente celle de la bande à 49kDa (Figure 22B). 

Ensuite, nous avons testé l'effet de différentes glycosidases sur le profil d'expression 
de TSAP6 à partir de lysats protéiques. En présence d'une N-glycosidase, l'intensité de la 
bande haute décroît fortement du Western blot, alors que la bande basse à 49kDa est plus 
abondante (Figure 22C). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 22 : Caractérisation de TSAP6 par Western blot 
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Nous avons ainsi montré que la bande basse représente la forme native de TSAP6, et 
que la bande haute résulte d'une N-glycosylation de la protéine. 

 
Dans les organes que nous avons analysés par Western blot (voir Figure 27 page 86), 

une troisième bande, vers 60 kDa, est détectée par l'anticorps anti-TSAP6. Nous n'avons pas, 
pour l'instant, identifié la nature de cette bande, que nous n'avons jamais observé dans les 
lysats cellulaires. 

VI.1.2 -  TSAP6 est une protéine à demi-vie courte 

De manière à compléter notre étude de la protéine TSAP6, nous avons cherché à 
déterminer sa demi-vie. Par la technique de pulse chase, nous avons pu estimer la demi-vie de 
TSAP6 dans les cellules MEL (Mouse Erythro Leukemia) à environ 4h (Figure 23).  

 

  

Figure 23 : Détermination de la demi-vie de la protéine TSAP6 par pulse chase 

Cette approche nous a par ailleurs permis de montrer que la glycosylation de TSAP6 
est un phénomène rapide puisque après 30 min de chasse, on ne détecte plus TSAP6 sous sa 
forme native mais uniquement sous sa forme glycosylée. 

 
 

VI.1.3 -  TSAP6 peut s'homodimériser 

Il a été décrit que TSAP6 contient un site de dimérisation en C-terminal.  
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 Nous avons pu montrer que cette dimérisation est bien possible in vivo. En effet en 
cotransfectant TSAP6-GFP et TSAP6-Flag puis en immunoprécipitant la protéine Flag on 
récupère de la protéine GFP, ce qui indique que les 2 formes interagissent in vivo. 

Figure 24 : TSAP6 forme des oligomères 

 

VI.1.4 -  TSAP6 et l'hémine 

TSAP6 possède (comme les autres membres de la famille) un domaine homologue à 
celui décrit comme liant l'hème (molécule constitutive de l'hémoglobine) dans les 
NADH/NADPH oxido-reductases (ex.: YedZ, Nox, …). Ces protéines, qui possèdent, comme 
TSAP6, 6 domaines transmembranaires,  lient l'hème via un résidu Histidine très conservé sur 
les domaines transmembranaires 3 et 5. 

Il est frappant de remarquer que, chez tous les homologues connus de TSAP6, un 
résidu Histidine est également hautement conservé sur les domaines transmembranaires 3 et 5 
(*Figure 25). Ces observations suggèrent que TSAP6 pourrait lier l'hème via ces résidus 
(Sanchez-Pulido et al., 2004).  
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d'après (Sanchez-Pulido et al., 2004) 

Figure 25 : Alignement de différents protéines présentant un domaine ACRATA 

Nous avons mis en évidence que l'incubation des cellules avec de l'hème ou de 
l'hémine (forme oxydée de l'hème) entraîne dans différents types cellulaires (cellules 
leucémiques MEL, ou rénales embryonnaires NIH3T3) l'apparition de formes de TSAP6 de 
haut poids moléculaire en Western blot (Figure 26).   

Figure 26 : En présence d'hémine, les cellules contiennent des formes de TSAP6 de 
haut poids moléculaire 
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Abbreviations
Homsa : Homo sapiens
Glovi : Gloeobacter violaceus
Anasp : Anabaena sp.
Cloac : Clostridium acetobutylicum

Caeel : Caenorhabditis elegans
Drome : Drosophila melanogaster
Arath : Arabidopsis thaliana

N
N
N

average BLOSUM62 score greater than 3
average BLOSUM62 score between 3 and 1,5
average BLOSUM62 score between 1,5 and 0,5
conserved Histidine residue predicted to bind heme*

Musmu : Mus musculus
Xenla : Xenopus laevis
Sacce : Saccharomyces cerevisae
Emeni : Emericella nidulans
Dicdi : Dictyostelium discoideumGlutamate residue mutated in the miceQ

YEDZ_ECOLI             PLLIRTRRLLGLWCFAWATLHLTSYA ...//... RPYLTLGIISWVILLALAFTSTQAMQRK.LG.KHWQQLH.NFVYLVAI.LAPIHYL
Y986_PSESM             PGWIVVRRQLGLWCFAYVVLHMTMYA ...//... RPYIIVGALAFLGLLALAVTSNRYSQRR.LG.SRWKKLH.RLVYVILG.LGLLHMF
YAH5_PSEPK             SGWIVVRRQLGLWVFAYIVLHILCYL ...//... RPYIIVGALGFLGLLVLAVTSNRYSQRR.LG.ARWKKLH.RLVYAVLG.LGLLHFL
YAJ1_PSEAE             PGWIAVRRQLGLWCFTYVLLHLSAYY ...//... RPYIIVGMLGFVCLFLLAITSNRFAMRK.LG.SRWKKLH.RLVYLILG.LGLLHML
Y538_PASMU             PQLQVLRRALGLWAWFYVVLHVYAYL ...//... RGYLIIGAIAFLILTLMALSSWSYLKLK.MG.KWWFYLH.QLGYYALL.LGAIHYV
YG46_XANAC             AVVIRFRRMLGLYAFFYATVHLAAYL ...//... RPYITVGFAAWLLLMPLAITSTQGWMRR.LK.RNWGRLH.MLIYPIGL.LAVLHFW
Y1G5_BORBR             PALVRLRRMCGLFAFFYGSLHFLAWV ...//... RPFITVGFAAFVLMAALAATSTQWAMRK.LG.KRWQVLH.RAVYAIGL.LAILHFW
YT80_RALSO             NWLIRIRRMLGLYTFFYGTLHFLIWL ...//... RPFITVGFAAFVLMIPLAATSTNAMVRR.LGGRRWQWLH.RLVYVTGV.LGILHYW
YR47_CAUCR             PRLVRFRRTVGLFAFAYVALHLLAYV ...//... RPFITLGMLGFMLLIPLAVTSTNGWVIR.MGRAAWSRLH.RLVYLIVP.LGVAHYY
Y304_BRUME             ITLLRYRRALGLLAFYYALMHFTTYM ...//... RPFITIGMISLALLVPLALTSNNWSIRK.LG.RRWSSLH.KLVYIAIA.GSAVHFL
YD82_RHIME             VNWLRYRRALGLLAFYYVMMHFLTYM ...//... RPFITIGMAALVLLIPLAVTSNIWSIRR.LG.QRWNKLH.RLVYVIAA.AGALHFA
YJ20_AGRT5             VNLIAYRRALGLIAFYYVLAHFTVYL ...//... RPYIMLGMAGLIILIPLALTSNRWSIRR.LG.SRWNTLH.KLVYLVLI.VGVLHFV
YP37_DEIRA             TWAARIRKALGLLAAFYAVLHFGIYL ...//... RPFITSGFAALLLLLPLVLTSGKGSVRR.LGFARWTLLH.RLVYLAAA.LGALHYW
Q7NFG8_Glovi           PGLLQERRYLGLLTFAFSVLHTWSQI ...//... QFGVELGIFALLAMLPLALTSTDWAVRT.LK.GAWKGLH.QGVFFAAF.LIVLHTL
Q8YN59_Anasp           ASPLNYRRALGVGAFVLSVVHTTHMI ...//... QIGMAAGAVALILMTPAAFTSWESWQKS.LG.KYWRQIH.LLSVPALL.LSAIHAV
Q97LK5_Cloac           KKLVAIRAQMAIMASIFIFPHVCIYL ...//... AAYILAGIIAFIIMMPLFITSLK.KVRRKMNGVKWKKLQ.RWAYLFYL.LVYGHIL
Y572_TREPA             QRVMGLRAELAITAAILTLGHNIAH. ...//... LVAGAVSMVLVLLMSILAVTSFK.VVRRRMGAKTWKRVQ.RLAYLFYG.LTYVHLS
STEA_HUMAN             DKWMLTRKQFGLLSFFFAVLHAIYSL ...//... EIYVSLGIVGLAILALLAVTSIP.SVSDSLTWREFHYIQSKLGIVSLL.LGTIHAL
Q8NFT2_STEAP2_Homsa    ETWLQCRKQLGLLSFFFAMVHVAYSL ...//... EMYISFGIMSLGLLSLLAVTSIP.SVSNALNWREFSFIQSTLGYVALL.ISTFHVL

Q86SF6_TSAP6_Homsa    DHWLQHRKQIGLLSFFCAALHALYSF ...//... EIYLSLGVLALGTLSLLAVTSLP.SIANSLNWREFSFV QSSLGFVALV.LSTLHTL
Q91W31_TIARP_ Musmu     DHWMLCRKQLGLVALGFAFLHVIYTL ...//... DSYLALGILGFFLFLLLGITSLP.SVSNMVNWREFRFVQSKLGYLTLV.LCTAHTL
Q6PAY4_Xenla           DTWMLCRKQLGLVALAYAFLHAIYTL ...//... DSYVALGILGFFFYVLLGITSLP.SVSNAVNWREFRFVQSKLGYLTLV.LCTAHTL
Q6P7H1_Xenla           DQWMLCRKQLGLIALSYALLHAIYTL ...//... DAYIALGILGFFFYVLLGITSLP.SVSNAVNWREFRFVQSKLGYLTLV.LCTGHAL
Q12209_L2114_ Sacce     LALLPLHKWISRIVVLESILHTWFYL ...//... KLPNIYGVIALGLFLLIAITSVR.YARR.WSYRVFYYVH.YVSTWLILVFLHYHAR
YGR0_YEAST             TDFIPFHKWFSRIITVIGLLHGIFFI ...//... KTFNFAGFIISILVLFLLICSIG.PMRR.YNYRLFYIVH.NLVNVAFILLTPIHSR
C24B_HUMAN             DRNLTFHKMVAWMIALHSAIHTIAHL ...//... LLAGITGVVITLCLILIITSSTK.TIRR.SYFEVFWYTH.HLFVIFFI.GLAIHGA
NOX1_HUMAN             DHNLTFHKLVAYMICLHTAIHIIAHL ...//... SIAGLTGVIMTIALILMVTSATE.FIRR.SYFEVFWYTH.HLFIFYIL.GLGIHGI
Q8J0N4_noxA_Emeni      DENIWFHRQVAYATLVFTILHVAAHY ...//... QPAGVTGHVMLFCMMLMYTTAHH.RIRQ.QSFETFWYTH.HLFIPFLL.GLYTHAT
Q9XYS3_Dicdi           DKNIVFHKLIAWVICFATFGHVMAHF ...//... TLAGWTGHVVCIVMVLMYTSAVE.SIRR.PMFEGFWYTH.HLFVVFFG.LLVVHGL
Q7Z7G3_NOX4_Homsa      DKSRTFHITCGVTICIFSGVHVAAHL ...//... TVPGLTGVCMVVVLFLMITASTY.AIRV.SNYDIFWYTH.NLFFVFYM.LLTLHVS
Q86MX0_Dicdi           DKYMTFHKLIGYTLIIASFLHTIGWI ...//... SLPGVTGFIMISFLIIMAILSLK.IIRK.SNFELFYYSH.HLFIGFYV.LLILHGT
O61213_Caeel           DSAIAFHKIVALFAAFWATLHTVGHC ...//... TITGLTGIALVAVMCIIYVFALP.CFIK.RAYHAFRLTH.LLNIAFYA.LTLLHGL
Q9VQH2_Drome           DSHIQFHKIAACTALFFSVLHTVGHI ...//... TVTGTTGVMLFIIMCIIFVFAHP.TIRK.KAYNFFWNMH.TLYIGLYL.LSLIHGL
Q9NRD9_DUOX1_ Homsa     DAAVDFHRLIASTAIVLTVLHSVGHV ...//... TVPGLTGVVLLLILAIMYVFASH.HFRR.RSFRGFWLTH.HLYILLYV.LLIIHGS
Q9UHF9_Homsa           DAAVDFHRWIAMAAVVLAILHSAGHA ...//... TVPGMTGVLLLLVLAIMYVFASH.HFRR.RSFRGFWLTH.HLYILLYA.LLIIHGS
Q9V7N2_Drome           DHHVYLHKLTGITISVLSLIHTIMHL ...//... GCANPTGVALLAILVVMFVCSQP.FVRRKGSFEVFYWTH.LLYVPFWI.LCLFHGP
Q96PH1_Homsa           DQNIQFHQLMGYVVVGLSLVHTVAHT ...//... GSASPTGVALLLLLLLMFICSSS.CIRRSGHFEVFYWTH.LSYLLVWL.LLIFHGP
P92950_FRO1_Arath      ESSIKYHIWLGHLVMIIFTSHGLCYF ...//... AVSNLAGEIALVAGLMMWVTTYP.KIRR.RLFEVFFYSH.YLYIVFML.FFVFHVG
P92949_FRO2_Arath      ESSIKYHIWLGHMVMALFTVHGLCYI ...//... GVSNLAGEIALAAGLVMWATTYP.KIRR.RFFEVFFYTH.YLYIVFML.FFVLHVG
FRE2_YEAST             TSFIMFHKWLGRMMFLDAMIHGSAYT ...//... RLYWQFGVAALCLAGTMVFFSFA.VFRK.YFYEAFLFLH.IVLGAMFFYACWEHVV
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Les formes de haut poids moléculaire observés après traitement des cellules avec 
l'hémine (sans transfection) pourraient correspondrent à des oligomères de TSAP6. Elles sont 
immunoprécipitées avec l'anticorps anti-TSAP6 et semblent avoir la taille de 2 ou 3 protéines. 

 
Aucune fonction de TSAP6 n'a pour l'instant été corrélée à la formation de ces 

oligomères. On peut toute fois noter que dans les réticulocytes, qui contiennent naturellement 
beaucoup d'hème, ces formes hautes de TSAP6 sont détectées sans que les cellules n'aient 
subit d'activation. 

VI.2 -   Localisation de TSAP6 au niveau tissulaire 

L'expression de l'ARNm tsap6 a déjà été décrite dans le cœur, la rate, les poumons, le 
foie et les muscles squelettiques de souris (Passer et al., 2003) par Northern blot. 

Nous avons donc voulu compléter cette étude par la caractérisation de l'expression de 
TSAP6 au niveau protéique par Western blot (Figure 27). Nous avons confirmé une forte 
expression dans les poumons et la rate, mais une expression plus faible dans le foie et le cœur. 
Nous avons également détecté la présence de TSAP6 dans les glandes surrénales et le 
pancréas. 

 

Figure 27 : Etude de l'expression de TSAP6 par Western blot sur des organes de souris 

Nous avons ensuite cherché à caractériser plus finement la localisation de TSAP6 dans 
ces organes. Nous avons pour cela utilisé des techniques d'immunohistochimie en 
fluorescence sur des coupes d'organes inclus en paraffine. Nous avons ainsi mis en évidence 
que l'expression de TSAP6 dans les organes analysés est limitée à des structures particulières 
(Figure 28 : TSAP6 en vert, noyaux en bleu) : 

o Dans le foie, un marquage est visible à la membrane plasmique des 
hépatocytes. 
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o Dans la rate, TSAP6 n'est exprimée que dans la pulpe rouge, et pas dans la 
pulpe blanche. 

o Dans les reins, la protéine présente une localisation stratifiée dans la medulla, 
mais dans le cortex elle est majoritairement localisée autour des corpuscules. 

o Dans la glande surrénale, l'expression de TSAP6 est limitée à la zone 
médullaire (aucun marquage dans la zone corticale). 

o Dans le pancréas, l'anticorps anti-TSAP6 révèle un marquage de structures 
particulières dans les zones interlobulaires. Il pourrait s'agir des parois de 
collagène structurant l'organe. 

o Dans les poumons, TSAP6 n'est détectée qu'au niveau des bronches (pas des 
bronchioles) à la zone apicale des cellules ciliées (marquage dans les cellules 
contenant de la β-tubuline, protéine spécifique des cils). 

 
 
L'analyse de la localisation intracellulaire de TSAP6 est en cours. 
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Figure 28 : Analyse immunohistochimique de la localisation de TSAP6 dans 
différents organes 
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Après avoir caractérisé l'expression et la nature de la protéine TSAP6, 

nous avons cherché à mieux comprendre sa fonction dans l'organisme. 
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VII -  Etude de la fonction de la protéine mTSAP6 

Dans le but de mieux comprendre la fonction de la protéine mTSAP6, nous avons 
caractérisé des souris portant une mutation ponctuelle dans le gène tsap6. La comparaison de 
ces souris avec les souris KO tsap6 que nous sommes en train de générer pourra permettre 
d'affiner notre compréhension des mécanismes faisant intervenir TSAP6. 

VII.1 -   Des souris mutantes pour tsap6 présentent des anomalies 
pulmonaires et sanguines 

VII.1.1 -  Génération des souris mutantes 

La mutagénèse est induite par 3 injections intrapéritonéales de nitrosourée (ENU) dans 
des souris mâles C3HeB/FeJ âgées de 10 à 14 semaines. Cet agent chimique induit des 
mutations aléatoires dans les spermatogonies. Les souris sont ensuite croisées avec des 
femelles sauvages. Les mutations dominantes sont observées dans les souris de génération F1 
et les mutations récessives dans les générations suivantes (Hrabe de Angelis et al., 2000). Les 
souris ayant un phénotype intéressant sont alors sélectionnées. 

Une fois ces souris sélectionnées, l'identification du gène muté est effectuée par 
localisation chromosomique. Une cartographie de marqueurs polymorphiques entre 
C3HeB/FeJ et C57Bl/6JIco a été établie tout au long du génome avec un espacement inférieur 
à 20cM. La région contenant le gène muté est identifiée par analyse de ségrégation entre les 
marqueurs et le phénotype. Les gènes candidats de cette région sont ensuite séquencés afin 
d'identifier lequel porte la mutation. 

 
La caractérisation d'une des souris présentant des anomalies sanguines  a révélé qu'elle 

portait une mutation dans le gène tsap6. Cette mutation d'un seul nucléotide dans tout le 
génome se trouve sur le premier nucléotide du dernier codon du 3ème exon du gène tsap6 
(Figure 29). Cette mutation n'affecte pas l'épissage de l'intron qui suit, mais au niveau 
protéique induit le remplacement d'une Glutamine par une Lysine. 

 

Figure 29 : La mutation Gln-395-Lys dans le gène tsap6 

Il est intéressant de noter que la mutation se trouve dans le 5ème domaine 
transmembranaire et surtout touche un des acides aminés (Q395) les plus conservés du 
domaine ACRATA (voir Figure 18). 

EXON 3

Mutation CAG � AAG
                 Gln         Lys

… ggtggtagcaaactgcctgacttgggtgctaagaaccaaacctggctct tctgcaaga
gcagcaagtgcttgtaactgctgagccatctctgcagccatagttaatggc tttcagtgt
ctgacacatgttagccatctggcagagcatgaacataaccgtggctctctt gtccttcgg
tgcttagtcaatgtgttctagggtgccagcctcggctacagcggtcatggt ttttctctt
gtcag
GTCCTGGCCAACAAGAGCCGCCTCTGGGCTGAGGAAGAAGTCTGGAGGATGGAGATATAC
CTGTCCCTGGGTGTGCTGGCCCTGGGCATGTTGTCGCTGCTGGCTGTCACCTCGCTCCCG
TCCATTGCTAATTCCCTCAACTGGAAGGAGTTCAGCTTCGTGCAG
        Ala-Phe-Val-Gln

gtaacgcagattccccttgagagccatctgcagcttggctcctggacatag gcaggccac
caggtcgggtgctgagaactccccaccttacagggtctccctagtcatagg cagggcact
gggtcaggtgctgagcactcttcactttgcaggctctcccagcctcctgat cctgctt …
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Les protéines portant ce domaine ACRATA ont toutes une Histidine au niveau de ce 
résidu, sauf les protéines de la famille TSAP6 qui ont une glutamine. La mutation de ce résidu 
Q395 en Lysine fait que la protéine TSAP6 mutée se "rapproche" des protéines oxydo-
réductases portant une Histidine à ce niveau de leur domaine ACRATA. En effet, Histidine et 
Lysine font toutes deux partie de la famille des acides aminés polaires chargés négativement, 
alors que la Glutamine de la famille TSAP6 est un acide aminé non chargé. 

 

VII.1.2 -  Analyse des phénotypes des souris TSAP6 mutantes Gln-395-Lys 

Les souris ont été sélectionnées car elles présentent un phénotype sanguin particulier : 
les globules rouges des souris mutantes sont plus petits (microcytose) et plus nombreux 
(érythrocytose ou polycythémie) que ceux des souris WT. 

 
Une analyse phénotypique standard a ensuite été réalisée sur ces souris : 

o contrôle du poids des souris : cette étude a révélé que les femelles mutantes ont 
un poids total inférieur aux souris sauvage. 

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

o observation macroscopique des organes 
o contrôle du poids des organes (foie, reins, rate, cœur et graisse viscérale) 
o histopathologie 

 
Cette dernière étude a permis de mettre en évidence une nette altération des alvéoles 

pulmonaires chez les souris mutantes : elles présentent de l'emphysème. 
 
Aucune différence de localisation de la protéine à l'intérieur des organes ou des 

cellules n'a pu être montrée entre les souris WT et mutantes par immunohistochimie ou 
immunofluorescence. 

 
Les formes oligomériques de TSAP6 sont observées dans les lysats de cellules MEFs 

(Mouse Embryo Fibroblasts) incubées avec de l'hémine qu'elles soient sauvages ou mutantes 
(résultats non présentés). 

VII.1.3 -  Les anomalies sanguines dans les souris mutantes 

VII.1.3.1 -  Quelques notions sur microcytose et érythrocytose 

La microcytose définit une taille anormalement petite des globules rouges. Elle est 
souvent liée à l'érythrocytose (ou polycythemie) qui est caractérisée par un nombre 
anormalement élevé d'érythrocytes. Quand les deux anomalies sont couplées, l'hématocrite  
est normale puisque les deux effets se compensent. 
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La cause majeure d'apparition d'une microcytose+polycythemie (sans anémie) est un 
déficit relatif en fer. D'autres formes sont des conséquences d'une β- ou une α-thalassémie.  

Il existe un modèle animal de microcytose : les souris KO pour pim-1 (Laird et al., 
1993) ; mais elles ne présentent pas d'érythrocytose. A l'inverse, les souris surexprimant Pim-
1 présentent une macrocytose. Sen et coll. ont suggéré que l’érythropoïétine pouvait être  
responsable de l’érythrocytose/microcytose dans certaines souris (Sen et al., 1972).  

VII.1.3.2 -  Analyse des anomalies sanguines dans les souris mutantes 

Les analyses du sang total ont montré que  
o le nombre de réticulocytes (précurseurs des érythrocytes) est normal 
o les cellules ne présentent pas de fragilité osmotique  
o la  demi-vie des érythrocytes est normale 
o le contenu du foie en fer est normal 
o le métabolisme du fer est normal (transport, utilisation, réutilisation) 
o la  capacité de liaison de la transferrine est normale 
o la taille des globules rouges est significativement diminuée dans les souris 

mutantes 
o le nombre de globules rouges est statistiquement augmenté 

 

Figure 30 : Les souris mutantes présentent de la microcytose et de l'érythrocytose 

La microcytose et l'érythrocytose ont été caractérisées sur le sang total.  Comme les 
érythrocytes représentent la très grande majorité des cellules détectées, les autres types 
cellulaires sont négligeables dans ce type d'analyse. Ces 2 phénotypes sont donc attribués aux 
érythrocytes uniquement. 

Nous avons voulu vérifier si les précurseurs des érythrocytes (réticulocytes) n'étaient 
pas déjà affectés. Pour cela nous avons augmenté la proportion de réticulocytes dans le sang 
en induisant une anémie puis en laissant la population de globules rouges se reformer. Les 
types cellulaires sont séparés selon leur densité, par centrifugation sur gradient de Percoll 
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(Vidal and Stahl, 1993). Plus les cellules sont matures plus elles sont denses. Les cellules de 
la phase supérieure (Phase I) sont considérées comme étant des réticulocytes, celles de la 
phase II des érythrocytes (au fond du tubes se trouvent les érythrocytes matures). L'efficacité 
de la purification a été vérifiée par analyse de l'expression du récepteur à la transferrine, dont 
la quantité diminue avec la maturation des cellules. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 31 : Analyse de la taille des réticulocytes et érythrocytes par cytométrie de flux 

L'analyse de leur taille par Cytométrie de flux a confirmé la microcytose des 
érythrocytes mais a en plus permis de montrer que les réticulocytes des souris mutantes 
étaient également plus petits que ceux des souris WT (Figure 31).  

 
Ces résultats montrent que la microcytose est due à une perturbation affectant les 

globules rouges, déjà au niveau des réticulocytes. D'autres expériences devront être menées 
pour savoir si les stades encore plus précoces de l'érythropoïèse sont également touchés. 

 

VII.1.4 -  L'emphysème dans les souris mutantes 

VII.1.4.1 -  Quelques notions sur l'emphysème 

L'emphysème est une maladie affectant les alvéoles pulmonaires. Elle est caractérisée 
par la dilatation des alvéoles pulmonaires causée par l'altération de leurs parois élastiques. 
Ceci est dû à une dérégulation de la balance protéase/antiprotéase qui contrôle l'épaisseur de 
la matrice  extracellulaire au niveau des alvéoles pulmonaires. La destruction du collagène 
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interstitiel est une caractéristique de différents modèles murins d'emphysème (pour revue voir 
(Foronjy and D'Armiento, 2001), (Brusselle et al., 2005)) et des anticorps anti-collagène ont 
été trouvés chez des patients emphysémateux (Michaeli and Fudenberg, 1974). Pourtant une 
étude a montré une augmentation du niveau de collagène dans les régions septales des 
poumons de personnes présentant de l'emphysème (Cardoso et al., 1993).  

L'intégrité des parois des alvéoles pulmonaires est donc due à une régulation fine de la 
balance entre synthèse et dégradation des composants de la matrice extracellulaire. 

 
L'apparition de l'emphysème est, chez l'homme, majoritairement une conséquence du 

tabagisme. L'inflammation engendrée par la fumée de cigarette active les macrophages qui 
sécrètent entre autres des protéases et antiprotéases. 

L'emphysème peut également avoir une origine génétique. En effet, des mutations 
entraînant une mauvaise expression, sécrétion ou fonction de l'α1-antitrypsine peuvent 
engendrer cette maladie (Laurell, 1963; DeMeo and Silverman, 2004). Cette enzyme est 
sécrétée par le foie et agit au niveau des poumons où elle régule l'épaisseur de la matrice 
extracellulaire en dégradant diverses protéases (trypsine, élastase, chimotrypsine).  

Chez la souris, un modèle d'emphysème a également été obtenu par délétion du gène 
smad3 (Bonniaud et al., 2004). Ce phénotype a été corrélé à la surexpression des 
métalloprotéases  MMP9 et MMP12. De plus, la surexpression de la MMP1 humaine dans des 
poumons de souris induit le développement d'un emphysème (D'Armiento et al., 1992).  

Les souris KO pour MMP12 sont, quant à elles, plus résistantes à l'induction de 
l'emphysème par la fumée de cigarette que ne le sont les souris WT (Hautamaki et al., 1997).  

 
Une autre hypothèse a également été décrite par Kasahara et col. pour expliquer 

l'apparition de l'emphysème. Ils ont montré que VEGF (Vascular Epithelial Growth Factor) 
et VEGF-R2 (son récepteur) sont moins exprimés dans les poumons emphysémateux 
(Kasahara et al., 2001). La perte de ces facteurs, permettant la survie des cellules 
endothéliales, entraînerait la mort de ces cellules par apoptose (Kasahara et al., 2000; 
Taraseviciene-Stewart et al., 2001; Tuder et al., 2003) et donc la diminution des vaisseaux 
dans les parois des poumons de patients souffrant d'emphysème (Liebow, 1959). 

Un autre modèle de souris présentant une sensibilité accrue à la fumée de cigarette a 
été décrit dans des KO pour le facteur de transcription NRF2 (Rangasamy et al., 2004). Cette 
observation a été corrélée à une apoptose accrue des cellules pulmonaires. Des études récentes 
ont confirmé qu'une apoptose (induite par les céramides) des cellules pulmonaires pouvait 
entraîner l'apparition d'emphysème (Petrache et al., 2005).  

 
Certaines formes d'emphysème présentent une inflammation qui favorise le 

dérèglement des protéases/antiprotéases et des cytokines. Ainsi, une augmentation de 
l'interleukine-13 et du TNFα ont été corrélés à l'emphysème (Boutten et al., 2004).  

 
Notons enfin que les fibroblastes issus de poumons atteints d'emphysème présentent 

un temps de doublement allongé par rapport à celui des fibroblastes provenant de personnes 
saines (Holz et al., 2004). Ceci suggère, qu'en plus d'une dérégulation de l'apoptose, les 
cellules des poumons emphysémateux présentent des troubles de la prolifération. 
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VII.1.4.2 -  Analyse du phénotype pulmonaire des souris mutantes 

Les alvéoles pulmonaires des souris mutantes présentent un net élargissement mais 
aucune inflammation n'a été détectée (Figure 32). Il a déjà été noté que les souris C3H 
peuvent développer de l'emphysème sans présenter d'inflammation pulmonaire, car elles ne 
possèdent pas le principal récepteur au LPS. 

 

Figure 32 : Histopathologie montrant un net emphysème pulmonaire dans les 
souris tsap6 mutantes 

Afin de comprendre les mécanismes ayant engendré ce phénotype dans les souris, 
nous avons cherché à savoir s'il était associé à une différence d'expression, de localisation ou 
d'activité de la protéine TSAP6. 
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Les premières analyses par Western blot dans les poumons indiquent que TSAP6 serait 
moins exprimé dans les souris mutantes que dans les souris sauvages, et ce chez les mâles 
comme les femelles (Figure 33). Ces résultats devront être confirmés sur d'autres souris. 

 

Figure 33 : Analyse par Western blot de l'expression de TSAP6 dans les poumons 

Comme l'emphysème peut être dû à un déficit de sécrétion d'une protéine hépatique 
(voir plus haut), et puisque des travaux de notre laboratoire ont montré que TSAP6 induit la 
sécrétion d'au moins une protéine, nous avons voulu savoir si la mutation affectait 
l'expression et surtout la capacité de TSAP6 à promouvoir la sécrétion dans cet organe. 

 
Nous avons commencé par regarder l'expression de TSAP6 dans le foie. Aucune 

différence significative n'a pour l'instant été mise en évidence chez les femelles, mais chez les 
mâles il y aurait moins de TSAP6 dans les mutants que dans les souris WT (Figure 34).  

 

Figure 34 : Analyse par Western blot de l'expression de TSAP6 dans le foie 

Ce résultat est confirmé par immunohistochimie sur des coupes de foie, bien que cette 
technique soit moins sensible et peu quantitative. 
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Des expériences d'immunofluorescence sur des hépatocytes primaires isolés des souris 
WT et mutantes ont permis de montrer qu'aucune différence de localisation intracellulaire de 
TSAP6 n'est induite par la mutation.  

 
 
Nous avons ensuite cherché à déterminer si la mutation de TSAP6 pouvait affecter la 

sécrétion de l'α1-antitrypsine. Pour cela, nous avons analysé l'expression de cette protéine 
dans le foie et les poumons par Western blot ; si aucune différence d'expression n'a pu être 
mise en évidence dans les poumons, il semble que le foie des souris mâles mutantes (mais pas 
des femelles) contienne plus d'α1-antitrypsine que dans les souris mâles sauvages (résultats 
non présentés). Ceci pourrait être cohérent avec un déficit de sécrétion puisque l'on retrouve 
plus de protéine dans le lysat cellulaire.  

La sécrétion de cette antiprotéase par des cellules MEFs sauvages et mutantes à été 
comparée. Elle n'a révélé aucune différence significative. 

 
Comme nous l'avons vu, une des fonctions de TSAP6 est de s'associer à TCTP et 

surtout d'induire sa sécrétion (Amzallag et al., 2004). Or, il a été montré que TCTP est 
surexprimé dans les poumons de personnes souffrant d'emphysème par rapport à des 
personnes non (ou faiblement) atteintes (Spira et al., 2004). De plus, TCTP a été décrit 
comme pouvant à son tour induire la sécrétion de l'IL-13 ; or celle-ci voit son expression 
nettement diminuée chez des patients présentant certains types d'emphysème (Boutten et al., 
2004). 

Nous avons donc analysé l'expression de la protéine TCTP dans les poumons et le foie 
des souris sauvages et mutantes ainsi que son niveau de sécrétion les hépatocytes et cellules 
MEFs. 

 
Les études préliminaires ne montrent pas de différence significative d'expression de 

TCTP dans les foies ni les poumons entre les souris WT et mutantes. D'autre part, l'analyse de 
la sécrétion de TCTP dans des cellules MEFs issues d'embryons WT et mutants a montré 
,dans certains clones, une augmentation de la sécrétion  de TCTP par rapports aux clones 
sauvages (résultats non présentés). De la même façon, lors de l'analyse de la sécrétion de 
TCTP par des hépatocytes primaires, nous avons détecté une sécrétion accrue de TCTP dans 
certains des hépatocytes mutants (résultats non présentés).  

Il est à noter que le phénotype emphysémateux n'a pas été trouvé dans 100% des 
souris mutantes, il est possible que la sécrétion de TCTP ne soit pas affectée dans tous les 
clones (MEFs ou hépatocytes). Il conviendrait de répéter ces expériences sur un plus grand 
nombre d'échantillons, de manière à obtenir des résultats statistiquement interprétables quant 
à l'effet de la mutation de TSAP6 sur la sécrétion de TCTP. 
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VII.1.5 -  Perspectives 

VII.1.5.1 -  Une piste pour expliquer le phénotype sanguin 

Parmi les partenaires de TSAP6 identifiés par notre laboratoire se trouve Nix (Passer 
et al., 2003). Or l'expression de l'ARNm nix augmente lors de la maturation des précurseurs  
érythrocytaires suite à un traitement par le facteur de croissance érythropoïétique: 
l'érythropoïétine (Aerbajinai et al., 2003). 

Par conséquent, il sera intéressant d'étudier le niveau d'expression de Nix dans les 
cellules sanguines ainsi que son interaction avec TSAP6 et de voir si un déficit de la quantité 
ou de la fonction de Nix peut entraîner un défaut d'érythropoïèse conduisant aux phénotypes 
de microcytose et d'érythrocytose. 

VII.1.5.2 -  Plusieurs pistes pour expliquer l'emphysème pulmonaire 

Nous prévoyons de confirmer les différences d'expression des protéines TSAP6, TCTP 
et α1-antitrypsine observées dans les poumons et les foies en analysant un plus grand nombre 
de souris. 

Si la baisse du niveau de TSAP6 est confirmée dans différents organes, nous tenterons 
de déterminer si la mutation affecte la demi-vie de la protéine.  

 
De la même façon que TCTP, un autre partenaire de TSAP6, Nix, a été retrouvé 

surexprimé dans les poumons de patients emphysémateux (Spira et al., 2004). Nix et TSAP6 
coopèrent pour induire l'apoptose (Passer et al., 2003). Or différents modèles d'emphysème 
montrent une apoptose accrue au niveau des poumons. Il nous faudra donc vérifier le niveau 
d'expression de Nix dans les poumons des souris mutantes. 

 
Pour TCTP comme pour Nix, des études sont en cours de façon à vérifier si la 

mutation n'affecte pas leur interaction avec TSAP6. 
 

Différentes hypothèses peuvent permettre d'expliquer l'apparition de l'emphysème 
dans les souris mutantes. La mutation Gln➞➞➞➞Lys de TSAP6 peut potentiellement entraîner 
une perte comme un gain de fonction pour la protéine. 

Nous pensons que, comme cela a été décrit pour d'autres modèles d'emphysème, le 
phénotype que nous observons pourrait être dû à une augmentation du processus 
apoptotique. La mutation induirait donc un "gain de fonction" pour l'activité pro-
apoptotique de TSAP6. 

Si la mutation de TSAP6 induit une augmentation de la fonction pro-apoptotique de 
Nix, de la capacité de TSAP6 à sécréter la protéine anti-apoptotique TCTP, l'accroissement 
de l'apoptose apparaît comme une conséquence logique de cette mutation. 

 

VII.1.5.3 -  Corrélations entre les phénotypes 

La mutation de TSAP6 a des effets à la fois sur la taille et le nombre des globules 
rouges. Mais l'un des deux phénotypes sanguins ne pourrait-il pas être la conséquence de 
l'autre ?  
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En effet, on sait que, d'une façon générale, il est nécessaire que la quantité d'oxygène 
transporté par le sang reste identique pour éviter une anémie. Cette quantité est relative à la 
quantité d'hémoglobine dans les cellules puisque c'est elle qui transporte l'oxygène. 

On pourrait imaginer que la mutation ne perturbe que la taille des globules rouges et 
pas directement leur nombre. Afin de compenser le manque en oxygène (dû au fait que  les 
cellules des souris mutantes sont plus petites, et contiennent moins d'hémoglobine), 
l'organisme produirait les érythrocytes en plus grand nombre. L'enchaînement inverse est 
également envisageable. Ces hypothèses restent à être vérifiées.  

 
 
En outre, on peut émettre l'hypothèse que le phénotype au niveau des cellules 

sanguines ne serait qu'une conséquence du phénotype pulmonaire. En effet, on sait que 
l'emphysème entraîne une perturbation de la fonction pulmonaire d'absorption de l'oxygène. 
Or, il a été décrit qu'il existe une corrélation entre la quantité de globules rouges et la 
concentration en oxygène dans le sang (Vanier et al., 1963), et qu'une hypoxémie (faible 
quantité d'oxygène dans le sang) pouvait entraîner une polycythémie (Cournand, 1950). De 
plus, l'administration d'oxygène à des patients hypoxiques permet de rétablir un hématocrite et 
un volume des globules rouges normal (Chamberlain and Millard, 1963). 

En accord avec cette hypothèse, plusieurs articles décrivent que dans de rares cas 
l'emphysème peut entraîner diverses complications dont une érythrocytose (Freedman and 
Penington, 1963; Herbert et al., 1964; Segel and Bishop, 1966).  

Mais, comme les souris TSAP6 mutantes présentent un hématocrite normal (puisque la 
microcytose compense l'érythrocytose), ce phénomène de correction ne semble pas pouvoir 
expliquer leur phénotype sanguin.  

 
 
Enfin, nous avons pu trouver dans la littérature qu'un type particulier de facteur de 

transcription est impliqué à la fois dans des mécanismes de l'érythropoïèse et dans 
l'emphysème. 

Les facteurs de transcription Nf-E2 et NrF2 (Nfe2l2 nuclear factor erythroid derived 
2, like 2) sont des protéines très similaires qui induisent l'expression de gènes impliqués dans 
l'érythropoïèse dont celui codant la β-globine, un élément majeur pour la fonction de transport 
de l'oxygène par les érythrocytes (Ney et al., 1990; Moi et al., 1994; Kotkow and Orkin, 
1995). 

Il est important de noter que NrF2 protège les souris contre l'apparition de 
l'emphysème suite à l'exposition à la fumée de cigarette (Rangasamy et al., 2004) et qu'en plus 
une mutation Val-173-Ala de Nf-E2 est corrélée avec l'apparition d'une microcytose (Peters et 
al., 1993). 

En outre, l'hémine peut participer à l'induction de ces facteurs de transcription. Or, 
c'est un produit d'oxydation de l'hème (qui a été supposé pouvoir se lier à TSAP6 (Sanchez-
Pulido et al., 2004)) et, comme nous avons montré plus haut, elle peut jouer sur 
l'oligomérisation de la protéine TSAP6 ( VI.1.3 - page 83). 

De plus, Nrf2 et NFE2 peuvent activer la transcription du gène codant pour l'aldo-keto 
reductase 1 (AKR1B3) (Nishinaka and Yabe-Nishimura, 2005). Or, le criblage en double 
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hybride réalisé dans le but d'identifier les partenaires de TSAP6 a révélé AKR1B3 comme 
pouvant être un ligand potentiel (résultats non publiés). Enfin, différents ARNm codants pour 
des aldo-keto reductases ont été trouvé surexprimés dans les souris exposées à la fumée de 
cigarette et chez des fumeurs atteints d'emphysème (Hackett et al., 2003; Rangasamy et al., 
2004). 

 
Les phénotypes sanguins et pulmonaires semblent pouvoir être liés au niveau 

moléculaire puisque plusieurs protéines pourraient avoir des rôles à la fois dans les 
mécanismes d'érythropoïèse et  d'emphysème. De plus l'hémine, qui est un ligand potentiel 
de TSAP6, semblerait avoir un rôle central permettant de relier TSAP6, NrF2/NfE2, 
AKR1B3 et les phénotypes.  

L'effet de la mutation de tsap6 sur son interaction avec AKR1B3 ou l'hémine, et sur 
la fonction de Nrf2 sont donc des voies que nous devrons explorer pour tenter d'expliquer 
et éventuellement de corréler les deux phénotypes. 

 
Une étude approfondie de ces souris nous permettra peut-être de détecter de 

nouveaux phénotypes dus à la mutation de tsap6, et ainsi d'investiguer de nouvelles 
fonctions de la protéine.  

Nous savons déjà que les croisements entre souris hétérozygotes engendrent des 
souris dont la répartition génotypique ne suit pas les lois de Mendel. Il est intéressant de 
noter que cette même observation a été faite dans les souris KO pour l'isoforme PI2 de 
l' αααα1-antitrypsine. 

 
En raison de la nature de la mutation par rapport au consensus ACRATA et des 

fonctions prédites pour TSAP6. Il sera important de vérifier si TSAP6 est capable de lier 
l'hème et d'avoir une activité oxydo-reductase et il faudra déterminer si ces fonctions sont 
altérées par la mutation. 
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Figure 35 : TSAP6 et ses partenaires 
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VII.2 -   Génération de souris KO pour tsap6 

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

Il sera intéressant de rechercher si les phénotypes observés dans les souris mutantes se 
retrouvent dans les souris KO. Si les souris KO ne présentent pas d'élargissement des alvéoles 
pulmonaires, cela tendrait à confirmer notre hypothèse selon laquelle la mutation 
Gln395➙Lys est un gain de fonction. En revanche si les souris KO présentent de 
l'emphysème, on pourra conclure que la mutation correspond à une perte de fonction de la 
protéine. 

VII.2.1 -  Le KO tsap6 

Le gène tsap6 comportant de très longs introns, il nous était impossible de déléter la 
totalité du gène. Nous avons choisi de déléter 2 des 5 exons : les exons 2 et 3.  

Il était impossible de déléter l'exon 1 en plus de l'exon 2 car ils sont séparés par 26kb. 
Et comme l'exon 2 contient un ATG en phase, il était impossible de ne supprimer que le 1er 
exon. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 36 : Structure du gène tsap6 

VII.2.2 -  La construction 

De la même façon que pour siah-1b, une amplification par PCR grâce à une Taq 
polymérase très fidèle nous a permis d'amplifier les 9,8kb d'ADN génomique du chromosome 
1 contenant la partie du gène tsap6 que nous souhaitions éliminer. 

Nous avons inséré des sites de restriction à chaque extrémité de ce produit 
d'amplification afin de le cloner dans un vecteur pBluescript (pBS). 

Nous avons tiré profit de sites de restriction uniques présents sur l'ADN génomique : 
SpeI et XbaI pour insérer un site loxP en 5' de la zone à invalider et une cassette néomycine 
entourée par 2 sites loxP de l'autre côté de la zone à éliminer (Figure 37).  
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Figure 37 : Construction pour le KO tsap6 

Après avoir inséré dans le vecteur pBS le produit de PCR contenant les exons 2 et 3 de 
tsap6 dans lequel nous avons inséré les sites LoxP et la cassette NEO, nous avons injecté cette 
construction dans les cellules ES de nos souris. 

 
Les cellules ayant sur leur chromosome 1 les 2 sites LoxP P1 et P2 (mais pas la 

cassette NEO) sont injectées dans des blastocystes de souris eux mêmes introduits dans des 
souris gestantes. Il faut ensuite sélectionner les souris qui ont intégré la construction dans 
leurs cellules germinales et peuvent ainsi la transmettre à leur descendance. Les souris issues 
du croisement entre 2 chimères comportant la construction dans leurs cellules germinales  
contiennent la construction dans toutes leurs cellules. 

Elles sont alors croisées avec des souris exprimant la protéine CRE (Figure 17 page 
71) dans toutes les cellules (génération d'un KO total) ou dans un type particulier de cellules 
(promoteur spécifique), ou à un instant donné, ce qui permet la génération d'un KO 
conditionnel en localisation ou en temps. 

 
Nous savons pour l'instant que ces souris sont viables, mais leur étude 

phénotypique n'a pas encore commencé à ce jour. 
 Pour savoir si la microcytose et l'érythrocytose sont bien une 

conséquence de l'emphysème, il pourrait être envisagé de générer des souris 
KO pour TSAP6 uniquement dans les poumons et de voir si elles développent 
des anomalies sanguines. Ceci est possible grâce à l'utilisation d'une 
recombinase CRE inductible par un promoteur régulé par un facteur de 
transcription spécifique des poumons. 

Afin d'approfondir la fonction de TSAP6 dans la voie P53, nous 
prévoyons d'induire P53 dans ces souris TSAP6 et de voir quelle fonction de 
P53 est altérée par le manque de TSAP6. 
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Discussion 
Dans le monde 6 millions de personnes sont décédées d'un cancer en l'an 2000. En 

France, les cancers représentent la première cause de mortalité chez les hommes et la 
deuxième chez les femmes après les maladies cardiovasculaires. Les études de l'OMS 
prévoient une augmentation de 50% de l'apparition des cancers d'ici 2020. Le vieillissement 
de la population, le tabagisme et le manque d'activité physique sont les facteurs avancés pour 
expliquer ces projections alarmantes. 

 
Les cancers se caractérisent par une intense prolifération de cellules ayant acquis des 

mutations dans leur patrimoine génétique. Elles sont dérégulées dans leur cycle cellulaire 
puisqu'elles se multiplient de façon anarchique. Ces cellules présentant des anomalies 
devraient être éliminées par la voie apoptotique ou stoppées par les gardiens de l'intégrité 
cellulaire (gènes suppresseurs de tumeur), mais elles portent souvent des mutations inactivant 
ces voies. Les mutations des gènes pro-apoptotiques ou suppresseurs de tumeur donnent un 
avantage sélectif aux cellules tumorales. 

 
Le développement d'un cancer a des causes multifactorielles, mais l'événement clé est 

souvent une mutation affectant la fonction ou la régulation de la protéine P53 (mutée dans 
plus de 50% des cancers). Au fur et à mesure de la progression de la tumeur, les cellules 
cancéreuses vont ensuite accumuler d'autres mutations. 

Pour cette raison, des études visant à corriger l'activité de P53 dans les tumeurs sont 
menées dans l'espoir de déboucher sur une thérapie anticancéreuse. Certains travaux sont 
focalisés sur la protéine P53 elle-même, alors que d'autres équipes, dont la notre, travaillent 
plutôt en aval, cherchant des cibles thérapeutiques parmi les effecteurs de P53. 

 
Notre approche consiste également à identifier des protéines impliquées dans la 

réversion tumorale, phénomène par lequel des cellules cancéreuses perdent certaines de leurs 
caractéristiques tumorales. Notre équipe a d'abord mis au point une technique permettant de 
sélectionner ces cellules révertantes à partir de la population cancéreuse et d'en dériver des 
lignées cellulaires révertantes. Elle a ensuite entrepris l'étude de l'expression différentielle des 
ARNm entre les lignées parentales tumorales et les lignées révertantes qui en dérivent. 

 
Parmi les gènes que notre groupe a trouvé comme étant régulés par P53 et 

différentiellement exprimés lors de la réversion tumorale, nous avons choisit de travailler sur 
siah-1 et tsap6. 

Ces deux gènes sont activés transcriptionnellement par P53 et sont surexprimés dans 
les cellules révertantes par rapport aux cellules parentales. Ce sont ce que nous appelons des 
TSAP : Tumor Suppressor Activated Pathway.  

 
Bien qu'il soit communément admis que Siah-1 fait partie des effecteurs de P53, 

certaines expériences sur des souris KO semblaient montrer le contraire. 
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Lors de notre étude, nous avons pu mettre en évidence la présence et la fonctionnalité 
d'un élément de réponse à P53 dans le promoteur du gène murin siah-1b. La protéine P53 est 
capable de se lier spécifiquement à cette séquence et ainsi de réguler positivement la 
transcription du gène en aval.  

Nous apportons ainsi la preuve que Siah-1b est un effecteur direct de P53. 
 
Notre découverte de la fonctionnalité de la séquence trouvée dans le promoteur de 

siah-1b comme élément de réponse à P53  élargit la gamme des séquences connues pour être 
régulées transcriptionnellement par P53. En effet, le site de liaison que nous avons identifié ne 
correspond pas au consensus décrit pour la liaison de P53 à l'ADN. Ce consensus est formé de 
deux motifs séparés de 0 à 13 pb. Or dans le site que nous avons identifié, les séquences 
correspond parfaitement au consensus, mais l'espace entre les deux motifs est de 33 pb, une 
structure prédite pour ne pas permettre la liaison de P53. Pourtant nous avons pu prouver son 
activité.  

L'intégration de ces nouvelles données dans les logiciels d'analyse devrait permettre de 
trouver de nouvelles cibles potentielles de P53 qui avaient auparavant été écartées. 

 
 Notre hypothèse est que P53 induit une contrainte sur la région de 33 pb (soit 3 tours 

d'hélice) séparant les deux motifs de liaison entraînant. Ce repliement induirait le 
rapprochement de ces 2 motifs de façon à permettre la liaison de P53.  

Figure 38 : Hypothèse d'un repliement de l'ADN pour la liaison de P53 au 
promoteur de siah-1b 

De façon à valider cette hypothèse, il est envisageable d'effectuer des délétions entre 
les 2 motifs de l'élément de réponse à P53 du promoteur de siah-1b (pour atteindre 13pb par 
exemple) et détermoner s'il conserve sa fonctionnalité. On pourrait également remplacer un 
site consensus (par exemple celui du promoteur de tsap6) par le site de siah-1b et ainsi voir si 
cette structure particulière du site de liaison modifie la régulation du gène en aval. 

Il serait intéressant d'étudier dans quelle mesure la structure de l'élément de réponse 
(0, 13, ou 33pb entre les motifs) module la réponse à P53. Il a été décrit que suivant le type 
d'activation qu'elle subit, P53 présente des modifications post-traductionnelles différentes qui 
lui permettent d'activer des gènes différents. On peut supposer que, suivant son état de 
phosphorylation ou d'acétylation, P53 pourrait se lier aux sites consensuels et/ou aux sites du 
type de celui du promoteur de siah-1b. Des expériences de mutagénèse de P53 pourraient 
permettre de répondre à cette question. 

10,5pb / tour d ’hélice

Cible consensuelle de P53 Promoteur de siah-1b
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L'étude de la seconde protéine régulée par P53 et dont l'expression est augmentée dans 

les cellules révertantes, TSAP6, nous a permis de caractériser son expression et sa fonction 
chez la souris. Nous avons montré qu'elle présente une distribution tissulaire restreinte à des 
structures particulières, sans que nous ayons pu corréler cette localisation à une zone 
fonctionnelle particulière commune à tous les tissus. Au niveau intracellulaire, la protéine est 
associée à l'appareil de Golgi et à la membrane plasmique. On peut également la détecter par 
microscopie à la surface de vésicules cytoplasmiques dont nous n'avons pas encore identifié la 
nature. 

Nous avons aussi montré que TSAP6 est N-glycosylée in vivo et que sa demi-vie est 
courte. En outre, elle semble s'oligomériser suite à l'incubation des cellules avec de l'hémine. 
Ceci n'a, pour l'instant, été corrélé à aucune modification fonctionnelle de TSAP6. 

 
Nous avons obtenu des souris portant une mutation ponctuelle dans le gène tsap6 et 

présentant une microcytose, une érythrocytose et de l'emphysème pulmonaire. L'étude des 
causes de l'apparition de ces phénotypes nous apparaissait comme un bon moyen pour 
comprendre la fonction de TSAP6. 

Nous avons donc entrepris de caractériser les changements histologiques, 
intracellulaires et moléculaires consécutifs à cette mutation. 

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

Nous avons montré que la microcytose touche non seulement les érythrocytes, mais 
également leurs précurseurs (réticulocytes), ce qui indique que la différentiation de la lignée 
rouge pourrait être affectée. De plus, nos résultats préliminaires montrent que l'expression de 
TSAP6 pourrait être modifiée dans  les poumons des souris mutantes. 

TCTP est une protéine anti-apoptotique surexprimée dans les poumons des patients 
emphysémateux et dont la sécrétion est augmentée par une surexpression de TSAP6. Les 
premières analyses que nous avons réalisées montrent que TCTP pourrait être plus activement 
sécrétée par certains types de cellules mutantes. Si ce phénomène était confirmé au niveau des 
cellules pulmonaires, il pourrait éventuellement expliquer l'emphysème par une induction de 
l'apoptose au niveau des parois alvéolaires et donc leur destruction dans les souris mutantes. 

 
Nous avons également émis l'hypothèse que les phénotypes apparaissant dans les 

cellules sanguines soient des conséquences de l'emphysème. Mais, comme l'hématocrite reste 
normal dans les souris mutantes, cette hypothèse est peu probable. 

Toutefois, les phénotypes sanguins et pulmonaires pourraient s'expliquer par des 
mécanismes communs, puisque TSAP6 pourrait avoir un lien avec des protéines qui, comme 
elle, sont influencées par l'hémine, et qui ont été impliquées à la fois dans l'érythropoïèse et 
l'emphysème (NfE2, NrF2, AKR1B3). 

 
Outre un outil intéressant pour évaluer la fonction de TSAP6, ces souris mutantes 

peuvent se révéler être un bon modèle murin pour des études thérapeutiques portant sur 
l'emphysème. Il n'existe en effet aujourd'hui aucun traitement efficace contre cette maladie. 
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Or, le nombre de fumeurs dans le monde étant toujours en augmentation, de plus en plus de 
personnes seront atteints par cette maladie. Selon l'OMS, le tabagisme, en entraînant 
l'apparition de plusieurs types de cancers et de maladies cardio-vasculaires, a tué quelque 100 
millions de personnes au 20e siècle. 

 
Les études que nous avons réalisées sur la régulation et la fonction des protéines Siah 

et TSAP6 vont être complétées par l'étude de souris KO pour ces deux protéines. Nous avons 
généré les constructions génomiques nécessaires à  leur élaboration. Si les souris KO pour 
siah-1b sont encore en cours de conception, nous savons déjà que les souris KO pour tsap6 
sont viables. 

L'étude des phénotypes engendrés par la délétion de chacun de ces gènes nous 
permettra d'appréhender leur rôle physiologique. 

L'utilisation sur ces souris KO de différents agents de stress induisant P53 nous 
permettra de déterminer quelles voies de signalisation induites par P53 sont médiées 
respectivement par Siah-1b et TSAP6. 

Puisque l'expression de ces deux protéines est régulée positivement par P53 et qu'elles 
sont surexprimées dans les cellules révertantes, il sera important d'observer si, comme pour 
les souris KO p53, elles sont plus sujettes à l'apparition de tumeurs. 

 
Ces projets s'intègrent clairement dans la stratégie de caractérisation de cibles 

potentielles pour la thérapie anticancéreuse. 
 
On sait que de nombreux gènes impliqués dans les cancers sont importants pour le 

développement embryonnaire. Ce qui est, comme nous l'avons présenté ici, le cas de siah-1b. 
L'étude de la fonction et de la régulation de l'expression de Siah-1b apparaît donc comme un 
élément intéressant pour la compréhension des mécanismes d'apparition des cancers et donc 
pour savoir comment les traiter efficacement.  

TSAP6 semble jouer un rôle important au niveau pulmonaire et, dans l'hypothèse où 
son extinction dans les souris entraînerait l'apparition de cancer du poumon, les souris KO 
tsap6 représenteraient un modèle animal intéressant pour l'étude de ce cancer.  

 
Notre laboratoire a déjà montré l'importance d'une autre protéine, TCTP, dans le 

mécanisme de réversion tumorale. La baisse de son expression par stratégie antisens réduit la 
tumorigénicité des cellules injectées aux souris. Nous avons identifié des molécules qui à la 
fois diminuent son expression protéique, sont cytotoxiques pour les cellules transformées, et 
retardent l'apparition des tumeurs dans les souris. 

La mise au point de molécules permettant de moduler l'expression ou la fonction des 
protéines Siah et TSAP6 pourrait de même permettre de faire régresser certaines tumeurs.  
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Annexe 1 : Quelques liens sur P53 

http://www-p53.iarc.fr/index.html 
http://p53.free.fr/ 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?ORG=Hs&CID=408312 
http://www.infobiogen.fr/services/chromcancer/Genes/P53ID88.html 
http://bioinfo1.weizmann.ac.il/cgi-bin/genecards/carddisp?TP53 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=191170 
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.html 
http://p53.genome.ad.jp/index.html 
http://harvester.embl.de/harvester/P046/P04637.htm 
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Annexe 2: Quelques liens sur Siah 

Siah-1b 
http://ca.expasy.org/uniprot/Q06985 
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/geneview?gene=ENSMUSG00000040749 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=nucleotide&list
_uids=6677948&dopt=GenBank&term=siah1a&qty=1 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=31127269 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=40786823 
http://www.snps3d.org/modules.php?name=SnpAnalysis&locus_ac=6477 
http://smd.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceResult 
http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/gs/124606.html?IN=1 
 
 
 
Siah-1a 
http://ca.expasy.org/uniprot/P61092 
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/geneview?gene=ENSMUSG00000036840 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=nucleotide&list
_uids=6677946&dopt=GenBank&term=siah1a&qty=1 
http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/gs/124605.html?IN=1 
 
 
Siah-1 
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG00000196470 
http://telethon.bio.unipd.it/GETProfiles/Cardiac_Muscle/ESTs/Hs.184081.html 
http://www.rzpd.de/cgi-bin/cards/carddisp?SIAH1 
http://www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas/fiche.php?symbol=SIAH1 
http://smd.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceResult 
http://www.infobiogen.fr/services/chromcancer/Genes_gc/GC_SIAH1.html 
http://www.pdg.cnb.uam.es/UniPub/iHOP/gs/92157.html?IN=1 
http://harvester.embl.de/harvester/Q8IU/Q8IUQ4.htm 
 
 
 
 
Famille Sina  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=pfam03145 
http://pfam.wustl.edu/cgi-bin/getdesc?name=Sina 
http://www.ebi.uniprot.org/uniprot-
srv/protein/uniProtView.do?proteinAc=P29304&pager.offset=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?gene=ENSG00000115107 
http://www.ensembl.org/Mus_musculus/geneview?gene=ENSMUSG00000026389 
http://www.ucsf.edu/pgdb/gene/167.html 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusId=55240 
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?009705 
http://ca.expasy.org/uniprot/Q86SF6 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=28372379 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=28372377 
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 Annexe 4 : Lexique 

1/2 vie Définit la durée au bout de laquelle la quantité d'une protéine a diminué de moitié.  

Apoptose Mécanisme par lequel la cellule induit sa propre mort. 

Cellule révertante Cellule, à l'origine tumorale, présentant un phénotype tumoral atténué. 

Cellule transformée Cellule qui se caractérise par une indépendance d'ancrage, une indépendance vis à vis des 

signaux de prolifération, une capacité proliférative illimitée et un pouvoir invasif. Une cellule 

transformée devient cancéreuse lorsqu'elle acquiert la potentialité d'induire des tumeurs lors 

d'injection en souris 

Emphysème Maladie des poumons caractérisée par un élargissement des alvéoles. 

Endocytose Mécanisme par lequel des vésicules s'invaginent à la surface des cellules et sont internalisées 

Epissage alternatif Processus permettant d'exciser les introns d'un ARNm de plusieurs façons 

Erythrocyte Globule rouge chargé de transporter l'oxygène dans le sang. 

Erythrocytose Affection sanguine caractérisée par un nombre anormalement élevé des globules rouges. 

Exocytose Mécanisme par lequel des composés contenus dans des vésicules sont expulsés de la cellule 

Exon Partie de la séquence d'un gène qui est conservée au niveau de l'ARN maturé 

Facteur de 

transcription 

Protéine pouvant réguler la transcription de gènes cibles en se liant à leur promoteur. 

Gène suppresseur de 

tumeur 

Gène qui est sous-activé lorsqu'il est muté et protége "en temps normal" les cellules de leur 

transformation cellulaire 

Hématocrite Correspond au pourcentage qu'occupent en volume les érythrocytes par rapport au volume total 

du sang 

Hémoglobine Complexe (globine-fer-hémine) présent dans les érythrocytes et dont la fonction est de lier 

l'oxygène. 

Hépatocytes Cellules composant le foie. 

Immunofluorescence Technique d'analyse microscopique de l'expression de protéines marquées par des anticorps 

fluorescents dans des cellules  

Immunohistochimie Technique d'analyse microscopique de l'expression de protéines marquées par des anticorps 

dans des tissus  

Intron Partie de la séquence d'un gène qui est excisée lors de la maturation des ARN 

Méïose Phénomène permettant de générer des gamètes à partir de cellules souches  

Microcytose Affection sanguine caractérisée par une petite taille des érythrocytes. 

Mitose Phénomène cellulaire permettant la division d'une cellule en deux cellules filles identiques 

Northern blot Technique permettant d'analyser l'expression des ARN messagers. 

Promoteur Région régulatrice de la transcription d'un gène 

Proto-oncogène Gène qui est sur-activé lorsqu'il est muté et entraîne alors des dérèglements cellulaires pouvant 

aboutir au développement d'une tumeur. 

Pulse chase Technique permettant de calculer la demi-vie des protéines. 

Réticulocytes Précurseurs des érythrocytes. 

Réversion tumorale Phénomène par lequel une cellule tumorale devient révertante. 

Sécrétion Mécanisme par lequel des molécules sont relarguées de la cellule 

Southern blot Technique permettant de déterminer la taille de fragments d'ADN génomique 
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Thalassémie Les thalassémies sont un groupe de maladies congénitales caractérisées par une anomalie de 

synthèse des chaînes de globines, composantes de l'hémoglobine. 

Traduction Mécanisme permettant de passer de l'ARN à la protéine. 

Transactivation Régulation positive d'un facteur de transcription sur l'expression d'un gène. 

Transcription Mécanisme permettant de passer de l'ADN à l'ARN. 

Transformation 

cellulaire 

Mécanisme qui fait passer la cellule d'un état normal à un état transformé. 

Translocation Se dit d'un déplacement d'une protéine d'une structure intracellulaire à une autre. 

Ubiquitination Réaction de liaison d'une Ubiquitine à une protéine. 

Ubiquitine Petite protéine de 8kDa qui peut être attachée aux protéines. 

Western blot Technique permettant d'analyser l'expression des protéines. 

 


