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RÉSUMÉ

Caractérisation du rôle de la protéine prion cellulaire et de ses formes pathologiques 
dans la régulation du système d'ARN interfèrent et de la réponse au stress cellulaire.

Par Simon Beaudoin

Département de Biochimie

Université de Sherbrooke

Thèse présentée à la faculté de Médecine et des Sciences de la Santé en vue l'obtention 
du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en Biochimie

Certaines maladies neurodégénératives sont associées au mauvais repliement de la 
protéine prion (PrPc) et sont connues sous le nom de maladies à prion ou les 
encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs). Récemment, il a été démontré que 
PrPc augmente l'efficacité des micro-ARN (miARN) via son interaction directe avec la 
protéine Argonaute 2 (Ago2) au niveau de la membrane des corps multivésiculaires 
(multivesicular bodies (MVBs)). Ago2 est une des protéines centrales du complexe RISC 
(RNA-induced silencing complex) qui est responsable de l'efficacité des ARNi. Certaines 
formes pathologiques de PrPc induisent l'activation de la réponse au stress eiF2a 
dépendante, une étape déterminante pour le développement de la pathologie. 
Cependant, l'activation de la réponse au stress eiF2a dépendante favorise normalement la 
survie cellulaire via la formation de deux types de granules d'ARN, les granules de stress 
(GSs) et les P-Bodies. Aucune étude n'a investigué le rôle de ces deux types de granules 
d'ARN et de la régulation de l'efficacité des miARN par PrPc dans la neurotoxicité associée 
aux ESTs.

Mon premier objectif est d'approfondir nos connaissances sur le nouveau rôle de PrPc 
dans la régulation du système miARN et de l'implication des miARN et du système 
endosomal dans les ESTs génétiques. Mon second objectif est d'investiguer le rôle des GSs 
et des P-Bodies, dans la neurotoxicité reliée aux ESTs et établir un lien entre la 
dérégulation de la réponse au stress et du système ARNi.

PrPc augmente l'efficacité des miARN via l'interaction de sa région octapeptidique 
répété (OR, octapeptide repeat region) avec la protéine Ago2. L'effet d'un mutant 
cytoplasmique artificiel nommé CyPrP (connu comme agent neurotoxique potentiel) et de 
cinq mutants familiaux de PrPc sur le système endosomal et miARN a été caractérisé. Les 
mutants de PrPc affectent la maturation des MVBs et, conséquemment, induisent une 
délocalisation de GW182, une dim inution l'efficacité des miARN et de la production des 
exosomes. Nous proposons que cette dérégulation de la voie endosomale et miARN par 
les mutants familiaux de PrPc contribue à la neurodégénérescence observée dans les ESTs.
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Les mutants de PrPc induisent également l'expression de la protéine PACT qui est 
responsable de l'activation de la kinase de stress PKR et de la phosphorylation d'eiF2a. 
Cependant, malgré la phosphorylation d'eiF2a, les mutants familiaux de PrPc et PrPSc 
inhibent la formation des GSs et des P-Bodies augmentant la susceptibilité des cellules aux 
différents stress. L'inhibition des P-bodies par les mutants confirment également que les 
mutants de PrPc induisent une diminution de l'efficacité des miARN. Je propose que le 
maintien de l'activation de la voie PACT-PKR-eiF2a et l'inhibition des GSs et des P-Bodies 
contribuent à la dérégulation du système d'ARNi, à la susceptibilité des neurones et à la 
neurodégénérescence observée dans les ESTs. Une meilleure compréhension des 
mécanismes de neurotoxicité plus particulièrement de l'inhibition du système ARNi et de 
la réponse au stress par les formes mal repliées de PrPc peut mener au développement de 
médicaments afin de contrer l'évolution de la pathologie.

Mots clés : prion, encéphaiopathie spongiforme transmissible, micro-ARN, granules de 
stress, P-Bodies, neurotoxicité, réponse au stress, corps multivésiculaires
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INTRODUCTION 

1. La protéine prion cellulaire (PrPc)

PrPc est impliquée dans diverses maladies neurodégénératives telles que les maladies 

à prion ou les encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) lorsqu'elle adopte une 

conformation mal repliée. Les mécanismes de neurotoxicité activés dans les ESTs sont 

encore peu caractérisés. Plusieurs études suggèrent que le mauvais repliement de PrPc 

initie la pathologie en induisant deux mécanismes généraux de neurotoxicité soit : 1) la 

perte ou la subversion des fonctions physiologiques de PrPc; 2) le gain fonctionnel des 

formes mal repliées de PrPc. Jusqu'à ce jour, aucune thérapie ou médicament n'existe 

pour retarder la maladie. Ceci démontre bien l'importance d'étudier les rôles 

physiologiques de PrPc, leurs implications dans la neurotoxicité associée aux ESTs ainsi 

que les effets des formes toxiques et mal repliées de PrPc sur les divers processus 

cellulaires associés à la pathologie.

1.1. Caractérisation du gène PRNP

Le gène PRNP est conservé chez les vertébrés et encode la protéine prion cellulaire 

(PrPc). PRNP est exprimé ubiquitairement dans tou t l'organisme (Robakis et al, 1986b) 

mais majoritairement au niveau des neurones. Chez l'humain, PRNP se situe sur le 

chromosome 20 et est constitué d'un long intron de 13kb et de deux exons, soit l'exon 1 

de 134 pb et l'exon 2 de 2377 pb (Liao et al, 1986, Robakis et al, 1986a, Sparkes et al, 

1986) (Figure 1).
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EXON 1 EXON 2

5'UTR 3'UTR

Figure 1: Schématisation du gène PRNP humain

PRNP humain est composé d'un long intron de 13kb e t de deux exons. L'exon 1 (134 pb) 
constitue une partie de l'extrémité 5 ' non traduit des ARNm (5'UTR), alors que l'exon 2 
(2377 pb) comprend l'autre partie du 5'UTR, la région codante (ORF) e t le 3'UTR.

Le promoteur du gène PRNP est constitué d'une boîte CCAAT (Mahal et al, 2001) et d'une 

région riche en GC permettant le recrutement du facteur de transcription Spl (Mahal et 

al, 2001, McKnight & Tjian, 1986, Prusiner & Scott, 1997, Puckett et al, 1991, Shyu et al, 

2002). Ce type de promoteur se retrouve dans plusieurs autres gènes constitutivement 

exprimés (housekeeping gene). De plus, la séquence promotrice de PRNP est aussi 

constituée de deux éléments Heat Shock (Shyu et al, 2000, Shyu et al, 2002) et des M étal 

Response Element (Varela-Nallar et al, 2006b) qui permettent respectivement l'induction 

de son expression lors de stress cellulaire ou en réponse à un changement de 

l'homéostasie des métaux tels que le cuivre. Une étude récente a démontré que le 

promoteur de PRNP contient des motifs endoplasmic reticulum stress element qui 

permettent d'induire son expression en condition de stress au réticulum endoplasmique 

(RE) via l'activation du transactivateur transcriptionnel XBP-1 (X-Box protein 1) (Misiewicz 

et al, 2013). Des analyses in silico ainsi que le séquençage de cette région ont mis en 

évidence des sites putatifs de liaison pour plusieurs autres facteurs de transcription tels 

que le facteur de transcription, MZF-1 (myeloid zinc finger), AP-1 (activator protein 1) et 

MyT-1 (myelin transcription factor) (Taheny et al, 2009, Varela-Nallar et al, 2006b). Ceci 

démontre bien la complexité de la régulation de la transcription de PRNP in vivo. La 

séquence codante de la protéine humaine est située uniquement sur l'exon 2 qui 

comporte aussi le 3' non traduit de l'ARNm, tandis l'exon 1 correspond au 5' non traduit 

de l'ARNm (Basler et al, 1986, Lee et al, 1998, Prusiner & Scott, 1997, Puckett et al, 1991). 

Des études récentes ont démontré que la séquence codante de l'ARNm de PrPc encode
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trois protéines via un mécanisme d 'in itiation alternative (Juanes et al, 2009, Lund et al, 

2009, Vanderperre et al, 2011). Les auteurs ont démontré la présence et l'utilisation de 

deux autres codons d'initiation AUG suivant celui initiant l'expression de PrPc. Le premier 

codon initiateur AUG alternatif permet l'expression d'une forme cytoplasmique de PrPc 

puisque la protéine résultante est PrPc ne contenant pas le peptide signal N-terminal 

empêchant sa translocation au RE (Juanes et al, 2009, Lund et al, 2009). Le deuxième 

codon initiateur alternatif est situé dans un cadre de lecture différent de PrPc, ce qui fait 

que la séquence primaire de la protéine résultante nommée altPrP est complètement 

différente de PrPc. Cette dernière étude a donc démontré que la séquence codante de 

l'ARNm de PrPc encode deux protéines complètement différentes par initiation 

alternative, ce qui pourrait expliquer les études controversées et la multitude de fonctions 

attribuées à PrPc (Vanderperre et al, 2011).

1.2. Caractérisation de PrPc

1.2.1. Généralités sur PrPc

PRNP humain encode un précurseur de 253 acides aminés comportant deux peptides 

signaux, un peptide signal en N-terminal favorisant sa translocation au RE et un peptide 

signal en C-terminal permettant son ancrage à la membrane via l'a jout d'une ancre 

glycosylphosphatidylinositol (GPI) sur la Ser 230 (Basler et al, 1986, Caughey et al, 1989, 

Caughey, 1991, Heske et al, 2004, Stahl et al, 1987). Au niveau du RE, PrPc subit plusieurs 

modifications post-traductionnelles dont la formation d'un pont disulfure entre les Cys 

179 et 214, l'addition de simple glycosylation au niveau de deux résidus asparagines (Asn) 

et l'ajout de l'ancre GPI. Suite à l'a jout de l'ancre GPI, les 2 peptides signaux sont clivés 

pour faire une protéine non mature de 208 acides aminés (23-231) (Figure 2). Au niveau 

de l'appareil de Golgi, il y a complexification des glycosylations sur les résidus Asn en 

position 181 et 197 afin de produire une sialoglycoprotéine mature de 34-36 kDa (Endo et 

al, 1989, Haraguchi et al, 1989, Rudd et al, 1999, Stimson et al, 1999). Les diverses 

modifications post-traductionnelles sont nécessaires pour le bon repliement de la
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protéine et pour son routage vers la membrane plasmique. Ainsi, PrPc est une protéine 

mature de 207 acides aminés (chez l'humain) se localisant majoritairement à la membrane 

plasmique au niveau des radeaux lipidiques (Caughey et al, 1989, Caughey et al, 1989, 

Caughey, 1991, Harris, 2003, Lee et al, 1998, Magalhaes et al, 2002, Negro et al, 2001).

La structure secondaire de PrPc est caractérisée par un long domaine N-terminal non 

structuré et un domaine C-terminal structuré contenant trois hélices a et deux feuillets 3 

(Figure 2) (Donne et al, 1997, Endo et al, 1989, Haraguchi et al, 1989, Rudd et al, 1999, 

Stimson et al, 1999, Zahn et al, 2000). La séquence primaire du domaine N-terminal de 

PrPc est caractérisée par une répétition de cinq copies d'un octapeptide, 

P(H/Q)GGG(G)WGQ, située entre les acides aminés 51 et 90 (Figure 2). Cette région est 

nommée octapeptide repeat (OR) et est hautement conservée, ce qui lui suggère un rôle 

important. PrPccontient une deuxième région hautement conservée se localisant dans le 

milieu de la protéine (a.a. 95-134). Ce domaine est une région chargée suivi d'une 

séquence hydrophobe importante pour la structure et la topologie de la protéine. 

Certaines mutations de ce domaine induisent un changement topologique de la protéine, 

c'est-à-dire que la protéine normalement ancrée à la membrane plasmique devient une 

protéine transmembranaire, nommée PrPctm. Ce changement topologique de PrPc est 

associé à certaines maladies à prion dites génétiques ou familiales (Caughey, 1991, Harris, 

2003, Linden et al, 2008, Prusiner & Scott, 1997, Prusiner, 1998).
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A.
1 22 51 90 95 134 H élice a l  Hélice a2  H élice  a 3  231 253

Peptide signal Domaine Domaine CC et F e u ille t (31 Feu ille t (32 Peptide signal
d'ancrage à la octapeptidique hydrophobe de l'ajout de

membrane du RE répété l'ancre GPI

B.

N -term ina l

cytosol
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lum ière du RE

C -term ina l

N -term inal

Figure 2: Structure secondaire et tertiaire de PrPc

A. Schéma de la structure secondaire e t tertiaire de PrPc. La pro-protéine PrPc est 
constituée de 253 a.a. dont deux peptides signaux perm ettant son ancrage et routage au 
RE (a.a. 1-22) et un autre en C-terminal (231-253) qui induit l'a jout de l'ancre GPI. Le 
peptide signal N-teminal est suivi d'une région polybasique qui est cruciale pour 
l'endocytose de PrPc.Les deux peptides signaux sont clivés suite à l'ancrage de la pro­
protéine PrP à la membrane du RE. Ainsi, PrPc mature est composé de 208 a.a. (23-231). 
Deux domaines de PrPc sont connus pour être hautement conservés soit le domaine OR 
(a.a. 51-90) et le domaine CC et hydrophobe (95-134 a.a.). La structure tertiaire de PrPc est 
composée d'un long domaine N-terminal non structuré et un domaine C-terminal composé 
de trois hélices a et de deux feuillets 6. B. Topologie physiologique et pathologique de PrPc. 
Normalement, PrPc est ancrée à la mebrane du RE via une ancre GPI. Cependant, un fa ib le  
pourcentage de PrP peut adopter l'autre topologie, c'est-à-dire que PrP devient une 
protéine transmembranaire avec son domaine C-terminal dans la lumière du RE e t est 
nommée PrPctm. Plusieurs mutations pathologiques sont connues pour soit favoriser la 
formation de cette topologie ou encore affecter son métabolisme (routage/dégradation).

1.2.2. PrPc et le système endolysosomal

PrPc se localise majoritairement à la membrane plasmique mais elle est aussi associée à 

d'autres compartiments intracellulaires tels que le RE et l'appareil de Golgi lors de son 

routage vers la membrane plasmique. PrPc est endocytée par plusieurs mécanismes 

dépendamment des stimuli, du type cellulaire et des partenaires d'interaction. Par 

exemple, l'exposition des cellules neuronales au cuivre induit l'endocytose de PrPc par un 

mécanisme clathrine dépendant chez les cellules neuronales (décrit dans la section
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1.2.3.3.1.). Suite à son entrée dans le système endolysosomal, PrPc se retrouve au niveau 

des endosomes précoces (Harris, 2003, Lee et al, 2001, Magalhaes et al, 2002, Magzoub et 

al, 2006, Nunziante et al, 2003). PrPc peut être ensuite soit recyclée à la membrane 

plasmique via les endosomes de recyclage ou encore routée vers les endosomes tardifs 

puis les corps multivésiculaires (multivesicular bodies (MVBs)) (Harris, 2003, Magzoub et 

al, 2006, Nunziante et al, 2003). Lors de la maturation des MVBs, il y a recrutement de 

complexes protéiques nommés ESCRT 0-111 (Endosomal sorting complex required for 

transport) (Figure 3). Ces complexes permettent la maturation adéquate des MVBs et la 

formation de petites vésicules internes aux MVBs dont les exosomes (Babst, 2011, Hanson 

& Cashikar, 2012, Henne et al, 2011, Woodman & Futter, 2008). Ce recrutement dépend 

de différentes modifications post-traductionnelles des protéines contenues dans les 

complexes ESCRT et des protéines associées aux ESCRT. Le complexe ESCRT-0 est 

constitué des protéines Hrs (hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase 

substrate), STAM (signal transducing adaptor molecule) et Espl5 (EGFR Protein tyrosine 

kinase Substrate 15). HRS initie le processus de maturation en s'associant avec la 

membrane des endosomes via son interaction avec les protéines/récepteurs ubiquitinylés. 

Hrs recrute également les protéines STAM et Eps et form ent ainsi le complexe ESCRT à la 

membrane des endosomes. Le complexe ESCRT-0 est nécessaire pour une maturation 

adéquate des MVBs puisqu'il regroupe les protéines/récepteurs ubiquitinylés sur la 

membrane des endosomes afin de les diriger vers les MVBs et les lysosomes pour leur 

dégradation. Le complexe ESCRT-0 avec la protéine Alix recrutent les protéines TsglO l 

(tumor suppressor growth 1) et Vps28 (Vacuolar protein sorting) (complexe ESCRT-I) 

(Katzmann et al, 2002, Pelchen-Matthews et al, 2004, Saksena et al, 2007). TsglO l a été 

préablement monoubiquitinylé par la protéine mahogunin ce qui permet à la protéine 

TsglO l d'intéragir avec Vps28, Alix et le complexe ESCRT-0 (plus particulièrement HRS) au 

niveau des endosomes/MVBs et de form er ainsi le complexe ESCRT-I (Dores et al, 2012, 

Dores et al, 2012, Dowlatshahi et al, 2012, Hurley, 2010, Hurley & Odorizzi, 2012, Jiao et 

al, 2009a, Jiao et al, 2009b, Kim et al, 2007a, Mattei et al, 2006, McCullough et al, 2008, 

Sette et al, 2010). La protéine TsglO l recrute également les protéines de la fam ille EAP
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(ELL-associated proteins) formant le comptes ESCRT-II. Les complexe ESCRT-I et ESCRT-II 

sont également impliqués dans le regroupement des protéines/récepteurs ubiquitinilés au 

niveau la membrane des MVBs. Par la suite, le complexe ESCRT-II avec l'aide d'Alix induit 

le recrutement des protéines de la famille des CHMP (chromatin-modifying 

protein/charged multivesicular body protein) à la membrane des MVBs afin de form er le 

complexe ESCRT-III. Alix et d'autres membres des ESCRTs induisent également 

l'enrichissement de certains lipides dans la membrane des MVBs afin de favoriser la 

courbature et la formation des vésicules intraluminaires. Par exemple, Alix enrichie le 

lipide LBPA (acide lysobisphosphatidique) au niveau de la membrane des MVBs. Le LBPA 

est un lipide caractéristique des MVBs. Le complexe ESCRT-III avec l'aide de l'endophylin 

qui a été préablement recrutée par Alix, induit la déformation (la courbature) de la 

membrane des MVBs afin d 'initier la formation des vésicules intraluminaires dont font 

parties les exosomes. Le complexe ESCRT-III est essentiel pour la maturation adéquate des 

MVBs puisqu'il possède l'activité de coupure de la membrane des MVBs ce qui permet de 

former les vésicules intraluminaires. La dissociation des complexes ESCRTs de la 

membrane des MVBs est induit par les protéines Vps4A et Vps4B (Figure 3). Les MVBs 

vont ensuite fusionner avec la membrane plasmique ou encore avec la membrane des 

lysosomes afin d'induire respectivement le relâchement des exosomes dans l'espace 

extracellulaire ou la dégradation de leur contenu dont PrPc (Harris, 2003, Magzoub et al, 

2006, Nunziante et al, 2003). Les exosomes sont de petites vésicules de 20-150 nm 

sécrétés dans l'espace extracellulaire et sont impliqués dans la communication 

intercellulaire (Corrado et al, 2013, Turola et al, 2012, Verweij et al, 2012, Vlassov et al, 

2012). Ils permettent le transfert entre cellules de certains miARN, ARNm et protéines 

pouvant ainsi moduler l'activité cellulaire des cellules hôtes. Par exemple, l'interaction 

entre les exosomes et la cellule hôte favorise la neuroprotection et la survie cellulaire par 

l'activation de voie signalétique dépendante de PrPc (Beraldo et al, 2013, Caetano et al, 

2008, Hajj et al, 2013, Lopes et al, 2005, Roffe et al, 2010, Zanata et al, 2002). En plus de 

PrPc, les exosomes contiennent aussi l'agent infectieux des ESTs nommé PrP scrapie 

(PrPSc) et sont donc impliquées dans l'infectivité et la progression des ESTs (Alais et al,
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2008, Bellingham et al, 2012, Février et al, 2004, Porto-Carreiro et al, 2005, Robertson et 

al, 2006, Vella et al, 2007).

LBPA

ESCRT-I
ESCRT-III
protéine de la 
famille des CHMP

ESCRT
protéine de la 
famille EAP

Figure 3 : Maturation des MVBs par les ESCRTs

La maturation des MVBs dépend du recrutement des complexes ESCRT 0-111. Le 
recrutement des différents ESCRT à la membrane des MVBs se fa it  de façon séquentielle et 
dépend des ESCRT précédent. La protéine HRS interagit avec la membrane des endosomes 
précoces et initie la maturation des endosomes précoces en MVBs. HRS recrute les 
protéines STAM et Epsl5 afin de fo rm er le complexe ESCRT-0. Le complexe ESCRT-0 est 
crucial pour la maturation des MVBs puisqu'il interagit et regroupe les 
protéines/récepteurs ubiquitinilés au niveau de la membrane des endosomes afin de les 
diriger vers les MVBs et éventuellement fusionner avec les lysosomes pour induire leur 
dégradation. Par la suite, la protéine TsglOl est monoubiquitinylée par l'ubiquitine ligase 
Mahogunin. Ainsi, TSG101 peut interagir avec la protéine Vps28 (protéine du complexe 
ESCRT-I), la protéine HRS du complexe ESCRT-0 et la protéine Alix ce qui permet induire la 
formation du complexe ESCRT-I à la membrane du MVBs. Le complexe ESCRT-I est 
également impliqué dans le regroupement des protéines/récepteurs ubiquitinilés au 
niveau la membrane des endosomes/MVBs. En plus, le complexe ESCRT-I, plus 
particulièrement TsglOl, recrute les protéines de la fam ille des EAP à la membrane du 
MVBs et permet ainsi la formation du complexe ESCRT-II. Le complexe ESCRT-II avec l'aide 
d'Alix recrutent les protéines de la fam ille  des CHMP à la membrane des MVBs afin de 
form er le complexe ESCRT-III. Alix e t d'autres membres des ESCRTs induisent également 
l'enrichissement de certains lipides dans la membrane des MVBs afin de favoriser la 
courbature et la formation des vésicules intraluminaires. Par exemple, Alix enrichie la 
présence du LBPA (lysobisphosphatidic acid) au niveau des MVBs e t est un lipide



9

caractéristique des MVBs. Le complexe ESCRT-III avec l'aide de l'endophylin qui est recruté 
par Alix, induit la déformation (courbature) de la membrane des MVBs afin d 'in itier la 
form ation des vésicules intraluminaires dont fo n t parties les exosomes. Le complexe 
ESCRT-III possède l'activité de coupure de la membrane invaginée des MVBs ce qui permet 
de form er les vésicules intraluminaire des MVBs dont fo n t parties les exosomes. Les 
protéines Vps4 sont responsables du recyclage des ESCRTs en induisant leur 
désassemblage.

1.2.3. Rôles de PrPc

1.2.3.1 Phénotypes et dérèglements observés chez les souris knockout

pour le gène PRNP

Aucun phénotype majeur sur le développement général et la reproduction n'a été 

observé chez les souris transgéniques dont le gène PRNP a été supprimé (souris knock-out 

(KO)) (Bueler et al, 1992, Manson et al, 1994, Moore et al, 1999, Prestori et al, 2008). 

Cependant, plusieurs petites anomalies ont été observées lors du vieillissement des souris, 

par exemple, une démyélinisation du système nerveux central (Bremer et al, 2010, 

Katamine et al, 1998, Nishida et al, 1999). De plus, des études subséquentes ont montré 

que les souris KO souffrent de troubles du sommeil et du rythme circadien (Huber et al, 

2002, Tobler et al, 1996, Tobler et al, 1997), phénotypes normalement attribués à 

certaines ESTs familiales (Collinge & Palmer, 1994, Landolt et al, 2006, Lugaresi et al,

1998). D'autres études controversées ont montré que les souris KO PrPc ont en plus une 

défaillance dans l'excitabilité neuronale ce qui expliquerait les troubles de la mémoire et 

d'apprentissage (Colling et al, 1996, Criado et al, 2005, Lledo et al, 1996, Roesler et al,

1999). Il est aussi connu que PrPc a un rôle dans la prolifération, la différentiation et le 

maintien la multipotence des cellules souches hématopoïétiques et neurales (Lee & 

Baskakov, 2013, Lopes & Santos, 2012, Miranda et al, 2011a, Panigaj et al, 2011, Santos et 

al, 2011, Steele et al, 2006, Zhang et al, 2006, Zivny et al, 2008). PrPc aurait également un 

rôle dans l'activation de la voie PI3K/Akt (phosphatidylinositol 3-kinase/Akt) favorisant la 

survie cellulaire. Ainsi, le niveau d'activation d'Akt suite à un stress est plus faible chez les 

souris KO PrPc, ce qui augmente la susceptibilité des souris au stress environnementaux
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(Chen et al, 2003, Schmalzbauer et al, 2008, Vassallo et al, 2005, Weise et al, 2006). L'effet 

de PrPc sur la voie Akt serait relié sur sa capacité de lier le Cu2+ (Vassallo et al, 2005). 

Plusieurs groupes ont montré que les souris KO PrPc souffrent d'un débalancement de 

l'homéostasie du Cu2+ et sont plus susceptible au stress oxydatif (Brown et al, 1997a, 

Brown et al, 1997b, Brown et al, 2002, Brown, 2003, Brown, 2004, Klamt et al, 2001, 

Kralovicova et al, 2009, Pushie et al, 2011, Singh et al, 2010). Malgré l'absence de 

phénotype sévère dans les souris KO PrPc, PrPc semble avoir un rôle important dans la 

neuroprotection et la survie cellulaire.

I.2.3.2. Fonction neuroprotectrice de PrPc

1.2.3.2.1. Évidence in vivo du rôle neuroprotecteur de PrPc

Il est bien établi que PrPc joue un rôle neuroprotecteur tant au niveau moléculaire que 

cellulaire. Deux modèles in vivo démontrent bien l'importance de PrPc dans la 

neuroprotection. D'abord les souris transgéniques exprimant des mutants de délétion du 

domaine N-terminal comprenant le région HD de PrPc développent une 

neurodégénérescence spontanée et rapide (Figure 4) (Biasini et al, 2010, Biasini et al, 

2010, Biasini et al, 2013, Christensen et al, 2010, Harris, 2003, Massignan et al, Rane et al, 

2010, Solomon et al, 2012, Solomon et al, Westergard et al). La délétion du domaine HD 

induit la perte de la fonction neuroprotectrice de PrPc augmentant ainsi la susceptibilité 

des cellules à différents stress cellulaires tels que le stress oxydatif et le stress thermique 

(Rambold et al, 2008). De plus, la ré-expression de PrPc dans ces souris transgéniques 

contrebalance la neurotoxicité induite par ces mutants de délétion artificiels de PrPc 

(Biasini et al, 2010, Biasini et al, 2010, Biasini et al, 2013, Christensen et al, 2010, Harris, 

2003, Massignan et al, Rane et al, 2Ù10, Solomon et al, 2012, Solomon et al, Westergard et 

al). Le deuxième modèle est une souris transgénique KO PrPc dont la protéine Doppel est 

de manière ectopique dans le cerveau à la suite d'événements d'épissage intergénique 

entre les gènes de PrPc et Doppel (Anderson et al, 2004, Nishida et al, 1999, Valenti et al, 

2001). Doppel est une protéine membranaire homologue au domaine C-terminal de PrPc
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et possède une caractéristique similaire aux mutants de délétion artificiels de PrPc soit la 

délétion du domaine N-terminal de PrPc. Ces deux modèles de souris transgéniques 

démontrent bien l'importance de PrPc en particulier de son domaine N-terminal (domaine 

HD compris) dans sa fonction neuroprotectrice puisque les souris des 2 modèles 

développent de la neurodégénérescence.

WÊÊm̂ m̂ÊÊÊÊÊÊÊÊÊÊÊmÊÊÊÊÊÊÊÊÊÊÊË PrPc

PrP A105-125

Figure 4 : PrPc et les mutants artificiels de délétion de PrPc induisant une 
neurodégénérescence.

PrPc sauvage et les différents mutants de délétion possèdent les deux peptides signaux (SP 
et GPI) permettant sa localisation à la membrane plasmiq. Les différents domaines délétés 
sont représentés par un encadré en pointillé. Les domaines délétés ont en commun une 
région correspondant au domaine hydrophobe (HD), ce qui lu i suggère un rôle crucial dans 
la neurotoxicité des mutants ou dans la neuroprotection par PrPc.

I.2.3.2.2. Rôle anti-apoptotique

Il a été démontré in cellulo que lors de stress cellulaire, PrPc se localise au niveau du 

cytoplasme et interagit avec le facteur pro-apoptotique Bax ce qui inhibe le changement 

conformationnel de Bax vers sa forme active (apoptotique) favorisant ainsi la survie 

cellulaire (Jodoin et al, 2007). Cette activité anti-Bax de PrPc a été également observée 

chez la levure (Westergard et al, 2007) ce qui confirme sa fonction neuroprotectrice.
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I.2.3.2.3. Homéostasie du zinc (Zn2+)

Récemment, il a été suggéré que PrPc jouerait un rôle neuroprotecteur contre l'excès 

de Zn2+ extracellulaire produit lors de la neurotransmission glutaminergique (W att & 

Hooper, 2003) puisque PrPc faciliterait la recapturation du Zn2+ en augmentant 

l'acquisition du Zn2+ de façon indépendante de son endocytose (Watt & Hooper, 2003). 

L'acquisition du Zn2+ par PrPc dépend de deux interactions soit l'interaction de son 

domaine OR avec le Zn2+ et de l'interaction de son domaine polybasique 23KKRPKP28 avec 

deux partenaires d'interaction soit les protéines G luA l et GluA2. Ces deux protéines sont 

des composantes du récepteur AMPA (zinc-permeable a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4- 

isoxazolepropionate) et sont responsables au niveau des cellules neuronales de 

l'acquisition du Zn2+. Cette fonction de PrPc dans l'acquisition du Zn+2 permet de maintenir 

une activité adéquate de certaines enzymes dépendantes du Zn+2 tels que les tyrpsines 

phosphatases (Pushie et al, 2011, W att & Hooper, 2003, Watt et al, 2012) et les 

superoxydes dismutases (SOD) dépendantes du Cu2+/Zn2+. Les SOD sont des enzymes 

impliquées dans la détoxification du stress oxydatif.

1.2.3.3 Homéostasie des métaux (Cu2+ et Fe2*) et le stress oxydatif

1.2.3.3.1 Homéostasie du Cu2+

Il est bien établi que PrPc joue un rôle dans l'acquisition du Cu2+puisque sa liaison au 

Cu2+induit son endocytose et le relâchement intracellulaire du Cu2+ (Brown, 1999, Brown, 

2004, Brown & Harris, 2003, Brown & Harris, 2003, Pauly & Harris, 1998, Perera & Hooper, 

2001, Urso et al, 2010, Urso et al, 2012). Cette activité de PrPc dépend de deux domaines 

soit son domaine OR qui possède quatre sites de liaison au Cu2+(Brown et al, 1997a, Burns 

et al, 2002, Burns et al, 2003, Garnett & Viles, 2003, Hornshaw et al, 1995, Perera & 

Hooper, 2001) et d'une région polybasique (23KKRPKP28). Cette région polybasique est 

impliquée dans l'interaction de PrPc avec les cofacteurs responsables de son endocytose 

(Hooper et al, 2008, Parkyn et al, 2008, Taylor et al, 2005, Taylor & Hooper, 2007). Au 

niveau des cellules neuronales, la liaison de PrPc au Cu2+ induit son endocytose par un
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mécanisme clathrine dépendant non conventionnel, c'est-à-dire l'interaction entre PrPc et 

le Cu2+ induit un changement de localisation membranaire de PrPc. PrPc transloque des 

radeaux lipidiques (microdomaine de la membrane plasmique) vers une région qui ne l'est 

pas, pour être ensuite internalisée par la voie clathrine (Hooper et al, 2008, Sunyach et al, 

2003, Taylor et al, 2005). Ce mécanisme non conventionnel d'endocytose clathrine 

dépendante de PrPc est stimulé par certains cofacteurs transmembranaires, en particulier 

la protéine LRP-1 (low-density lipoprotein receptor-related protein 1). LRP-1 se localise au 

niveau des régions de la membrane plasmique qui ne sont pas des radeaux lipidiques et 

interagit avec certaines protéines des radeaux lipidiques (Wu & Gonias, 2005) permettant 

ainsi leur translocation et endocytose par la voie clathrine-dépendante, comme la 

protéine uPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor) (Nykjaer & Willnow, 2002, 

Stahl & Mueller, 1995) et PrPc (Hooper et al, 2008, Parkyn et al, 2008, Taylor &  Hooper,

2007). Certaines études ont montré que PrPc et particulièrement le domaine OR possède 

une activité réductase permettant de réduire le Cu2+avant son relargage cytosolique afin 

de le rendre biologiquement disponible (Brown & Harris, 2003, Miura et al, 2005, Singh et 

al, 2010).

Malgré l'importance de PrPc dans l'acquisition du Cu2+, de minimes différences dans la 

concentration de Cu2+ ont été observées entre le cerveau des souris sauvages et des souris 

transgéniques KO PrPc (Giese et al, 2005). Ces résultats suggèrent que PrPc aurait un rôle 

dans l'homéostasie général du Cu2+ (Kralovicova et al, 2009, Urso et al, 2010, Urso et al, 

2012, Varela-Nallar et al, 2006b). Une étude récente a démontré que PrPc affecte 

l'expression de protéines responsables du relargage extracellulaire du Cu2+ (DMT-1, A to x l 

et MNK-ATPase) et du relargage des réservoirs cytoplasmiques de Cu2+ contenu dans les 

diverses organites (CTR2) (Kralovicova et al, 2009). La diminution de l'expression de ces 

protéines clés dans l'homéostasie du Cu2+ permet de maintenir une concentration 

intracellulaire adéquate de Cu2+ce qui pourrait expliquer les petites différences observée 

entre les souris sauvages et KO PrPc. Tandis que l'augmentation de l'expression de PrPc 

augmente non seulement la concentration intracellulaire de Cu2+ mais aussi l'expression
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des protéines A tox l et CTR2 permettant un rétablissement rapide de la concentration 

intracellulaire de Cu2+ (Kralovicova et al, 2009).

1.2.3.3.2 Homéostasie du Fe2*

PrPc joue également un rôle important dans l'homéostasie du fer. Cependant, 

contrairement au Cu2+, PrPc ne se lierait pas directement au Fe2+ mais régulerait p lutôt 

l'homéostasie du Fe2+en affectant l'expression et l'activité de certaines protéines clés de 

l'homéostasie du Fe2+, telles que la transferrine ou son récepteur, la ferritine et l'hème 

(Bhupanapadu Sunkesula et al, 2010, Lee et al, 2007, Singh et al, 2009b, Singh et al, 2009c, 

Singh et al, 2010). De plus, malgré un niveau global de Fe2+semblable au souris sauvages, 

les souris KO PrPc souffrent d'une dérégulation de l'homéostasie du Fe2+se traduisant par 

un débalancement du niveau de Fe2+dans certaines régions du cerveau, une diminution 

de l'absorption du Fe2+au niveau du petit intestin, une diminution du Fe2+dans certains 

organes tels que la rate et le foie et certains problèmes d'anémie (Singh et al, 2009b, 

Singh et al, 2009c). PrPc augmenterait l'absorption et le transport du Fe2+au niveau de la 

lumière du duodénum vers la membrane basolatérale et ultimement vers le sang e t les 

organes appropriés (Singh et al, 2009b, Singh et al, 2009c, Singh et al, 2009c, Singh et al, 

2010). De plus, l'induction de l'endocytose de PrPc au niveau des cellules neuronales 

favorise l'acquisition et le stockage intracellulaire de Fe2+ ce qui augmente le pool labile 

intracellulaire (HP) du Fe2+ et la saturation de la ferritine en Fe2+ (Singh et al, 2009b, Singh 

et al, 2009c). Il est à noter que le domaine de PrPc responsable de son rôle dans 

l'homéostasie du Fe2+ est le OR puisque sa délétion diminue le niveau de LIP e t de 

ferritines liées au Fe2+ (Singh et al, 2009b, Singh et al, 2009c). PrPc possède également une 

activité ferriréductase (Das et al, 2010, Singh et al, 2013), c'est-à-dire que PrPc réduit le 

Fe3+en Fe2+avant sa libération cytoplasmique et son transfert à des protéines liants le 

Fe2+. Ce rôle de PrPc pourrait expliquer pourquoi l'expression de PrPc est augmentée lors 

d'un excès de Fe3+.
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PrPc joue donc un rôle important dans la réponse au stress oxydatif en régulant 

l'homéostasie des métaux tels que le cuivre (Cu2+) et le fe r (Fe2+). Ces métaux sont connus 

pour favoriser la production d'espèces d'oxygène réactives (ROS) par la réaction de fenton 

et conséquemment contribuer au stress oxydatif. En plus, PrPc régule directement la 

réponse au stress oxydatif en augmentant l'activité e t/ou l'expression de certaines 

protéines clés de la réponse au stress oxydatif tels que les SOD ce qui supporte sa fonction 

neuroprotectrice.

1.2.3.3.3 Stress oxydatif

PrPc n'a pas seulement un rôle dans l'homéostasie des métaux mais elle permet 

également de diminuer directement le stress oxydatif. Par exemple, lors d'un excès de 

Cu2+, l'expression de PrPc est induite par l'activation de la voie ATM /Spl/p53 (ATM, 

ataxia-telanfiectasia mutated) (Qin et al, 2009). Cette augmentation de l'expression de 

PrPc est essentielle pour diminuer la production d'espèce oxygène réactif (ROS) et pour 

rétablir la concentration intracellulaire de Cu2+ce qui promeut la survie cellulaire. En plus, 

PrPc rétro-inhibe l'activation de la voie ATM favorisant ainsi la survie cellulaire puisqu'une 

suractivation de la voie ATM induit la mort cellulaire (Qin et al, 2009). L'augmentation de 

l'expression de PrPc induit également l'expression et l'activité de certaines enzymes clés 

impliquées dans la réponse au stress oxydatif telles que les enzymes SOD ce qui réduit le 

stress oxydatif et les dommages cellulaires qui lui sont associés (Kralovicova et al, 2009, 

Urso et al, 2010, Urso et al, 2012, Varela-Nallar et al, 2006b). En plus, il est connu que PrPc 

possède en elle-même une activité SOD contribuant ainsi à la dim inution du stress 

oxydatif et à la survie cellulaire (Brown et al, 1997b, Brown et al, 1999, Haraguchi et al, 

1989, Urso et al, 2012). Ces différentes études démontrent bien l'importance de PrPc dans 

l'homéostasie des métaux et dans la réponse au stress oxydatif et lui suggèrent donc un 

rôle de senseur de stress.
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I.2.3.4. Partenaires protéiques et les voies signalétiques

PrPc interagit avec plusieurs protéines impliquées dans l'adhésion des cellules à la 

matrice extracellulaire et dans l'expansion et la maintenance des neurites (Didonna, 2013, 

Schneider et al, 2011). Les différentes études de partenaires d'interaction et des voies 

signalétiques ont mis en évidence que PrPc régule principalement l'activité de trois 

kinases centrales soit ERK1/2, PKA et AKT. L'activation de ces kinases se fa it par l'induction 

de différentes voies signalétiques en aval de ces kinases (Figure 5) (Didonna, 2013, 

Schneider et al, 2011).

A B C D E F

PI3/AKTPKA

Neuritogénèse Mémoire Survie cellulaire

Figure 5 : Principales voies d'activation dépendantes de l'interaction de PrPc avec ses 
partenaires

PrPc induit principalement l'activation de trois voies signalétiques soit les kinases ERK1/2, 
PKA e t PBK/Akt. L'activation de ces voies signalétiques favorise la différentiation cellulaire 
(neuritogénèse), la mémoire et la survie cellulaire. De plus, l'activation de ces voies 
signalétiques par PrP^ est induite dans différentes conditions cellulaires soit par l'a jou t de 
PrP recombinant soluble (A) ou d'anticorps reconnaissant spécifiquement PrPc (C) 
induisant la dimérisation de PrPc ou par son interaction avec différents ligands 
physiologiques comme NCAM (B), STI1 (D), laminine (E). De plus, l'e ffe t de PrPc sur les 
voies signalétiques a aussi été observé en comparant les animaux sauvages aux différents 
modèles d'animaux déficients en PrP^ (F). (Adapté de Didonna, Cellular and Molecular 
Biology Letters, 2013.)
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Par exemple, l'interaction entre PrPc et la laminine, protéine de la matrice extracellulaire, 

induit la croissance des neurites et la consolidation de la mémoire par l'activation des 

voies dépendantes de PKA et ERK (Coitinho et al, 2006, Didonna, 2013, Gauczynski et al, 

2001, Graner et al, 2000, Schneider et al, 2011). Cette interaction dépend d'autres 

partenaires d'interaction communs à PrPc et à la laminine comme la phosphatase alcaline 

TNAP {tissu-non specific alkaline phosphatase) et la protéine transmembranaire 0- 

dystroglycan (Ermonval et al, 2009, Keshet et al, 2000, Schneider et al, 2011). D'autres 

études ont montré que PrPc interagit directement avec la protéine NCAM et favorise la 

translocation de l'isoforme transmembranaire de NCAM et du récepteur tyrosine 

phosphatase a (RPTPa) au niveau des radeaux lipidiques. Cette translocation de NCAM et 

de RPTPa induit l'activation de la protéine Fyn, membre de la famille des tyrosines kinases 

Src, et des MAP kinase ERK1/2 se trouvant en aval de Fyn. Cette activation de la voie Fyn- 

ERK1/2 favorise l'élongation des neurites (Didonna, 2013, Kanaani et al, 2005, Santuccione 

et al, 2005). Un autre partenaire d'interaction de PrPc qui est beaucoup étudié pour son 

implication dans la survie neuronale et la neuritogénèse est la protéine STI-1 (stress- 

inducible 1). STI-1 est une co-chaperonne sécrétée par les astrocytes et interagit avec PrPc 

au niveau de la membrane plasmique des neurones. Cette interaction de PrPc avec STI-1 

induit l'activation des voies signalétiques de PKA et ERK1/2, ce qui promeut 

respectivement la survie neuronale et la neuritogénèse (Beraldo et al, 2013, Caetano et al, 

2008, Lopes et al, 2005, Roffe et al, 2010, Zanata et al, 2002). Certaines études ont montré 

que l'activation des MAPK ERK1/2 par PrPc augmente l'activation du facteur de 

transcription CREB (cAMP-responsive element binding protein). CREB induit l'expression de 

plusieurs gènes impliqués dans la survie cellulaire, la différentiation, la prolifération et la 

plasticité/excitabilité neuronale (Pradines et al, 2008, Schneider et al, 2011). De plus, des 

récentes approches globales ont mis en évidence de nouveaux partenaires d'interaction 

de PrPc tels que les protéines de la famille des glycoprotéines neuronales et des protéines 

associées à la myéline ce qui lui suggère dans la maintenance de l'in tégrité  de la myéline 

(Rutishauser et al, 2009, Schneider et al, 2011).
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En résumé, malgré l'absence de phénotypes sévères associés aux souris KO PrPc, PrPc est 

impliqué dans divers processus cellulaire important pour le maintien de l'homéostasie 

cellulaire, la neuroprotection, la prolifération et la différentiation des cellules neuronales 

ainsi que pour la survie cellulaire. Plusieurs de ces processus sont altérés dans les 

maladies à prion et seraient responsables de la neurodégénérescence.

2. Les maladies à prion

Les maladies à prion ou les encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) sont 

des maladies neurodégénératives infectieuses et fatales qui affectent une à deux 

personnes par millions dans la population mondiale. Au Canada, cela représente environ 

35 personnes par an. Les ESTs progressent lentement avec une longue période de latence 

suivie d'une neurodégénérescence rapide. Parmi les caractéristiques pathologiques des 

ESTs, on note le dépôt de plaques extracellulaires composé d'une forme anormalement 

repliée de PrPc nommée PrPSc. On retrouve également une vacuolisation et une 

neurodégénérescence du cerveau, ce qui lui confère son aspect spongieux, et enfin, une 

astrogliose c'est-à-dire une prolifération anormale des astrocytes. La 

neurodégénérescence peut affecter différentes régions du cerveau comme l'hippocampe, 

le thalamus et le cervelet mais aussi la moelle épinière (Budka, 1997, Budka, 2000, 

Richardson & Masters, 1995, Wadsworth et al, 2003). Les ESTs les plus répandues chez les 

animaux sont la tremblante du mouton (scrapie), la maladie débilitante chronique des 

cervidés et l'encéphalopathie spongiforme bovine (BSE). De plus, il est connu que la BSE 

est transmissible à l'homme, ce qui explique les impacts socio-économiques néfastes 

qu'ont engendrés ces ESTs.

2.1. Les ESTs humaines

Les principales ESTs humaines sont : la maladie de Creutzfeldt-Jakob (GD), le 

syndrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), l'insomnie fatal familiale (FFI), le 

Kuru, la maladie de la variante de GD (vGD) (Tables 1). Les ESTs sont classées selon leur 

mode d'acquisition, soit les formes sporadiques, les formes génétiques et les formes
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acquises par transmission entre individus ou espèces. Ces différentes ESTs représentent 

respectivement 85%, 10-15% et moins de 5% des cas d'ESTs (Collinge & Palmer, 1994, 

Collinge, 1997, Prusiner, 1989, Prusiner & Scott, 1997, Wadsworth et al, 2003, Wadsworth 

& Collinge, 2007). Les ESTs acquises par interventions chirurgicales sont connues sous le 

nom d'iatrogéniques (Table 1)

Table 1 : Classification, aspects cliniques et neuropathologiques des ESTs humaines

Mode de

transmission

phénotype fréquence Signes cliniques Signes neuropathologique

Âge Durée

vie

Symptômes

cliniques

Histopathologie Test

biochimique

Sporadique sOD 85% 60-70 6 mois Démence et 

signes

neurologiques 

(myoclone, ataxie 

du cervelet et 

problème de 

vision)

Vacuolisation, 

perte neuronale, 

astrogliose et 

dépôt de PrP5* 

’plusieurs 

patrons)

Détermination 

de la souche de 

PrP5* par WB

Hériditaire

fCJD

10-15%

50-60 6 mois Similaire au sCJD Similaire au sCJD

GSS 50-60 5-6 ans Dysfonctionneme 

nt du cervelet 

(Ataxie)

Similaire au sCJD 

mais avec des 

plaques

multicentriques

FFI 50 13-15

mois

Insomnie et perte 

d'autonomie

Implique le 

thalamus

Acquise par 

infection

vCJD

<1%

26 14

mois

Problème 

spychiatrique 

suivi d'un déficite 

neurologique et 

perte cognitive

Similaire au sCJD 

mais avec des 

plaques florides

Kuru — 6 mois Similaire aux sCJD Similaire au sCJD

latrogénique — 6 mois Similaire aux sCJD Similaire au sCJD

L'EST sporadique la plus commune est la maladie sporadique CJD (sGD) (Table 1) et elle 

se caractérise par une démence sévère accompagnée d'une myoclonus et d'un trouble du 

sommeil. Normalement, la mort des individus se produit en moyenne 6 mois après les 

premiers symptômes de la maladie (Gambetti et al, 2003, Glatzel et al, 2005). L'âge des 

individus diagnostiqués se situe généralement entre 45 et 75 ans. L'origine des ESTs
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sporadiques demeure indéterminée (Collinge, 1997, Wadsworth & Collinge, 2007). 

Cependant des changements physico-chimiques dans l'environnement cellulaire comme 

une dérégulation des métaux peuvent engendrer la formation de PrPSc (Redecke et al, 

2007, Singh et al, 2010). De plus, certains polymorphismes de PrPc influencent la 

susceptibilité de l'hôte à développer une EST sporadique. Par exemple, les individus 

homozygotes pour le polymorphisme méthionine ou valine au codon 129 sont plus 

susceptible aux ESTs sporadiques que les individus hétérozygotes (Collinge et al, 1991, 

Mead et al, 2003, Palmer et al, 1991, Wadsworth & Collinge, 2007, Windl et al, 1996).

Les formes génétiques ou familiales des ESTs sont sous-divisées en trois phénotypes 

soit les maladies de GD familial (fGD), de GSS et de FFI (Tables 1). Ces maladies sont 

causées par des mutations dans le gène PRNP, principalement dans le domaine C-terminal 

de PrPc. Environ 30 mutations ont été identifiées (Figure 6). De plus, la délétion et 

l'insertion d'octapeptides au niveau du domaine OR de PrPc chez certains patients sont 

aussi associées à des ESTs génétiques (Goldfarb et al, 1991, Laplanche et al, 1990, Owen et 

al, 1989) (Figure 6).
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Figure 6 : Mutations associées à PrPc.

Haut : mutations pathologiques. Bas : polymorphisme. OPRI : insertion d'un octapeptide 

répété. OPRD : délétion d'un octapeptide répété.

Le mode d'hérédité des ESTs génétiques est du type autosomal dominant, donc les 

mutants familiaux inhibent l'activité de l'allèle sauvage (Glatzel et al, 2005, Harder et al, 

1999). Très peu de différences au niveau du phénotype sont observées entre les formes 

sporadiques et génétiques des GDs (Glatzel et al, 2005, Harder et al, 1999, Windl et al, 

1999). Cependant, contrairement aux ESTs sporadiques, les ESTs génétiques peuvent être 

diagnostiquées par un simple test de séquençage. Plusieurs fGD sont aussi associées à 

certaines mutations ponctuelles dans la région C-terminale de PrPc (Goldfarb et al, 1990, 

Hsiao & Prusiner, 1990, Hsiao et al, 1991, Hsiao et al, 1991). Le syndrome de GSS est 

caractérisé par une ataxie cérébrale lente, d'une détérioration cognitive de l'individu et de 

la formation de plaques amyloïdes de PrPSc(Ghetti et al, 1995, Glatzel et al, 2005, Piccardo 

et al, 1995). De plus, certaines mutations se localisent au niveau du domaine hydrophobe 

de PrPc et elles sont connues pour induire un changement topologique de PrPc. Par 

exemple, les mutants familiaux P102L, G114V et A117V favorisent le changement 

topologique de PrPc qui se traduit par un changement important du mode d'ancrage de 

PrPc à la membrane puisque la protéine PrPc devient une protéine transmembranaire,



22

nommée PrPctm (Hornemann et al, 2009, Rane et al, 2010). Enfin, une seule mutation 

familiale est connue pour engendrer la maladie FFI, la mutation D178N avec un 

polymorphisme homozygote pour la méthionine 129. La maladie de FFI se caractérise par 

une perturbation du cycle du sommeil, de l'insomnie incurable, de la démence, une 

dégénérescence sélective du thalamus, une surstimulation lymphatique et un dépôt 

extracellulaire de plaques amyloïdes de PrPSc au niveau du thalamus (Goldfarb et al, 1992, 

Medori et al, 1992, Padovani et al, 1998).

Les ESTs acquises par transmission représentent moins de 1 % des cas (Table 1) mais 

elles sont la cause première de l'engouement des chercheurs et des gouvernements pour 

le domaine des prions. La plus connue des ESTs acquises par transmission est la maladie 

vGD puisqu'elle provient de la transmission de la BSE à l'homme. L'épidémie de BSE et sa 

capacité de se transmettre à l'homme révèlent bien les impacts socio-économiques 

possibles des ESTs. De plus, la maladie de Kuru est bien documentée et est connue pour 

avoir décimée des villages de la Papouasie-Nouvelle-Guinée. Les chercheurs ont démontré 

qu'elle a été transmise entre les individus lors de rituels de cannibalisme (Gajdusek & 

Alpers, 1972). Contrairement aux sGD et fGD, la maladie de vGD progresse plus 

rapidement et peut affecter des jeunes adultes.

2.2. La protéine prion infectieuse scrapie, PrPSc

Au cours des dernières décennies, beaucoup d'études ont été entreprises afin de 

caractériser l'agent infectieux de la maladie nommée PrPSc. La formation de PrPSc est 

induite par un changement conformationnel de PrPc se traduisant par la conversion d'une 

hélice a et de la partie N-terminale non structurée en feuillet |3. PrPc étant une protéine 

riche en hélice a devient donc PrPSc, une protéine riche en feuillet 3 (Pan et al, 1993) 

(Figure 7A).
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Figure 7: Conversion de PrPc en PrPSc et propagation de PrPSc

A. La conversion de PrPc en PrPSc induit un changement conformationnel de PrPc, c'est-à- 
dire PrPc étant une protéine riche en hélice alpha devient PrP5c, une protéine riche en 
feu ille t bêta. En fa it, la partie non structurée de PrPc et une des hélices alpha se transforme 
en feu ille t bêta. B. Modèles de la propagation de PrP^c au niveau moléculaire. La 
transmission moléculaire de PrPSc (réplication) dépend de son pouvoir d'induire un 
changement conformationnel du PrPc endogène en sa forme infectieuse PrPSc, un 
processus nommé seeding. Lors du processus d'amplification, PrPSc se retrouve sous 
plusieurs formes, c'est-à-dire sous formes monomériques, oligomériques e t de fibres 
amyloïdes.

Ce changement conformationnel de PrPc induit plusieurs changements physico-chimiques 

de la protéine. Contrairement à PrPc, PrPSc est beaucoup plus susceptible à l'agrégation 

(Malolepsza et al, 2005), elle est insoluble à certains détergents non ionique et est 

résistante à la digestion par la protéinase K et aux différentes méthodes classiques de 

stérilisation. De plus, PrPSc peut se retrouver sous différentes formes c'est-à-dire sous 

formes de monomères, d'oligomères et de fibres ou de plaques amyloïdes. Il a été 

démontré que les plus petites particules infectieuses constituées d'oligomères de 14 à 28
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molécules de PrPScsont les plus infectieuses (Silveira et al, 2005). Il est bien établie que 

l'infectivité et la neurotoxicité de PrPSc dépend de l'expression de PrPc puisque les souris 

KO PrPc sont résistantes à une infection expérimentale avec PrPSc (Fischer et al, 1996, 

Mallucci et al, 2003, Weissmann et al, 1998, Weissmann & Flechsig, 2003). Il a été 

démontré que PrPSc s'amplifie et se propage dans l'organisme par sa capacité de convertir 

PrPc en PrPSc (Figure 7B). Ce processus est appelé le seeding et permet d'expliquer la 

nécessité de l'expression de PrPc pour développer une EST (Bieschke et al, 2004, 

Polymenidou &. Cleveland, 2012, Rubenstein et al, 2007, Thorne & Terry, 2008). De plus, il 

est clairement établi que PrPSc est seulement responsable de la transmission et la 

propagation de la maladie mais pas de la neurodégénérescence. Par exemple, l'inhibition 

conditionnelle de l'expression de PrPc 8 semaines post-infection renverse le phénomène 

de vacuolisation et de neurodégénérescence malgré la présence de niveaux élevés de 

PrPSc dans le cerveau de souris expérimentalement infectées (Mallucci et al, 2003). De 

plus, les souris KO PrPc ne développent aucun signe de neurodégénérescence malgré 

l'inoculation de fortes doses de PrPSc (Fischer et al, 1996, Mallucci et al, 2003, Weissmann 

et al, 1998, Weissmann &  Flechsig, 2003). Plusieurs hypothèses ont été émises afin 

d'expliquer la neurotoxicité observée dans les ESTs. Par exemple, la neurotoxicité serait 

due à une perte de fonction de PrPc et à la formation et l'accumulation de certaines 

formes mal repliées et toxiques de PrPc.

2.3. Mécanismes de neurotoxicité

Malgré les intenses recherches dans le domaine des prions, les mécanismes de 

neurotoxicité sont encore très peu caractérisés. Plusieurs groupes ont montré que la 

neurodégénérescence reliée aux ESTs est dépendante de l'expression de PrPc à la 

membrane plasmique (Aguzzi, 2005, Brandner et al, 1996, Chesebro et al, 2005, Fischer et 

al, 1996, Harris & True, 2006, Mallucci et al, 2003). Les études suggèrent que la conversion 

de PrPc en PrPSc et l'accumulation des formes mal repliées de PrPc occasionnerait une 

perte et/ou une subversion des fonctions physiologiques de PrPc et un gain fonctionnel 

des formes toxiques de PrPSc (Chiesa & Harris, 2001, Schneider et al, 2011, Solomon et al,
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2010, Westergard et al, 2007). Ces différents mécanismes augmenteraient la susceptibilité 

des neurones à la neurodégénérescence (Figure 8). Les hypothèses de la subversion des 

fonctions physiologiques et du gain fonctionnel des formes toxiques de PrPc sont 

supportées par les études des souris KO PrPc démontrant aucun signe de 

neurodégénérescence sévère et leurs résistances au PrPSc.

neuroprotection

Figure 8 : Modèle des trois mécanismes possibles de neurotoxicité dans les ESTs

Trois mécanismes de neurotoxicité ont été proposés afin d'expliquer la 
neurodégénérescence reliée aux ESTs. A. Toxicité par des espèces intermédiaires de 
conversion. La conversion de PrPc en PrP*c induirait la form ation d'espèces intermédiaires 
et mal repliées de PrPc. Ces espèces intermédiaires favoriseraient des cascades 
signalétiques toxiques augmentant la susceptibilité des neurones à la m ort cellulaire. B. 
Toxicité due à une perte de fonction. La conversion de PrPc en PrPSc induit une perte des 
fonctions physiologiques de PrPc dont son rôle neuroprotecteur augmentant ainsi la 
susceptibilité des neurones à la neurodégénérescence. C. Toxicité due à une subversion des 
fonctions de PrPc. La conversion de PrPc en PrPSc induirait aussi une subversion des 
physiologiques de PrPc c'est-à-dire une dérégulation des voies signalétiques induites par 
PrPc. Cette subversion des fonctions de PrPc contribuerait aussi à la neurodégénérescence. 
(Adapté de Westergard et al., BBA Molecular Basis o f Disease, 2007).

2.3.1. Perte et subversion des fonctions physiologiques de PrPc

Il a été démontré que PrPc favorise la survie cellulaire par différents mécanismes et 

que ces mêmes mécanismes sont affectés lors de la conversion de PrPc en PrPSc ce qui 

augmente la susceptibilité des cellules à la mort cellulaire. Par exemple, PrPc est connu 

pour inhiber l'activité de la protéine Bax, un facteur pro-apoptotique, favorisant ainsi la 

survie cellulaire (Lin et al, 2008a, Roucou et al, 2005). Il a été démontré que PrPc peut se

P rp c H — ► PrP8*

neuroprotection

Toxic i té



26

localiser dans le cytoplasme dû à sa non translocation au RE et interagit avec Bax (Lin et al, 

2008a, Roucou et al, 2005). Cette interaction inhibe le changement conformationnel de 

Bax vers sa forme active et favorise la survie cellulaire. De plus, il a été démontré que 

plusieurs mutants familiaux perdent non seulement l'activité anti-Bax de PrPc mais en 

plus, ils inhibent l'activité anti-Bax de PrPc endogène ou exogène confirmant leurs 

caractères dominant négatif (Jodoin et al, 2007, Jodoin et al, 2009, Laroche-Pierre et al, 

2009, Lin et al, 2008a). Cette perte de fonction de PrPc augmente la susceptibilité des 

cellules aux différents stress cellulaire et à la mort cellulaire.

Récemment, il a été démontré que PrPc par son interaction avec les sous-unités G luAl 

et GluA2 du récepteur AMPA augmente l'acquisition du Zn2+ (W att et al, 2012). Les 

auteurs ont aussi montré que l'expression des mutants familiaux et l'infection par PrPSc 

diminue l'acquisition du Zn2+ ce qui affecte l'activité de certaines protéines sensibles au 

Zn2+ comme la tyrosine phosphatase intracellulaire. Cette dérégulation de l'homéostasie 

du Zn2+ contribuerait au processus de neurodégénérescence (Watt & Hooper, 2003, W att 

et al, 2012). D'autres groupes ont démontré que l'homéostasie d'autres métaux tels que 

le Cu2+(Bolea et al, 2010, Canello et al, 2012, Johnson et al, 2013, Mitteregger et al, 2009, 

Rachidi et al, 2003, Varela-Nallar et al, 2006a, Wu et al, 2010), le Fe2+ (Bhupanapadu 

Sunkesula et al, 2010, Singh et al, 2009a, Singh et al, 2009c, Singh et al, 2012, Singh et al,

2010) et Mn2+ (Bolea et al, 2010, Hortells et al, 2010, Johnson et al, 2013, Lehmann, 2002, 

Mitteregger et al, 2009) est également affectée dans les ESTs. Les différentes études 

suggèrent que cette dérégulation de l'homéostasie des métaux engendre un stress 

oxydatif augmentant ainsi la susceptibilité des neurones à la neurodégénérescence 

(Bhupanapadu Sunkesula et al, 2010, Hortells et al, 2010, Lehmann, 2002, Singh e t al, 

2009a, Singh et al, 2009c, Singh et al, 2012, Singh e t al, 2010, Turnbull et al, 2003, Wong et 

al, 2001). Cette hypothèse est supportée par le haut niveau de stress oxydatif observé 

dans les ESTs qui se caractérise par un taux d'oxydation des lipides et des protéines plus 

élevé (Pamplona et al, 2008, Petersen et al, 2005).
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Une autre équipe (Rambold et al, 2008) a démontré pour la première fois que PrPSc 

inhibe non seulement l'activité neuroprotectrice de PrPc mais en plus, PrPSc induit 

l'activation de certaines cascades signalétiques reliées à PrPc augmentant la susceptibilité 

des neurones aux stress cellulaires (Rambold et al, 2008). Cette étude suggère que PrPSc 

altère la conformation du domaine hydrophobe connu pour être crucial pour la fonction 

neuroprotectrice de PrPc. De plus, par son interaction avec PrPc, PrPSc induit une 

suractivation des voies signalétiques JNK. Cette surstimulation de la voie JNK augmente la 

susceptibilité des cellules infectées à l'apoptose (Rambold et al, 2008) lors de stress

cellulaires tels que le stress oxydatif et thermique.

Enfin, il a été démontré que d'autres voies signalétiques induites normalement par 

PrPc sont altérées dans les ESTs. Par exemple, l'activation de la voie NCAM-Fyn-ERK est 

surstimulée dans les cellules infectées chroniquement et expérimentalement avec PrPSc 

(Didonna & Legname, 2010, Didonna, 2013, Gyllberg et al, 2006, Nixon, 2005). Les études 

ont suggéré que PrPSc dû à sa localisation aux radeaux lipidiques (Lewis & Hooper, 2011) 

et à son interaction avec NCAM, favorise la translocation de NCAM aux radeaux lipidiques. 

Ainsi, PrPSc suractiverait la voie Fyn/ERK (Didonna & Legname, 2010, Didonna, 2013, 

Gyllberg et al, 2006, Nixon, 2005). La surstimulation des kinases ERK a été confirmée dans 

plusieurs modèles d'études de neurotoxicité (Carimalo et al, 2005, Didonna & Legname, 

2010, Didonna, 2013, Lee et al, 2005, Marella et al, 2005, Thellung et al, 2007). Pietri et al. 

(Pietri et al, 2006) ont démontré que la suractivation des kinases ERK augmente la 

production cellulaire de ROS contribuant ainsi aux stress cellulaires et à la susceptibilité 

des neurones à la mort cellulaire. En plus des kinases ERK, la voie signalétique PI3K-Akt 

induite par PrPc contribue normalement à son rôle de neuroprotecteur, mais elle est 

altérée lors d'infection par PrPSc. Cette dérégulation augmente aussi la susceptibilité des 

neurones aux différents stress cellulaires (Didonna, 2013, Roffe et al, 2010, Seo et al, 

2010, Simon et al, 2013). Ces différentes études démontrent bien que la perte et la

subversion des fonctions physiologiques de PrPc contribueraient à la

neurodégénérescence observée dans les ESTs.
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2.3.2. Gain fonctionnel des espèces toxiques de PrPc

Afin d'étudier les espèces toxiques de PrPc, plusieurs modèles artificiels et 

physiologiques ont été développés et caractérisés. Ces modèles permettent de mieux 

comprendre les mécanismes possibles de neurotoxicité reliés aux ESTs.

2.3.2.I. Perturbation de l'intégrité des membranes lipidiques

De nombreuses études ont démontré que PrPc peut se retrouver sous plusieurs 

formes neurotoxiques mais non infectieuses, comme des dimères (Yang et al, 2013), des 

oligomères (Chich et al, 2010, Demuro et al, 2005, Huang et al, 2013, Kristiansen et al, 

2007, Polyakova et al, 2009, Resenberger et al, 2011, Rezaei et al, 2005, Wu et al, 2010), 

des agrégats (Biasini et al, 2008, Chiesa et al, 2008, Das et al, 2010, Macedo et al, 2012, 

Polano et al, 2009, Sanghera et al, 2008, Shiraishi et al, 2009, Thellung et al, Vasan et al, 

2006), et des fibres amyloïdes (Bucciantini et al, 2012, Demuro et al, 2005, Hafner- 

Bratkovic et al, 2012, Lee et al, 2011, Novitskaya et al, 2006). Ces différentes espèces 

affectent l'homéostasie cellulaire et favorise la m ort neuronales par plusieurs 

mécanismes. Par exemple, les différentes espèces de PrPc pourrait interagir avec les 

membranes lipidiques et pourrait déstabiliser l'intégrité de la membrane plasmique. 

(Chich et al, 2010, Chiesa &  Harris, 2001, Farrelly et al, 2003, Gu et al, 2002, Kourie &  

Henry, 2001, Kourie, 2002, Kourie et al, 2003, Magzoub et al, 2006, Rymer & Good, 2000, 

Sanghera et al, 2008, Thellung et al, 2000). Ces résultats ont été confirmés avec un autre 

modèle d'agrégation de PrP° soit celui du peptide 106-126 (Belosi et al, 2004, Ettaiche et 

al, 2000, Florio et al, 2003, Gong et al, 2007, Gu et al, 2002, Jobling et al, 2001, McHattie 

et al, 1999, Rymer &  Good, 2000, Singh et al, 2002, Walsh et al, 2009, Walsh et al, 2010). 

Ce peptide a le potentiel de fibrogénèse et d'agrégation de PrPSc mais contrairement à 

PrPSc, il est neurotoxique mais non infectieux.

De plus, certains mutants de délétion de PrPc (Figure 4) dont le PrPAHD (PrPA105-125) 

induisent une neurotoxicité accrue et une neurodégénérescence spontanée et rapide
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(Biasini et al, 2010, Biasini et al, 2010, Biasini et al, 2013, Christensen et al, 2010, Harris, 

2003, Massignan et al, Rane et al, 2010, Solomon et al, 2012, Solomon et al, Westergard et 

al). Il a été suggéré que le mutant PrPAHD induit la formation d'une forme 

transmembranaire et d'un pore dans la membrane plasmique dérégulant l'homéostasie 

ionique et augmentant ainsi la susceptibilité des cellules à la mort cellulaire (Biasini et al, 

2010, Biasini et al, 2010, Biasini et al, 2013, Christensen et al, 2010, Harris, 2003, 

Massignan et al, Rane et al, 2010, Solomon et al, 2012, Solomon et al, Westergard et al). 

Cependant, contrairement aux ESTs, leurs effets neurotoxiques sont inhibés lors de 

l'expression de PrPc et la pathologie induite par l'expression de ces mutants n'est pas 

transmissible.

L'implication des agrégats de PrPc et de la déstabilisation des membranes lipidiques a 

été étudié à l'aide d'un modèle plus physiologique, soit l'expression de certains mutants 

familiaux (Harris, 2003, Lehmann & Harris, 1996a, Lehmann & Harris, 1996b, Priola & 

Chesebro, 1998). La mutation PG14 est un modèle souvent étudié et correspond à 

l'insertion de neuf octapeptides associés à une EST familiale humaine. Cette mutation 

induit un changement conformationnel au niveau de leur domaine hydrophobe qui est 

important pour leur agrégation et leur rétention intracellulaire (Biasini et al, 2010). Les 

souris transgéniques exprimant ce mutant familial développent une neurodégénérescence 

spontanée et un dépôt de PrP (Chiesa et al, 1998, Chiesa et al, 2000, Chiesa et al, 2003, 

Harris et al, 2000, Harris et al, 2003, Medrano et al, 2008). Les molécules les plus 

neurotoxiques de PG14 sont des petits agrégats riches en feuillet 3 (Chiesa et al, 2003). 

Ces agrégats inhibent le transport axonal (Medrano et al, 2008) ce qui affecte divers 

processus cellulaires. En plus, ces différentes caractéristiques, c'est-à-dire la formation 

d'agrégats et le changement conformationnel du domaine hydrophobe de PrPc, suggèrent 

que ce mutant perturbe la membrane lipidique comme les agrégats de PrPc ou les 

mutants de délétion de PrPc. Cependant, aucune évidence in vivo nous montre la 

formation de pores membranaires lors d'ESTs ce qui diminue la validité de cette 

hypothèse.
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23.2.2. Le stress au RE

Le RE est un organite impliqué dans la synthèse des lipides, dans le bon repliement et 

la maturation des protéines. Un stress un RE se traduit par l'altération d'une des fonctions 

du RE. L'accumulation des formes mal repliées des protéines dans le RE et la saturation du 

système de maturation/sécrétion des protéines sont connues pour induire un stress au 

RE. Certains mutants familiaux induisent un changement topologique de PrPc, qui adopte 

une forme transmembranaire nommée PrPctm (Harris, 2003). La formation de PrPctm se 

produit au niveau du RE et se traduit par l'insertion du domaine hydrophobe de PrPc au 

niveau de la membrane afin que son domaine N-terminal se situe vers le cytosol tandis 

que son domaine C-terminal se retrouve dans la lumière du RE (Aguzzi & Steele, 2009, 

Chakrabarti et al, 2009, Harris, 2003, Rane et al, 2010, Stewart et al, 2005). Ces différentes 

mutations se localisent dans la région hydrophobe et les régions adjacentes contenant 

plusieurs acides aminés chargés positivement (Aguzzi & Steele, 2009, Chakrabarti et al,

2009, Harris, 2003, Rane et al, 2010), ainsi qu'au niveau du signal peptide C-terminal (Gu 

et al, 2008). PrPctm se localise à la membrane plasmique mais s'accumule majoritairement 

au niveau du RE et du Golgi (Biasini et al, 2010, Stewart et al, 2001, Stewart & Harris, 

2003, Stewart & Harris, 2005). L'accumulation de PrPctm dans le RE induit un stress au RE 

(Nunziante et al, 2011, Shi & Dong, 2011, Torres et al, 2010, Torres et al, Wang et al, 

2012b, Wang et al, 2011), comme observé récemment dans un modèle expérimental 

d'infection au PrPSc (Moreno et al, 2012). De plus, d'autres mutations familiales sont 

connues pour affecter le routage de PrPc en favorisant son accumulation dans l'appareil 

de sécrétion en particulier le RE. Par exemple, le mutant PG14 s'accumule dans le RE et 

induit potentiellement un stress au RE. Certaines études suggèrent que le stress au RE 

contribuerait à la formation de PrPctmet au processus de neurotoxicité (Hetz et al, 2003, 

Nunziante et al, 2011, Quaglio et al, 2011, Rane et al, 2008, Shi & Dong, 2011, Torres et al,

2010, Wang et al, 2012b, Wang et al, 2011, Xu et al, 2011).

Il a été également démontré que le stress au RE induit non seulement l'accumulation de 

PrPc ou des mutants au niveau du RE mais favoriserait également la localisation 

cytoplasmique de PrP (Hetz & Soto, 2006, Miesbauer et al, 2010, Nunziante et al, 2011,
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Orsi et al, 2006, Rane et al, 2008, Shi & Dong, 2011, Soto, 2008) puisque le stress au RE 

diminue l'efficacité de la translocation de PrPc au RE (Hetz & Soto, 2006, Miesbauer et al, 

2010, Nunziante et al, 2011, Orsi et al, 2006, Rane et al, 2008, Shi & Dong, 2011, Soto,

2008). D'autres mutations familiales sont aussi connus pour affecter le routage de PrPc en 

favorisant son accumulation dans le cytoplasme (Gu et al, 2007, Kristiansen et al, 2005, 

Ma et al, 2002, Mishra et al, 2003). Cette accumulation cytoplasmique se traduit par la 

formation d'agrégats cytoplasmiques aussi nommés agrésomes (Bence et al, 2001, 

Beranger et al, 2002, Biasini et al, 2010, Crozet et al, 2008, Kristiansen et al, 2005, 

Kristiansen et al, 2007, Ma & Lindquist, 2001, Mishra et al, 2003). PrPSc a aussi la capacité 

de s'accumuler dans le cytoplasme et de former des agrésomes (Cohen & Taraboulos, 

2003, Dron et al, 2009, Kristiansen et al, 2005, Ma & Lindquist, 2002, Yamasaki et al, 

2012). Il a été démontré in vivo que l'accumulation de PrPc dans le cytoplasme est 

neurotoxique puisque les souris transgéniques exprimant un mutant cytoplasmique 

artificiel de PrPc nommé CyPrP, développent une neurodégénérescence spontanée et 

rapide (Ma & Lindquist, 2001, Ma et al, 2002). CyPrP possède certaines propriétés 

communes à PrPSc telles que son potentiel agrégatif et sa résistance à la protéinase K, 

mais pas son potentiel infectieux (Norstrom et al, 2007, Weissmann & Flechsig, 2003). 

Certaines formes mal repliées de PrPc inhibent également l'activité du protéasome qui est 

responsable de la dégradation cytosolique des protéines (Crozet et al, 2008, Deriziotis et 

al, 2011, Kristiansen et al, 2007). Cette inhibition du protéasome contribuerait en elle- 

même au stress cellulaire mais aussi à l'accumulation de PrPc au cytoplasme.

2.3.2.3. La réponse au stress cellulaire eiF2a dépendante

Il est clairement établi que l'accumulation cytoplasmique augmente la susceptibilité 

des cellules aux stress cellulaires et conséquemment à la m ort cellulaire (Chakrabarti & 

Hegde, 2009, Chakrabarti et al, 2011, Kristiansen et al, 2005, Li et al, 2011a, Ma et al, 

2002, Ma et al, 2002, Rambold et al, 2006, Rane et al, 2008, Wang et al, 2006, Wang et al,

2009). Nous avons démontré précédemment que l'expression de CyPrP induit un stress 

cellulaire eiF2a dépendante, mais inhibent la formation des GSs (Goggin et al, 2008). Cette
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dérégulation de la réponse au stress eiF2a dépendante contribue au processus de 

neurodégénérescence. Par la suite, plusieurs études ont démontré que la réponse au 

stress cellulaire eiF2a dépendante est activée dans les ESTs et est responsable de la 

neurodégénérescence (Goggin et al, 2008, Paquet et al, 2009, Roffe et al, 2010). 

Récemment, Moreno et al ont démontré in vivo que la conversion de PrPc en PrPSc induit 

la réponse au stress eiF2a dépendante (Moreno et al, 2012). L'inhibition de cette voie 

signalétique rétablie in vivo l'excitabilité neuronale, la survie neuronale et augmente le 

taux de survie des souris infectées. Cependant, une surstimulation de cette voie 

signalétique accélère grandement la neurodégénérescence et la mort des souris infectées 

(Moreno et al, 2012). Ceci démontre bien l'importance de la réponse au stress eiF2a et du 

stress cellulaire dans les ESTs. (Figure 9).
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Mauvais repliement 
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Figure 9 : La réponse au stress eiF2a et le mauvais repliement de PrPc
La conversion de PrP^ en PrP>Sc induit la form ation déform é mal repliée et toxique de PrPc. 
Ces formes mal repliées de PrP^ induisent la réponse au stress eiF2a dépendante se 
traduisant par la phosphorylation d'eiF2a, l'a rrê t de la synthèse protéique, une défaillance 
dans l'excitabilité neuronale et finalem ent la m ort neuronale (activation des caspases et 
induction de l'apoptose). La réactivation de la synthèse protéique (-) e t/ou la 
déphosphorylation d'eiF2a (LV-GADD34) rétablie l'excitabilité neuronale et favorise la 
survie. Cependant, l'inhibition de la déphosphorylation d'eiF2a (Salubrinal) augmente et 
accélère la neurodégénérescence et diminue le temps de survie. (Adapté de Moreno et al., 
Nature, 2013).

23.2.4. Altération de la voie endolysosomale

PrPctm et CyPrP interagissent via son domaine N-terminal avec la protéine mahogunin 

(Aguzzi & Steele, 2009, Chakrabarti & Hegde, 2009). Mahogunin est une ubiquitine ligase 

essentielle pour la maturation des MVBs. Cette interaction de PrPctm et CyPrP avec 

Mahogunin inhibe la maturation des endosomes en MVBs et est responsable de la mort 

neuronale et de la vacuolisation observées dans les ESTs (Aguzzi & Steele, 2009, 

Chakrabarti & Hegde, 2009). Ces résultats sont supportés par plusieurs études qui ont 

confirmé que la voie endolysomale est affectée dans plusieurs types d'ESTs (Arnold et al, 

1995, Ashok & Hegde, 2009, Biasini et al, 2010, Ermolayev et al, 2009, Ersdal et al, 2009, 

Filimonenko et al, 2007, Gawinecka et al, 2012, Kovacs et al, 2007, Massignan et al, 2010,
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Zafar et al, 2011). Par exemple, l'activité de certaines protéines Rabs est affectée par 

certains mutants de PrPc induisant ainsi une dérégulation du système endolysosomal 

(Gawinecka et al, 2012, Massignan et al, 2010, Zafar et al, 2011). Cette dérégulation de la 

voie endolysosomale se caractérise par l'accumulation des endosomes précoces, une 

diminution des MVBs, et un changement morphologique des lysosomes. Il a été démontré 

récemment que lors d'infection par PrPSc, la formation des exosomes et la régulation du 

système d'ARNi est affectée, ce qui se traduit par des signatures spécifiques de microARN 

(miARN) dans les cellules infectées ou se localisant dans leurs exosomes, et par la 

formation d'exosomes non matures (Bellingham et al, 2012, Gibbings et al, 2010, Lukiw et 

al, 2011, Provost, 2010, Saba et al, 2008). Ceci confirme que le système endolysosomal est 

altéré dans les ESTs.

En résumé, les études suggèrent que PrPSc et les mutations familiales de PrPc induisent un 

changement conformationnel, topologique et/ou de routage cellulaire de PrPc qui est 

responsable de la perte ou la subversion des fonctions de PrPc et/ou du gain fonctionnel 

des formes toxiques et mal repliées de PrPc.

3. La régulation de la traduction des ARNm par le système d'ARN interférants (ARNi)

3.1. Description du système ARNi

Le système d'ARN interférence (ARNi) comprend deux types de petits ARN non codant 

d'environ 22 nucléo.tides et sont nommés micro-ARN (miARN) et petits ARN interférants 

(siARN) (Figure 10). Les ARNi sont très bien conservés au niveau des organismes 

eucaryotes et sont vitaux (Kren et al, 2009, Lee et al, 2007, Molnar et al, 2007, Tanzer & 

Stadler, 2004). Le génome humain encode plus de 1000 ARNi régulant environ 60% des 

gènes (Bentwich et al, 2005, Bentwich, 2005, Farh et al, 2005, Friedman et al, 2009, Lewis 

et al, 2005). Les ARNi régulent l'expression génique par deux mécanismes généraux 

distincts soit en régulant la traduction et/ou la dégradation des ARNm cibles ou en 

induisant un remodelage de la chromatine par la modification des histones et de la 

méthylation de l'ADN (Ambros & Chen, 2007, Chen & Rajewsky, 2007, Hawkins & Morris,
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2008, Tan et al, 2009a, Tan et al, 2009b). Les ARNi régulent majoritairement l'expression 

génique de façon négative, cependant quelques exemples d'ARNi sont connus pour 

augmenter l'expression de certaines cibles (Guo et al, 2010, Kedde et al, 2007, Kren et al,

2009, Orom et al, 2008, Vasudevan & Steitz, 2007, Vasudevan et al, 2007). Afin d'acquérir 

ces fonctions régulatrices, les ARNi doivent s'associer avec un complexe multiprotéique 

nommée RNA-induced silencing complex (RISC). Ce complexe protéique est composé des 

protéines responsables de l'activité ARNi et de sa régulation (Carthew & Sontheimer, 

2009, Gregory et al, 2006, Krol et al, 2004, Lages e t al, 2012, Rana, 2007, Valencia-Sanchez 

et al, 2006) (Figure 10). Les Argonautes (Ago) sont les protéines centrales du RISC et sont 

essentielles à l'activité ARNi. La protéine GW182 est un partenaire d'interaction des 

protéines Ago et elle est essentielle pour une activité optimale du complexe RISC, donc 

pour l'activité ARNi. Un des rôles des ARNi est de diriger et favoriser l'association du RISC 

au niveau de leurs cibles afin d'induire par exemple, la dégradation ou la répression de la 

traduction des ARNm cibles (Behm-Ansmant et al, 2006, Chekulaeva & Filipowicz, 2009, 

Chekulaeva et al, 2009, Pillai et al, 2004, Pratt & MacRae, 2009, Rehwinkel et al, 2005).



Répression de la traduction
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Clivage/dégradation de l'ARNm

Déstabilisation Stockage \ .
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Figure 10 : Résumé du système d'ARNi

Le système d'ARN interférence (ARNi) comprend deux types de petits ARN non codants 
d'environ 22 nucléotides et sont nommés micro-ARN (miARN, gauche) e t petits ARN 
interférents (siARN, droite). Les ARNi sont pris en charge par un complexe RISC soit le 
miRISC pour les miARN et le siRISC pour la siARN. Les RISC se différentient par leur 
composition puisque seulement l'Ago2 possède l'activité d'endonucléase responsable de 
l'activité siARN. De plus, l'activité des siRISC semble être indépendant de sa localisation 
aux P-Bodies contrairement au miRISC (Adapté de Chu and Rana, PLOS Biology, 2006)

Chez les mammifères, les miARN et siARN se différencient par leur degré de 

complémentarité avec leur ARNm cibles, leur mode d'activité et de biogénèse (Bartel, 

2004, Lages et al, 2012, Valencia-Sanchez et al, 2006, Watanabe et al, 2008). Les siARN ont 

une complémentarité parfaite avec leurs ARNm cibles induisant ainsi leur clivage via 

l'activité endonucléase de la protéine Ago2 (Figure 10). Ce clivage de l'ARNm produit deux 

fragments d'ARN qui vont être rapidement dégradés par deux mécanismes généraux de 

dégradation des ARNm soit une dégradation 5'-3' dépendante des enzymes de décoiffage
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(decapping) et une dégradation 3'-5' dépendante du complexe multiprotéique nommé 

exosome (Orban & Izaurralde, 2005, Valencia-Sanchez et al, 2006). Les miARN ont une 

complémentarité imparfaite avec leurs ARNm cibles, et ils induisent p lu tôt l'arrêt de la 

traduction, la stabilisation et/ou la dégradation des ARNm cibles selon les conditions 

cellulaires (Figure 10) (Bartel, 2004, Lages et al, 2012, Valencia-Sanchez et al, 2006, 

Watanabe et al, 2008). La spécificité des miARN pour leur ARNm cibles dépend d'une 

région d'appariement de 6-8 nucléotides en 5' du miARN (Doench & Sharp, 2004, Lages et 

al, 2012, Lewis et al, 2003, Lewis et al, 2005, Maziere & Enright, 2007, Valencia-Sanchez et 

al, 2006). De plus, contrairement aux siARN, l'activité des miARN ne dépend pas 

seulement d'Ago2 mais aussi des autres membres de la famille des Ago (Ago 1-4). Les 

protéines Ago ont toutes la capacité de réguler l'expression génique. Par exemple, 

certaines études ont démontré que lors de l'inhibition de l'expression d'une des protéines 

Ago, la perte d'activité miARN observée peut être rétablie par l'expression des autres 

protéines Ago, ce qui suggère qu'elles possèdent des activités redondantes (Lages et al, 

2012, Valencia-Sanchez et al, 2006, Watanabe et al, 2008). Les siARN se différencient aussi 

des miARN par leurs modes de biogénèse qui est expliqué dans le paragraphe suivant.

3.2. Biogénèse des ARN interférents

Les ARNi sont transcrit à partir de gènes ou de séquences introniques d'ARNm. La 

majorité des gènes d'ARNi caractérisés se localise dans les régions intergéniques ou dans 

l'orientation antisens d'un gène voisin et sont transcrits comme des entités 

indépendantes (Lages et al, 2012, Lagos-Quintana et al, 2001, Lee & Ambros, 2001, Lee et 

al, 2004). Les gènes des ARNi sont soit monocistroniques ou polycistroniques (Altuvia et 

al, 2005, Lee et al, 2004). La plupart des gènes codant les ARNi sont transcrits par l'ARN 

polymérase II produisant ainsi le pro-précurseur des ARNi appelés pri-ARNi. Les pri-ARNi 

étant transcrits par l'ARN polymérase II possèdent donc une structure coiffe en 5' et une 

queue poly A en 3' comme les ARNm (Cai et al, 2004, Lages et al, 2012, Lee et al, 2004, 

Zhou et al, 2007). Cependant, les pri-ARNi sont caractérisés par la formation d'une
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structure tige-boucle avec des régions 5' et 3' flanquantes non appariées (Cai et al, 2004, 

Lages et al, 2012, Lee et al, 2004). Cette structure tige-boucle des pri-ARNi est essentielle 

pour les différentes étapes de la maturation. Par exemple, la longue structure tige-boucle 

des pri-siARN est reconnue et clivée par Dicer afin de produire plusieurs siARN (Lages et al, 

2012, Murchison & Hannon, 2004). Tandis que les structures tige-boucles des pri-miARN 

sont essentielles pour toutes les étapes de maturation des miARN (Starega-Roslan et al,

2011). Les pri-miARN sont maturés par diverses voies discutées dans les sections suivantes 

(Figure 11).

Figuré 11 : Modèle de la voie canonique de la maturation des miARN

La majorité des gènes codant les miARN sont transcrits par l'ARN polymérase II et/ou  
provient d'introns excisés lors du processus d'épissage des ARNm. Ces précurseurs sont 
nommés pri-miARN et sont clivés par un complexe protéique composé de Drosha et 
DGCR8. Ce clivage génère un autre précurseur nommé pré-miARN. Les pré-miARN sont 
ensuite exportés au cytoplasme par un mécanisme exportin-5/RAN-GTP dépendant. Au 
niveau du cytoplasme, les pré-miARN sont pris en charge par le complexe protéique 
nommé RISC-loading complex (RLC). Le RLC est composé d'un cœur protéique de trois 
protéines soit Dicer, TRBP et PACT. Dicer est Tendonuciéase responsable du clivage des

Complexe Microprot

Noyau
Gène codant un miARN Cytosol

RMApolM Transcription

Pri-miARN

clivage

Pré-miARN

Exportation
Pré-miARN

RLC

TT " *  miARN/miARN* duplex

Formation 

du RISC

«w miARN mature



39

pré-miARN en miARN mature. De plus, on retrouve aussi les protéines A g o l/4  associées au 
RISC permettant ainsi de form er le complexe minimal du RISC soit les protéines A g o l/4  
chargées du brin guide du miARN (Adapté de : Lages e t al., Frontier in Bioscience, 2012).

3.2.1. Voie canonique de biogénèse

La voie canonique se caractérise par deux étapes de maturation des pri-miARN (Figure 

11). Premièrement, les pri-miARN sont pris en charge par un complexe multiprotéique 

nommé complexe microprocessor. Ce complexe est composé de plusieurs protéines dont 

la protéine Drosha, une endonucléase nucléaire, et DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical 

Region 8), un co-activateur essentiel pour l'activité endonucléase de Drosha. Ces deux 

protéines forment le coeur protéique minimal du complexe microprocesseur. Ce complexe 

reconnaît la structure ARN double brin de la tige-boucle des pri-ARNi et clive les 

précurseurs à environ 11 nucléotides de la jonction entre les régions flanquantes et la 

structure double-brin de l'ARN. Ce clivage du pri-miARN par le complexe microprocessor 

produit une tige-boucle d'environ 80 nucléotides sans les régions flanquantes nommée les 

pré-ARNi (Gregory et al, 2004, Gregory et al, 2005, Gregory et al, 2006, Han et al, 2006, 

Lages et al, 2012, Lages et al, 2012, Lee et al, 2003, Lee et al, 2006a, Yeom et al, 2006) 

(Figure 12).
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Figure 12 : Maturation des pri-miARN en pré-miARN par le complexe Drosha/DGCR8

Dans le complexe Drosha/DGCR8, la protéine DGCR8 permet de reconnoitre et de lier la 
jonction entre les régions flanquantes et la structure double-brin. Cette liaison du 
complexe Drosha/DGCR8 au pré-miARN induit l'activité endonucléase de Drosha. Drosha 
clive asymétriquement le pré-miARN à environ 11 nucléotides de la jonction entre les 
régions flanquantes et la structure double-brin. (Adapté de Lages et al., Frontier in 
Bioscience, 2012)

Les pré-ARNi sont ensuite exportés dans le cytoplasme via un mécanisme exportin-5-RAN- 

GTP dépendant comme mentionné précédemment (Brownawell & Macara, 2002, Gwizdek 

et al, 2003, Lages et al, 2012, Lee et al, 2011, Yi et al, 2005) et sont reconnus et clivés 

spécifiquement par la protéine Dicer, une endonucléase cytoplasmique. Dicer est 

composés de deux domaines RNAse Ilia, un domaine ARN hélicase, un domaine de liaison 

à l'ARN double brin (dsRBD) et d'un domaine PAZ. Les domaine PAZ et dsRBD de Dicer 

sont impliqués dans la reconnaissance du pré-miARN alors que les deux domaines RNAse 

Ilia sont responsables de l'activité ribonucléase de Dicer (Figure 13) (Bernstein et al, 2001, 

Gan et al, 2008, Hutvagner et al, 2001, Ji, 2008, Ketting et al, 2001, Lages et al, 2012, Lund 

8t Dahlberg, 2006, Ma et al, 2004, Song et al, 2003, Zhang et al, 2002, Zhang et al, 2004).
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Figure 13 : Rôle des différents domaines de Dicer dans la maturation des pré-miARN en 
miARN

Dicer est l'endonucléase responsable du clivage des pré-miARN en miARN matures. Elle est 
constituée d'un domaine PAZ reconnaissant l'extension 3 ' simple brin du pré-miARN, un 
domaine de liaison à l'ARN double-brin (dsRBD) permettant l'orientation des deux 
domaines RNAse au niveau de la tige boucle et ainsi le clivage du pré-miARN en miARN 
mature. Les domaines RNAse A e t B possèdent l'activé clivage. (Adapté de : Lages et al., 
Frontier in Bioscience 17, 2012)

L'activité optimale de Dicer dépend de plusieurs autres partenaires protéiques. Par 

exemple, Dicer forme un complexe avec les protéines TRBP (HIV-1 TAR RNA-binding 

protein), PACT (protein activator o f PKR) et Ago2. Ce complexe protéique se nomme RISC 

loading complex (RLC) et il est essentiel à l'activité adéquate du système d'ARNi. Ces 

différents partenaires d'interaction augmentent l'efficacité de la reconnaissance et du 

clivage des pré-miARN par Dicer favorisant la formation du duplexe d'ARNi d'environ 22 

nucléotides de long. Les protéines TRBP et PACT interagissent avec Dicer sous différentes 

formes soit monomérique, homodimérique ou hétérodimérique. Ces interactions entre 

Dicer et PACT/TRBP sont particulièrement importantes pour le système ARNi puisqu'ils 

augmentent l'efficacité de chacune des dernières étapes de la maturation des ARNi et de 

l'activité des ARNi (Chendrimada et al, 2005, Cosentino et al, 1995, Kok et al, 2007, 

Koscianska et al, 2011, Lages et al, 2012, Lee et al, 2013, Lee et al, 2006b, MacRae et al, 

2008, Noland & Doudna, 2013). Par exemple, le knockout/knockdown de TRBP ou PACT
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induisent un défaut de maturation des ARNi, c'est-à-dire une accumulation de certains 

pré-ARNi et une diminution générale des ARNi matures (Kok et al, 2007, Koscianska et al, 

2011, Lages et al, 2012, Lee et al, 2013, Lee et al, 2006b). Les auteurs de ces études 

suggèrent que PACT, TRBP et les Ago facilitent et stabilisent l'association des pré-ARNi à 

Dicer favorisant ainsi leur maturation en duplexe d'ARNi (Kok et al, 2007, Koscianska et al, 

2011, Lages et al, 2012, Lee et al, 2013, Lee et al, 2006b). De plus, il a été démontré que 

les protéines PACT et TRBP ont des activités distinctes dans la régulation de Dicer au 

niveau de la reconnaissance du substrat (Figure 14) (Lages et al, 2012, Lee et al, 2013). 

Leurs résultats suggèrent que PACT privilégie la voie miARN tandis que TRBP favorise la 

voie siARN (Lages et al, 2012, Lee et al, 2013). L'interaction entre les Ago et les autres 

membres du RLC est importante pour la formation du RISC et le turnover du RISC.

Figure 14 : Rôle de PACT et TRBP dans la reconnaissance du substrat et la formation du 
RLC

Les protéines TRBP et PACT interagissent différemment avec les différents types de duplexe 
d'ARNi. TRBP interagit préférentiellement avec les duplexes d'ARNi ayant une 
complémentarité parfaite (siARN) ou d'un désappariement au niveau de la région central. 
TRBP favorise donc l'activité siARN. Tandis que PACT interagit préférentiellement avec les 
duplexes d'ARNi ayant un désappariement au niveau de la région seed (miARN). PACT 
favorise donc l'efficacité des miARN. (Adapté de Noland and Doudna, RNA, 2013)
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3.2.2. Voies non classiques de biogénèse

Les ARNi provenant des régions introniques sont produits par des mécanismes non 

classiques et sont séparés en deux catégories soit les m irtron et les simtron (Havens et al, 

2012, Kim & Kim, 2007, Lages et al, 2012, Lin et al, 2008b, Okamura et al, 2007, Ruby et al,

2007). Les mirtron sont produits lors de l'excision de l'in tron au sein du pré-ARNm par la 

machinerie d'épissage nommée spliceosome. Lors de son excision, l'in tron comprenant le 

précurseur de l'ARNi forme une structure appelée intron lariat, qui est reconnue et 

linéarisée par la protéine DBR1 (Debranching enzyme 1) afin de permette la formation du 

pré-miARN. Ces pré-mirtron sont ensuite exportés au cytoplasme par l'exportine 5 et sont 

maturés par les mêmes protéines cytoplasmiques que la voie canonique (Figure 15). Les 

simtron sont des ARNi provenant aussi des introns mais, contrairement aux m irtron, ils 

sont indépendants de l'épissage de la séquence intronique, de Dicer, DGCR8 et de 

l'exportine 5 mais dépendent de la protéine Drosha. Leur mécanisme de maturation est 

très peu caractérisé (Figure 15).



44

Pri-miARN/Pré-miARN noyaux prj miARN

Voie simtron Voie mirtron

i  épissage

Q_
clivage

ARNm

Pré-miARN

Exportation
cytosol

AAAA.J

Voie canonique

Pré-miARN

miARN mature

Figure 15 : Modèle des voies canoniques et non canoniques de maturation des miARN

Droite: Les miARN canoniques sont d'abords maturés dans le noyau par le complexe 
protéique Drosha/DGCR8, ensuite exportés dans le cytoplasme par l'exportin5 (XP05) pour 
être clivés par la protéine Dicer et être chargés sur les protéines centrales du RISC, les 
protéines A go l/4 . Centre: Les m irtron sont localisés dans les introns des ARNm et sont 
produits lors de l'épissage a lternatif des ARNm. Les mitrons form ent une structure bien 
distincte dans les introns appelée lariat intron. Cette structure est reconnue par une 
debranching enzyme (DBR1) permettant d'exciser le m irtron de l'intron. Le m irtron est 
ensuite exporté dans le cytoplasme par XP05, maturé par Dicer et chargé dans le RISC. 
Gauche: Les simtron proviennent aussi de séquences introniques. Contrairement aux 
mirtron, la maturation des simtron est indépendante de l'épissage de l'intron, de DGCR8, 
de XP05 et de Dicer. Le mécanisme de maturation des précurseurs des simtron est encore 
inconnu, cependant tout comme les miARN canoniques et les mirtron, les simtron sont 
chargés sur les protéines A g o l/4  afin de form er le RISC. (Adapté de Havens e t al., NAR,
2012)
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3.3. Formation du RISC

Le RISC mature (Figure 10) est composé d'un cœur protéique, Ago et GW182, et de 

l'ARNi guide avec l'ARNm cible. Les protéines Ago sont les protéines centrales du RISC et 

sont essentielles à l'activité ARNi. La première étape de la formation du RISC se produit au 

sein du complexe RLC, c'est-à-dire qu'après la formation du duplexe d'ARNi, il y a un 

transfert du duplexe ARNi vers la protéine Ago suivi de l'exclusion et la dégradation du 

brin non guide (brin passagé) du miARN. Les différentes protéines du RLC (TRBP, PACT et 

Dicer) sont nécessaires pour le transfert du duplexe d'ARNi vers la protéine Ago et pour le 

processus de sélection du brin guide du duplexe d'ARNi. Le RLC jouerait le rôle de senseur 

thermodynamique afin de sélectionner le type de duplexe d'ARNi à charger sur les Ago et 

pour sélectionner le brin guide (Chendrimada et al, 2005, Kok et al, 2007, Koscianska et al, 

2011, Lages et al, 2012, Lee et al, 2013, Lee et al, 2006b, MacRae et al, 2008, Noland &. 

Doudna, 2013). De plus, ce processus de séparation et de dégradation du brin passager du 

duplexe ARNi dépend de l'activité ARN hélicase d'Ago2 et de son association avec un autre 

complexe d'endoribonucléase nommé C3PO (Kim et al, 2007b, Kwak &  Tomari, 2012, 

Leuschner et al, 2006, Liu et al, 2009, Matranga et al, 2005, Preall & Sontheimer, 2005, 

Rand et al, 2005, Ye et al, 2011). La formation du complexe Ago et du brin guide de l'ARNi 

est l'étape cruciale de l'activité ARNi puisqu'ils sont les composantes minimales pour un 

RISC actif. Certaines études ont démontré que TRBP et PACT agissent de façon distincte 

sur le système ARNi, c'est-à-dire que TRBP favoriserait davantage l'activité siARN que 

miARN alors que PACT avantagerait plus l'activité des miARN (Lages et al, 2012, Lee et al,

2013). Le RISC est composé de plusieurs autres protéines qui sont essentielles pour une 

activité adéquate et optimale du système ARNi. Par exemple, la protéine GW182 est un 

partenaire protéique crucial des protéines Ago puisqu'elle augmente l'efficacité et 

l'activité du RISC actif (Bâillât &  Shiekhattar, 2009, Chekulaeva et al, 2009, Chekulaeva et 

al, Chekulaeva et al, Eulalio et al, 2009, Lian et al, 2009, Rehwinkel et al, 2005, Takimoto et 

al, 2009, Yao et al). D'autres protéines associées au RISC permettent p lutôt la régulation 

de certains types de transcrit. Par exemple, la protéine TTP reconnaît et lie
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spécifiquement les motifs AU riches (ARE, AU-rich element) au sein du transcrit et permet 

le recrutement et l'activité du RISC sur l'ARNm cible (Jing et al, 2005).

3.4. Localisation du RISC

3.4.1. Association du RISC avec la membrane du RE

Plusieurs études ont démontré que les processus de formation des complexes protéiques 

RLC et RISC, et des activités qui leurs sont attribuées, sont associés à certaines organites. 

Par exemple, une étude récente (Stalder et al, 2013) a montré la présence de pré-miARN 

et de miARN associés à Dicer (RLC) au niveau du RE, suggérant que la maturation de 

certains pré-miARN par Dicer se produit à la membrane du RE. Les auteurs ont aussi 

montré que les complexes miRISC et siRISC matures sont associés avec la membrane 

externe du RE et que l'activité endonucléase du siRISC (Ago2) se produit au niveau de la 

membrane du RE. Les protéines TRBP et PACT sont responsables de l'association du RLC 

avec la membrane du RE et sont essentielles pour une activité optimale des ARNi (Figure 

16) (Stalder et al, 2013).
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Figure 16 : Modèle de l'organisation spatiale de la formation du RISC

La liaison de l'ARNi au complexe RLC (Ago-Dicer-TRBP/PACT) induit son association avec la 
membrane du RE via les protéines TRBP ou PACT. Le processus de maturation de certaines 
pré-miARN en miARN mature se produit possiblement au niveau de membrane du RE via la 
formation du RLC (1). De plus, les processus de sélection du brin guide e t de son 
chargement sur les Ago se produisent aussi au sein de la membrane du RE (2). Cette 
association du RLC au RE permet de fo rm er le RISC ac tif près des ARNm traduits 
activement permettant un ciblage rapide des ARNm cibles par le RISC a c tif (3a). L'activité 
d'endonucléase des siRISC se manifeste lorsque le siRISC est toujours associé à la 
membrane du RE. Les RISC peuvent ensuite transiger vers d'autres entités cellulaires 
comme les P-Bodies et les MVBs afin de produire e t favoriser l'activité des ARNi (4). Par la 
suite le RISC est soit recyclé, réactivé ou dégradé (5) (Adapté de Stalder e t al, EMBO, 2013).

3.4.2. Association du RISC avec le système endolysosomal

Certaines études ont démontré que le RISC est associée au système endolysosomal et 

qu'un défaut de maturation des endosomes en MVBs inhibe l'activité ARNi, tandis qu'une 

altération dans la formation des lysosomes augmente l'activité ARNi (Figure 17) (Azevedo 

et al, Gibbings et al, 2009, Gibbings & Voinnet, Gibbings et al, Gibbings et al, Lee et al, 

2009, Stalder et al, 2013). Il a été démontré que le RLC et le RISC s'associent aux MVBs 

afin de favoriser la formation du miRISC mature et d'augmenter l'efficacité du turnover du
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système d'ARNi. Les lysosomes sont également impliqués dans le turnover du système 

d'ARNi puisque la dégradation adéquate de GW182 dépend des lysosomes.

Key:

c

Cytosole

coiffe

^  ribosome

£  Cap binding complex

—  miARN-miARN* 
miRNA

ARNm

Élongation 

peptidique

Espace extracellulaire 6b
E io s o m u

Figure 17 : Rôle du système endolysosomal dans l'activité des ARNi

Les protéines Ago chargées du brin guide du miARN se dissocient de la membrane des 
MVBs (1) et interagissent avec les ARNm cibles au niveau du cytoplasme (2). Par la suite, il 
y a recrutement d'autres facteurs protéiques dont la protéine GW182 (3). Cette interaction 
avec GW182 induit la dissociation de la protéine PABP de la queue polyA de l'ARNm (4). 
Ainsi, ce complexe peut être recruté au niveau des P-Bodies (5) pour être ensuite transféré 
vers les MVBs ou encore recruté directement au MVBs (6a). Au niveau des MVBs, le RISC 
peut continuer la répression de l'ARNm (7) et ensuite induire le recyclage et la réactivation 
des Ago (8-10) et/ou la dégradation ou le relargage extracellulaire de GW182 (6b e t 6c). 
L'inhibition de la form ation des MVBs induit une diminution de l'efficacité des miARN 
tandis qu'une dérégulation des lysosomes augmente l'activité des ARNi. (Adapté de 
Stalder et al., Trends in Cell Biology, 2010)
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3.4.3. Association du RISC avec les P-Bodies

Les P-bodies sont des sites de triage, de stabilisation et de dégradation 5'-3' des 

ARNm. Ils contiennent les protéines Dcpla/Dcp2 et XRN1 responsables de la dégradation 

5'-3' des ARNm (Ding et al, 2005, Jakymiw et al, 2005, Liu et al, 2005a, Liu et al, 2005b, Sen 

& Blau, 2005). La formation des P-Bodies serait une conséquence de l'activité ARNi mais 

les P-Bodies ne seraient pas nécessaire à l'activité ARNi (Eulalio et al, 2007a). Il a été 

suggéré que la formation de complexes multiprotéiques non visibles au microscope entre 

le RISC et les différentes protéines constituant les P-bodies seraient responsables de 

l'activité ARNi (Chu & Rana, 2006, Eulalio et al, 2007a). Cette hypothèse est supportée par 

plusieurs études démontrant que les différentes protéines constituant les P-Bodies sont 

nécessaires à une activité optimale des ARNi (Bagga et al, 2005, Behm-Ansmant et al, 

2006, Chu & Rana, 2006, Eulalio et al, 2007b, Liu et al, 2005a, Rehwinkel et al, 2005), 

indépendamment de la formation des P-Bodies. Les P-bodies sont également impliqués 

dans la dégradation 5'-3' des ARNm mais indépendante du système ARNi. Par exemple, 

certaines protéines liant les motifs ARE, comme la protéine TTP, se localisent dans les P- 

bodies et favorisent la stabilisation et/ou la dégradation 5'-3' des ARNm ayant ce m otif 

(Buchan & Parker, 2009, Eulalio et al, 2007a, Kedersha et al, 2005, Parker & Sheth, 2007, 

Thomas et al, 2011). De plus, certaines protéines constituant les P-bodies sont impliquées 

dans la voie de dégradation des ARNm non-sens (nonsense-mediated mRNA decay). Il a 

été suggéré que les P-bodies ont un rôle dans le contrôle de qualité des ARNm et dans la 

dégradation des ARNm aberrants (Buchan & Parker, 2009, Cougot et al, 2004, Durand et 

al, 2007, Eulalio et al, 2007a, Fukuhara et al, 2005, Parker & Sheth, 2007, Sheth & Parker, 

2003, Sheth & Parker, 2006, Thomas et al, 2011, Unterholzner & Izaurralde, 2004). Les P- 

bodies sont en étroite association avec les polysomes permettant ainsi la traduction 

spécifique de certains ARNm et d'en réprimer/dégrader d'autres. Les P-bodies sont 

également étroitement associés à d'autres types de granules tels que les granules de 

stress (GSs). Les GS sont impliquées dans la réponse au stress et favorisent la survie 

cellulaire (discuter dans la section 4.2.). Il est bien connu qu'il existe un grand dynamisme 

(échange) entre les P-Bodies, les GS et les polysomes permettant une régulation
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spécifique du métabolisme des ARNm en réponse à certains stimuli (Anderson & 

Kedersha, 2006, Anderson & Kedersha, 2008, Anderson & Kedersha, 2009, Buchan & 

Parker, 2009, Kedersha & Anderson, 2002, Kedersha et al, 2005, Kedersha & Anderson, 

2007, Kedersha & Anderson, 2009, Thomas et al, 2011).

La régulation de la formation des P-Bodies est encore bien peu caractérisée, 

cependant certaines études suggèrent que la formation des P-bodies est régulée par 

certaines voies signalétiques telles que la voie mTOR. L'inhibition du récepteur mTORCl 

par un inhibiteur spécifique diminue grandement la formation des P-Bodies (Gudkova et 

al, 2011). De plus, la c-Jun N-terminal kinase (JNK) induit la phosphorylation de Dcpla et 

sa localisation aux P-Bodies. Cependant, un niveau d'activité élevé et/ou soutenu de JNK 

induit la dispersion et la disparition des P-bodies démontrant l'importante d'une 

régulation adéquate des voies signalétiques (Buchan & Parker, 2009, Cargnello et al, 2012, 

Rzeczkowski et al, 2011, Thomas et al, 2011). Une autre étude a démontré que la 

stimulation des neurones par du zinc induit un désassemblage des polysomes, l'agrégation 

ARN-dépendante de Dcpla et la formation des P-Bodies suggérant un rôle du zinc dans la 

régulation de la traduction et de la formation des P-Bodies (Blumenthal & Ginzburg,

2008). Enfin, l'association de certains ARNm contenant des séquences ARE aux P-Bodies 

est régulée par la petite GTPase RhoA. L'activation de RhoA induit un relâchement des 

ARNm contenant une séquence ARE inhibant ainsi sa dégradation et favorisant sa 

stabilisation et/ou sa traduction (Buchan & Parker, 2009, Takahashi et al, 2011, Thomas et 

al, 2011).

3.5 La protéine prion et le système ARNi

Une étude récente a attribuée à PrPc un rôle dans la régulation de l'efficacité des miARN 

(Gibbings & Voinnet, 2010, Gibbings et al, 2012). Les auteurs de cette étude ont démontré 

que PrPc, plus particulièrement la faible portion de PrPctm produit physiologiquement 

(<1%), interagit avec les protéines Ago au niveau des MVBs dans deux complexes distinct 

soit le RLC (Dicer-Agol-Ago2) et le RISC (Agol-Ago2-GW182) (Gibbings & Voinnet, 2010,
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Gibbings et al, 2012). Cependant, PrPc augmente seulement l'efficacité des miARN sans 

affecter le processus de maturation des miARN. Les auteurs suggèrent que PrPc facilite la 

dissociation du complexe Ago-miARN du complexe RLC afin de favoriser la formation du 

complexe RISC (GW182-Ago-miARN-ARNm) et par conséquent augmente l'efficacité des 

miARN. Ils ont montré qu 'in vitro le OR de PrPc interagit avec Ago2 et que les motifs GWG 

au sein du domaine OR est responsable de cette interaction (Figure 18 et 21). PrPc 

stabilise également l'association des MVBs avec les P-Bodies ce qui augmente 

probablement l'efficacité des miARN. Les auteurs proposent que dans les ESTs, le 

changement conformationnel de PrPc en une forme pathologique et la dérégulation du 

système endolysosomal observée dans les ESTs affectent probablement son rôle de 

régulateur de l'efficacité des miARN (Gibbings &. Voinnet, 2010, Gibbings et al, 2009). •

GSRYPPQGGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQGGGLE

Figure 18 : Motifs GWG au sein du domaine OR de PrPc.

Séquence représentant le domaine OR de PrPc. Les motifs GWG seraient responsables de 
l'interaction de PrPc avec les Ago et sont représentés en rouge.

4. La réponse au stress cellulaire eiF2a dépendante

La survie des cellules de mammifères exposées à des conditions environnementales 

défavorables nécessite l'activation d'une réponse au stress intégrée qui reprogramme le 

métabolisme cellulaire vers la réparation des dommages moléculaires induite par le stress. 

Dans le cadre de cette thèse, nous ne développerons que la réponse au stress dépendante 

du facteur d'initiation de la traduction eiF2a.

4.1. Bref aperçu de la réponse au stress cellulaire eiF2a dépendante

La réponse au stress cellulaire eiF2a dépendante se caractérise par trois 

étapes (Figure 19):
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1) l'activation d'une des quatre kinases de stress : HRI (heme-regulated inhib itor kinase) 

(Chen, 2007, Fagard & London, 1981, Liu et al, 2007, Wek et al, 2006), GCN2 (glucose 

control non repressible 2) (Jiang & Wek, 2005, Towle, 2007, Wek et al, 2006), PKR (RNA- 

dependent protein kinase) (Galabru & Hovanessian, 1987, Ito et al, 1999, Ruvolo et al,

2001, Saito, 1990, Wek et al, 2006, Wu & Kaufman, 1997) et PERK (PKR-like ER resident 

kinase) (Harding et al, 2000a, Harding et al, 2000b, Wek et al, 2006). Chacune des kinases 

de stress sont activées par différents stress cellulaires. Par exemple, PKR est activée par sa 

liaison à l'ARNdb induisant son autophosphorylation et sa dimérisation (Bommer et al,

2002, Galabru & Hovanessian, 1987, Li et al, 2006, Patel & Sen, 1998b, Wu & Kaufman, 

1997, Wu & Kaufman, 1997). L'activation de PKR est aussi contrôlé par les protéines TRBP 

et PACT (Cosentino et al, 1995, Daher et al, 2009, Daniels & Gatignol, 2012, Ito et al, 1999, 

Patel & Sen, 1998a, Singh et al, 2011, Singh & Patel, 2012). En condition physiologique, 

PACT forme des homodimères et/ou hétérodimères avec TRBP et comme mentionné 

auparavant, ces complexes ont des rôles dans le système ARNi (Kok et al, 2007, Lee et al, 

2013, Noland & Doudna, 2013). Il est connu que l'interaction entre TRBP et PACT inhibe le 

potentiel activateur de PACT sur PKR. TRBP interagit aussi avec PKR et permet de 

maintenir ou de rétablir PKR sous sa forme inactive (Cosentino et al, 1995, Daher et al, 

2009, Daniels & Gatignol, 2012, Li et al, 2006, Singh et al, 2011, Singh & Patel, 2012). 

Cependant, lors d'une exposition à un stress cellulaire comme un stress oxydatif, la 

protéine PACT est activée induisant sa dissociation avec TRBP et la dissociation de TRBP 

avec PKR ce qui favorise l'interaction de PACT avec PKR. Cette interaction permet d'activer 

le domaine kinase de PKR, donc son autophosphorylation et sa dimérisation (Daher et al, 

2009, Ito et al, 1999, Li et al, 2006, Patel & Sen, 1998a, Peters et al, 2009, Singh et al, 

2009, Singh et al, 2011, Singh & Patel, 2012).

2) Par la suite, les kinases de stress activées induisent la phosphorylation de la Ser 51 du 

facteur d'initiation à la traduction, eiF2a. La phosphorylation d'eiF2a inhibe l'activité du 

facteur d'échange GDP en GTP, eiF2B. Cet effet antagoniste de la phosphorylation d'eiF2a 

empêche la formation du complexe tertia ire actif d 'initiation de la traduction, GTP-eiF2a- 

tRNAMet, inhibant ainsi l'initiation de la traduction (Anderson &  Kedersha, 2006, Anderson
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& Kedersha, 2008, Bommer et al, 1991, Kedersha & Anderson, 2002, Krishnamoorthy et al, 

2001, Kudlicki et al, 1987, Price & Proud, 1990).

3) L'arrêt de l'initiation de la traduction induit la formation des granules de stress ou GSs 

(Anderson & Kedersha, 2006, Anderson &. Kedersha, 2008, Anderson &  Kedersha, 2009, 

Kedersha & Anderson, 2002, Kedersha et al, 2005, Kedersha & Anderson, 2007, Kedersha 

& Anderson, 2009) et la synthèse des protéines essentielles à la survie cellulaire telles que 

les chaperonnes heat shock protein (Hsp) (Head et al, 1994, Nakai &  Ishikawa, 2000, 

Pelham, 1982, Tanabe & Nakai, 1999).

Figure 19 : La réponse au stress eiF2a dépendante

Plusieurs stress cellulaires induisent la réponse au stress eiF2a dépendante, comme le 
stress au RE et au protéasome, le stress oxydatif e t thermique, la présence d'ARNdb e t la 
privation en acides aminés essentiels. Les différents stress cellulaires induisent l'activation  
des kinases de stress : PERK, HRI, PKR et GCN2. Ces kinases de stress phosphorylent le 
facteur d'initiation à la traduction eiF2a inhibant l'activité GTP transférase du facteur 
traductionnel eiF2B ainsi que la traduction générale des protéines. En plus, la 
phosphorylation d'eiF2a induit la form ation des GSs et la synthèse des protéines 
essentielles à la survie cellulaire dont les protéines heat shock (Hsp). Les GSs contribuent à 
l'a rrê t général de la synthèse protéique en séquestrant les ARNm non essentiels, ce qui 
favorise la traduction des ARNm essentiels à la survie cellulaire dont les Hsp.

Stress cellulaires: 
ex. stress au RE et au protéasome, stress oxydatif et thermique, 

ARNdb et privation en acide aminé essentiel

eiF2a-P

Formation des 
granules de stress
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4.2. Les granules de stress

4.2.1. Formation des granules de stress

Les GS sont des granules ribonucléoprotéiques induites lorsque l'in itiation de la 

traduction est affectée par différents mécanismes : par exemple en condition de stress 

cellulaire (Kedersha et al, 1999), par l'addition d'une drogue inhibant l'in itiation de la 

traduction ou favorisant la dissociation des ribosomes aux ARNm (Dang et al, 2006, 

Mazroui et al, 2006, Mokas et al, 2009), par le knockdown de certains facteurs d 'in itiation 

(Mokas et al, 2009) ou par la surexpression de certaines protéines liant les ARNm et 

réprimant la traduction (Gilks et al, 2004, Kedersha et al, 2005, Matsuki et al, 2013,

Mazroui et al, 2002, Wilczynska et al, 2005). En condition de stress cellulaire, deux voies
(

principales inhibent l'initiation de la traduction et induisent la formation des GS soit : la 

voie dépendante de la phosphorylation d'eiF2a et la voie indépendante de la 

phosphorylation eiF2a. Cette dernière est activée par des stress cellulaires spécifiques et 

elle implique différents facteurs d 'initiation à la traduction (Dang et al, 2006, Emara et al, 

2012, Emara et al, 2012, Fujimura et al, 2012, Fujimura et al, 2012, Mazroui et al, 2006, 

Mokas et al, 2009). Par exemple, la déphosphorylation de la protéine 4E-BP1 (eiF4E- 

binding protein 1) qui interagit avec eiF4E empêche la formation du complexe de 

reconnaissance de la coiffe, nommé eiF4F (Emara et al, 2012, Fujimura et al, 2012, Mokas 

et al, 2009). Cette interaction induit également la formation de GSs non canoniques 

puisque leur composition est différente, par exemple, les facteurs qui favorisent 

normalement la survie cellulaire par leur localisation aux GSs ne sont pas présents dans 

ces GSs non canoniques. Ces GSs non canoniques favoriseraient p lutôt la mort cellulaire. 

D'autres études ont démontré qu'une altération de l'activité ARN hélicase du facteur 

eiF4a induit aussi la formation des GSs. Ce facteur est essentiel pour le recrutement du 

ribosome sur l'ARNm et par conséquent, l'inhibition de son activité inhibe l'in itiation de la 

traduction et induit la formation des GSs (Mazroui et al, 2006, Mokas et al, 2009). La 

formation des GS semblent aussi dépendre des P-Bodies puisque plusieurs facteurs 

protéiques sont associés aux deux entités (Anderson & Kedersha, 2006, Anderson &
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Kedersha, 2009, Kedersha & Anderson, 2007, Thomas e t al, 2011) et que la formation des 

GS s'initierait juxtaposément aux P-Bodies suggérant que les P-Bodies influencent leurs 

formations (Buchan et al, 2008).

4.2.2. Rôles des granules de stress

Les GS sont impliquées dans le triage des ARNm puisqu'elles sont étroitement 

associées aux polysomes et aux P-Bodies permettant respectivement la traduction 

sélective et une dégradation ou stabilisation sélective de certains ARNm (Anderson & 

Kedersha, 2006, Anderson & Kedersha, 2008, Anderson & Kedersha, 2009, Buchan et al, 

2008, Buchan & Parker, 2009, Hu et al, 2010, Kedersha &  Anderson, 2002, Kedersha et al, 

2005, Kedersha & Anderson, 2007, Kedersha & Anderson, 2009, Lavut & Raveh, 2012, 

Moser & Fritzler, 2013, Nonhoff et al, 2007, Thomas et al, 2011) (Figure 20).
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Figure 20 : Dynamisme entre GSs, P-Bodies et polysomes

Les P-Bodies sont formés en condition physiologique (normale) et permettent de réguler le 
métabolisme des ARNm. Ils sont composés de protéines impliquées dans la dégradation 
et/ou la stabilisation des ARNm comme les protéines Dcpla/Dcp2 et GW182. En condition 
de stress cellulaire, il y a phosphorylation d'eiF2a ce qui engendre une accumulation e t une 
agrégation du complexe ribosomique 48S induisant ainsi la form ation des GSs (SG). Les GSs 
sont composées de plusieurs protéines pouvant transiger entre les différentes entités soit 
les polysomes et les P-Bodies. Ce dynamisme entre les GSs, les P-Bodies et les polysomes 
permet une régulation adéquate du métabolisme des ARNm favorisant ainsi la survie 
cellulaire. (Adapté de Kedersha et al., JCB, 2005)

Par exemple, l'ARNm codant Hsp70 est exclu des GSs et des P-Bodies afin d'induire 

spécifiquement son expression (Silver & Noble, 2012). De plus, il est connu que l'ARNm 

codant p21, un facteur anti-apoptotique, est d'abord stabilisé au niveau des GSs et 

transigent vers les polysomes pour induire spécifiquement sa traduction (Fournier et al, 

2010, Fournier et al, 2013, Gareau et al, 2011). Hsp70 est une chaperonne favorisant le 

bon repliement des protéines et p21 est une protéine anti-apoptotique. Ainsi, ce
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mécanisme d'exclusion permet de stabiliser/emmagasiner les ARNm et induire à des 

moments précis la traduction spécifique des ARNm codants les protéines essentielles à la 

survie cellulaire. D'autres études suggèrent que les P-bodies sont requis pour une 

formation et une activité efficace des GSs (Buchan et al, 2008, Moser & Fritzler, 2013, 

Nonhoff et al, 2007). Ceci démontre bien l'importance des GSs et du dynamisme entre les 

polysomes/P-bodies/GSs dans la réponse au stress et la survie cellulaire (Buchan et al, 

2008, Lavut & Raveh, 2012, Moser & Fritzler, 2013, Nonhoff et al, 2007). Les GSs sont 

connues pour réguler l'apoptose par d'autres mécanismes. Plusieurs études ont démontré 

que les GSs séquestrent certains facteurs pro-apoptotiques. Par exemple, les protéines 

RACK1 et ROCK1 sont séquestrées dans les GSs ce qui les empêche d'interagir et d'activer 

la kinase MTK1 impliquée dans l'activation de l'apoptose (Arimoto et al, 2008, Tsai & Wei, 

2010). La protéine TRAF2 (TNF-a receptor associated factor 2) est aussi séquestrée dans 

les GSs ce qui inhibe sa fonction activatrice de la voie TNF-o/NFkB. NFkB est un régulateur 

transcriptionnel clé de la réponse inflammatoire et de l'apoptose (Kim et al, 2005, Thomas 

et al, 2011, Yoneda et al, 2001). Cette séquestration des facteurs pro-apoptotiques 

favorise la survie cellulaire. Certains facteurs anti-apoptotiques, comme les kinases RSK2 

(Ribosomal S6 kinase 2) et FAST (Fas-activated serine/threonine kinase) se retrouvent 

aussi associés aux GSs (Eisinger-Mathason et al, 2008, Li et al, 2004, Thomas et al, 2011). 

Cependant, contrairement aux facteurs pro-apoptotiques, cette association entre les 

facteurs anti-apoptotiques et les GSs favorise leur activité anti-apoptotique. Ces deux 

kinases sont connues pour lier une des protéines centrales des GSs, la protéine TIA-1. En 

condition de stress apoptotique, TIA-1 est connue pour induire l'expression des protéines 

pro-apoptotiques. Cependant en condition de stress non apoptotique, les protéines RSK2 

et FAST interagissent, phosphorylent et agrègent TIA-1 afin de form er les GSs. 

L'agrégation de TIA-1 inhibe son activité pro-apoptotique et modifie ces activités de 

régulateur des ARNm (Buchan 8i Parker, 2009, Eisinger-Mathason et al, 2008, Li et al, 

2004). De plus, une étude récente a montré que les GS favorisent la survie cellulaire en 

diminuant la production de ROS. Cette activité d'antioxydant des GSs est contrôlée par 

deux protéines, USP10 et G3BP1. USP10 possède l'activité d'antioxydant et elle est
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régulée par son interaction avec G3PB1 et la voie ATM. En condition physiologique, G3BP1 

se trouve en excès comparativement à USP10 séquestrant ainsi tou t l'USPlO libre. Cette 

interaction entre G3BP1 et USP10 inhibe l'activité anti-oxydante d'USPlO. Lors de stress 

cellulaire, G3PB1 est déphosphorylée ce qui favorise son agrégation et la formation des 

GSs. Cette agrégation de G3BP1 induit forcément un changement conformationnel dans 

G3BP1. Les auteurs suggèrent que ce changement conformationnel de G3BP1 inhibe son 

activité pro-oxydatives c'est-à-dire sa capacité de séquestrer et d'inactiver l'USPlO. USP10 

est aussi localisé au niveau des GSs, cependant, il demeure accessible aux kinases de la 

voie ATM permettant son activation (Takahashi et al, 2013). De plus, il est connu qu'en 

condition de stress cellulaire apoptotique, la formation des GS est altérée, la production 

de ROS est augmentée et les facteurs pro-apoptotiques sont libérés et activés afin 

d'induire la mort cellulaire (Arimoto et al, 2008, Baguet et al, 2007, Eisinger-Mathason et 

al, 2008, Fournier et al, 2013, Fujimura et al, 2012, Gareau et al, 2011, Takahashi et al, 

2013, Zou et al, 2011, Zou et al, 2012). En résumé, les GSs et le dynamisme entre les GSs, 

les P-Bodies et les polysomes sont nécessaire pour une réponse adéquate au stress 

cellulaire et pour la survie cellulaire.

5. Implication de PrPc dans le cancer

Plusieurs études ont démontré que PrPcest impliquée dans divers types de cancer en 

particulier dans les processus tumorigéniques, de multi-résistances et métastasiques 

(Cheng et al, 2013, Dery et al, 2013, Du et al, 2013, Li et al, 2010, Li et al, 2011, Mehrpour 

& Codogno, 2010, Wang et al, 2011, Wang et al, 2012a, Yap & Say, 2012, Yu et al, 2012, 

Zhuang et al, 2012). Par exemple, il a été démontré récemment (Yu et al, 2012) que la 

diminution de l'expression de PrPc accentue la résistance des cellules cancéreuses 

mammaires au traitement à la doxorubucine en augmentant l'expression des protéines de 

la famille des Bcl-2. Cependant, les mécanismes exacts demeurent inconnus. Le nouveau 

rôle de régulateur de l'efficacité des miARN de PrPc pourrait contribuer aux différents 

processus associés au cancer.
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6. Similitudes entre les ESTs et les autres maladies neurodégénératives

6.1. Propagation moléculaire et cellulaire des pathologies

Il y a plusieurs similitudes entre les ESTs et plusieurs autres maladies 

neurodégénératives comme les maladies d'Alzheimer, de Parkinson et d'Huntington. Par 

exemple, elles sont toutes associées au mauvais repliement de protéines endogènes soit 

PrPc (ESTs); le peptide amyloïde bêta et la protéine Tau (Alzheimer); les protéines Parkin, 

LRKK2 et a-synudéine (Parkinson); et la protéine huntingtin (Huntington). La propagation 

moléculaire de la majorité des formes mal repliées de PrPc, Tau, a-synucléine et 

huntingtin se fait par un mécanisme prion-like qui est très semblable au modèle proposé 

pour PrPSc(Aguzzi & Rajendran, 2009, Angot et al, 2010, Brundin et al, 2010, Costanzo & 

Zurzolo, 2013, Frost & Diamond, 2010, Goedert et al, 2010). De plus, la propagation au 

niveau cellulaire de ces formes mal repliées se fa it également par les mêmes mécanismes 

que PrPSc soit par contact direct, par la voie de sécrétion, par la formation de tunneling 

nonotubes ou encore par la sécrétion des exosomes (Aguzzi & Rajendran, 2009, Angot et 

al, 2010, Brundin et al, 2010, Costanzo & Zurzolo, 2013, Emmanouilidou et al, 2010, Frost 

& Diamond, 2010, Goedert et al, 2010). De plus en plus d'évidence nous montre que ces 

maladies neurodégénératives ont le même potentiel infectieux que les ESTs (Aguzzi & 

Rajendran, 2009, Angot et al, 2010, Brundin et al, 2010, Costanzo & Zurzolo, 2013, Frost & 

Diamond, 2010, Goedert et al, 2010).

6.2. Implication possible de PrPc dans la maladie de Parkinson et d'Alzheimer

Récemment, il a été démontré que le niveau d'expression de PrPc affecte la synthèse 

de deux protéines reliées à la maladie de Parkinson, soit les protéines Parkin et a- 

synucléine (Kralovicova et al, 2009). Les auteurs de cette étude ont montré que le knock­

down ou le KO de PrPc augmente l'expression de Parkin mais diminue celle de l'a- 

synucléine, tandis que la surexpression de PrPc a l'e ffe t contraire. Cependant, les
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mécanismes impliqués dans la régulation de l'expression de ces deux protéines par PrPc et 

son implication dans la pathologie est encore inconnu.

Des études controversées ont montré que PrPc à un rôle important dans la toxicité 

reliée à la maladie d'Alzheimer (Fluharty et al, 2013, Guillot-Sestier et al, 2012, Kudo et al, 

Rushworth et al, 2012). Les études suggèrent que PrPc serait un récepteur des oligomères 

de l'amyloïde bêta et induit des voies signalétiques neurotoxiques. De plus, le clivage 

physiologique de PrPc diminue les effets toxiques de l'amyloïde bêta.

6.3. Altération du système endolysosomal et miARN

Plusieurs mécanismes de neurotoxicité associées aux ESTs sont également impliqués 

dans ces maladies neurodégénératives comme la dérégulation du système endolysosomal 

et miARN (Ghose et al, Lee et al, 2012, M arti et al, 2010, Minones-Moyano et al, 2011, 

Savas et al, 2008). Par exemple, le mauvais repliement et l'agrégation de la protéine 

huntingtin affecte l'activité des petites GTPase Rab5 (Pal et al, 2006) et R a b ll (Li et al, 

2008, Li et al, 2009, Li et al, Richards et al). Ces deux petites GTPase sont impliquées 

respectivement dans le transport des endosomes précoces et des endosomes de 

recyclage. Huntingtin possède comme PrPc des motifs GW/WG ce qui permettrait 

d'interagir avec les Ago (Gibbings et al, 2012, Savas et al, 2008). Il a été démontré que le 

knock down de huntingtin et l'expression d'un mutant pathologique diminuent l'efficacité 

des miARN et altèrent la formation des P-Bodies (Savas et al, 2008).

La maladie d'Alzheimer est une autre maladie neurodégénérative dont le système 

endolysosomal est affecté (Cossec et al, 2010, Ginsberg et al, 2010, Ginsberg et al, 2011, 

Ginsberg et al, 2010, Jiang et al, 2010, Yuyama & Yanagisawa, 2009, lhara et al, 2012, Yang 

et al, 1998). Il a été démontré que les oligomères de l'amyloïde bêta ont la capacité 

d'induire un stress au RE et d'altérer le système endolysosomal (Umeda et al, 2011). Il est 

également connu que les mutants familiaux associés aux différentes protéines impliquées 

dans la maladies de Parkinson (Parkin, a-synucléine, et LRKK2 (leucine-rich repeat kinase
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2) induisent un dysfonctionnement du système endolysosomal et du système de 

dégradation des protéines (Alegre-Abarrategui et al, 2008, Alegre-Abarrategui & Wade- 

Martins, 2009, Gehrke et al, 2010, Higashi et al, 2009, Sancenon et al, 2012, Sloan et al 

2012, Soper et al, 2011, Vitte et al, 2010). En plus, il a été démontré que la protéine 

LRRK2 peut interagir avec le RISC plus spécifiquement avec les Ago et que cette 

interaction est nécessaire pour une activité optimale des miARN (Gehrke et al, 2010) 

comme pour PrPc. Lors de mutations familiales, la protéine LRRK2 mutée a toujours la 

capacité d'interagir avec les Ago, cependant l'efficacité des miARN est diminuée (Gehrke 

et al, 2010).

Il serait intéressant d'investiguer si la dérégulation du système endololysosomal par 

ses différentes formes de protéines mal repliées altère l'activité des ARNi comme les 

formes mal repliées de PrPc.

6.4. Implication de la réponse au stress dans les maladies neurodégénératives.

Comme mentionné précédemment, le mauvais repliement de protéines endogènes est 

associé à plusieurs maladies neurodégénératives. Ces formes mal repliées vont induire un 

stress au RE et ainsi l'activation de la kinase de stress PERK menant à la phosphorylation 

d'eiF2a (Atwal & Truant, 2008, Colla et al, 2012b, Hoozemans et al, 2005, Hoozemans et 

al, 2007, Hoozemans et al, 2009, Jiang et al, 2012, Lee et al, 2012, O'Connor et al, 2008, 

Salminen et al, 2009, Vidal & Hetz, 2012). De plus, ces différentes maladies 

neurodégénératives sont également associées à une activation d'une autre kinase de 

stress, la kinase PKR (Bando et al, 2005, Bose et al, 2011, Bullido et al, 2008, Couturier et 

al, 2010, Morel et al, 2009, Mouton-Liger et al, 2012, Onuki et al, 2004, Paquet et al, 2009, 

Peel & Bredesen, 2003, Peel, 2004). Pour la maladie d'Alzheimer, il a été suggéré que 

l'activation de PKR est PACT dépendante puisqu'une corrélation a été observée entre le 

niveau d'expression de PACT, l'activation de PKR et la neurodégénérescence (Paquet et al, 

2012). De plus, il a été démontré récemment que la protéine Tau est associée avec les GSs 

(Castellani et al, 2011, Vanderweyde et al, 2012). Les auteurs de ces études (Castellani et
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al, 2011, Vanderweyde et al, 2012) suggèrent que les GSs sont des sites où s'in itient la 

formation des formes toxiques et mal repliées de la protéine. Cependant, aucune étude 

n'a déterminée si la formation et l'intégrité des GSs est affectée dans ces différentes 

maladies neurodégénératives pathologies.

En résumé, la neurotoxicité induite dans plusieurs maladies neurodégénératives est 

associée soit à une dérégulation du système endolysosomal et d'ARNi, à l'augmentation 

du stress au RE, à une dérégulation de la réponse au stress ou encore à l'expression de 

PrPc. Nous proposons que ces différentes voies de toxicités induites dans les maladies 

neurodégénératives aient toutes la capacité d'affecter l'activité du système d'ARNi 

comme dans le cas des ESTs.
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7. Problématique, hypothèses et objectif de recherche

Problématique : PrPc est impliquée dans diverses maladies neurodégénératives telles que 

les maladies à prion ou les encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs). Les 

mécanismes de neurotoxicité activés dans les ESTs sont encore peu caractérisés. Plusieurs 

études suggèrent que le mauvais repliement de PrPc initie la pathologie en induisant deux 

mécanismes généraux de neurotoxicité soit : 1) la perte ou la subversion des fonctions 

physiologiques de PrPc; 2) le gain fonctionnel des formes mal repliées de PrPc. Jusqu'à ce 

jour, aucune thérapie ou médicament existe pour retarder la maladie. Ceci démontre bien 

l'importance d'étudier les rôles physiologiques de PrPc, leurs implications dans la 

neurotoxicité associée aux ESTs ainsi que les effets des formes toxiques et mal repliées de 

PrPc sur les divers processus cellulaires associés à la pathologie. Le système 

endolysosomal et la réponse au stress sont étroitem ent associés au système d'ARNi et 

sont affectés dans les ESTs. De plus, PrPc interagit avec le RISC au niveau de la membrane 

des vésicules du système endolysosomal, plus particulièrement les MVBs.

Hypothèse : Le système endolysosomal, d'ARNi ainsi que la réponse au stress sont altérés 

dans les ESTs et contribuerait à la neurotoxicité observées dans les pathologies.

Objectif 1 : Étudier l'implication de la dérégulation du système endolysosomal par les 

mutants familiaux de PrPc affecte le système d'ARNi

Objectif 2 : Investiguer l'implication des GSs et des P-Bodies dans la neurotoxicité associée 

aux EST et leur contribution dans la dérégulation de la réponse au stress et du système 

d'ARNi par les mutants de PrPc.
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RÉSUMÉ

Récemment, la protéine prion (PrPc) a été détectée dans les multivesicular bodies (MVBs) 

et les exosomes qui sont de petites vésicules dérivées des MVBs et sécrétées à l'extérieur 

de la cellule. Un des rôles de cette association de PrPc aux MVBs est de lier différentes 

protéines essentielles du miRISC (miRNA-induced silencing complex) dont l'argonaute 2 

(Ago2) ce qui favorise l'association du miRISC avec les vésicules du système endosomal et 

ainsi augmente l'efficacité des miARN. Cependant, l'implication de ce nouveau rôle de 

PrPc dans les encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) n'a pas été investigué. 

Nous avons d'abord confirmé que PrPc interagit avec deux composantes du miRISC, Ago2 

et GW182, au niveau des MVBs et que PrPc stimule l'efficacité des miARN. Nous avons 

aussi démontré que le domaine octapeptidique répété (OR) de PrPc est essentiel pour son 

interaction avec Ago2 et pour son rôle de stimulateur de l'efficacité des miARN. De plus, 

nous avons démontré que plusieurs mutants familiaux de PrPc et CyPrP interfèrent avec la 

maturation des MVBs, inhibent l'efficacité des miARN et altèrent la formation des 

exosomes. Nous avons suggéré que ces altérations du système endosomal et miARN 

contribuent à la neurodégénérescence reliée aux ESTs.
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ABSTRACT

Recently, the cellular prion protein (PrPc) was detected in multivesicular bodies (MVBs) 

and exosomes, secreted vesicles derived from  MVBs. One intriguing feature o f MVBs- 

localized PrPc is its ability to bind essential components o f microRNA (miRNA)-induced 

silencing complex (miRISC), including members o f the Argonaute fam ily (Ago), and to 

promote miRNA activity. Whether PrPc familial mutants associated to  inherited forms of 

transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) are still able to promote miRNA activity 

is unknown. Here, we confirm that PrPc colocalizes and interacts w ith the miRISC 

components Ago2 and GW182 within MVBs, and stimulates miRNA activity. We also show 

that PrPc lacking the octapeptide repeat (OR) domain in the unstructured N-terminal 

region cannot interact with Ago2 or rescue miRNA activity in PrPc knockdown cells. Most 

importantly, we show that several PrPc familial mutants as well as an artificial cytoplasmic 

form of PrPc interfere w ith the maturation o f MVBs, inhibit miRNA activity and alter 

exosomes production. We suggest tha t decreased MVBs maturation and miRNA activity 

may participate in neuronal degeneration in familial TSEs.
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INTRODUCTION

Prion diseases, or Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs), are infectious and 

invariably fatal neurodegenerative disorders. TSEs are caused by a misfolded isoform of 

cellular prion protein (PrPc) termed PrP scrapie (PrPSc) which is infectious and self- 

propagating (Prusiner, 1998). In human, they may present w ith sporadic (~85%), inherited 

(~15%), or acquired by infection (~less than 1%) manifestations, all o f which involve 

modification of the cellular prion protein PrPc (Wadsworth & Collinge, 2007). The 

underlying neurotoxic mechanism of TSEs is still misunderstood, but increasing evidence 

point to a loss o f or subversion o f the normal function o f PrPc (Watt et al., 2012; Jodoin et 

al., 2007; Singh et al., 2009). In this context, it is essential to  elucidate the cellular 

pathways in which PrPc is involved.

There is a lot o f evidence that the endolysosomal system is altered during TSEs 

pathogenesis and participates in prion conversion (Coleman et al., 2012; Kovacs et al., 

2007; Ashok & Hegde, 2009; Marijanovic et al., 2009). Moreover, some familial mutants 

associated with inherited TSEs and an artificial cytoplasmic PrP mutant (CyPrP) inhibit the 

maturation of endolysosomal system, including multivesicular bodies (MVBs), via an 

interaction with the mono-ubiquitin ligase Mahogunin (Aguzzi & Steele, 2009; Chakrabarti 

& Hegde, 2009). Interestingly, there is a physical association between MVBs and Ago2 and 

GW182, two core components o f the microRNA-induced silencing complex (miRISC) 

responsible fo r miRNA activity. MVBs regulate miRISC formation and turnover, and 

blocking the formation of MVBs partially impairs miRNA silencing (Gibbings &  Voinnet, 

2010; Gibbings et al., 2009; Lee et al., 2009). GW182 interaction w ith Ago is mediated by 

GWG motifs (Chekulaeva et al., 2010; Takimoto et al., 2009). Strikingly, the octapeptide 

repeat (OR) region of PrPc contains four GWG motifs and PrPGcolocalizes w ith Ago2 and 

GW182 in the MVBs and enhances miRNA activity by promoting accumulation o f miRNA 

complexes (Gibbings et al., 2012). These observations prompted us. to  test i f  mutations 

associated with inherited forms o f TSEs impair this novel function o f PrPc.



69

Here, we confirm that PrPc interacts w ith GW182 and Ago2, and that PrPc is essential to  

maintain efficient miRNA activity. We demonstrate that the OR region o f PrPc is crucial for 

the interactions between PrPc, Ago2 and fo r miRNA activity regulation. We selected five 

mutants of PrPc representing tw o phenotypes of inherited human prion diseases, familial 

Creutzfeldt-Jakob disease (E200K, D178N) and Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome 

(P102L, Y145X, Q160X). We also used an artificial mutant that accumulates in the 

cytoplasm which has been proposed to  mimic a toxic mechanism in TSEs (Mishra et al., 

2003; Kristiansen et al., 2005; Goggin et al., 2008; Chakrabarti & Hegde, 2009). We show 

that PrPc mutants decrease miRNA activity and alter the maturation o f MVBs and 

exosomes production. We propose that deregulation o f MVBs processing and miRNA 

activity by PrPc familial mutants may represent a pathogenic mechanism in inherited TSEs.
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MATERIALS AND METHODS 

Antibodies

Primary antibodies used fo r immunofluorescence were mouse monoclonal anti-PrP SAF32 

(Cayman, Ann Arbor, Ml, USA, 189720; IF and WB: lpg /m l; IP: 10pg/ml) and 3F4 

(Millipore, Billerica, MA, USA, MAB1562; IF and WB: 1/1000; IP: lOpI) antibodies, rabbit 

polyconal anti-Ago2 (Abeam, Cambridge, MA, USA, ab32381; IF: 2.5pg/ml; WB: 2pg/ml; IP: 

5pg/ml), anti-GW182 (Abeam, Cambridge, MA, USA, ab87541; IF and WB: 1/500; IP: 4pl), 

anti-Alix (Abeam, Cambridge, MA, USA, ab76608; IF: 5pg/ml; WB: lp g /m l; IGS:1/100), anti- 

CD63 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, sc-15363; IF: 1/100; WB: 1/200; IGS: 

1/100), anti-rab7a (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,USA, sc-10767; IF: 1/100). 

Secondary antibodies were rabbit Alexa Fluor 633 F(ab')2 fragment o f goat anti-mouse IgG 

(Invitrogen, Burlington, ON, CA, A21072 (IF: 1/1000)) and mouse Alexa Fluor 488 F(ab')2 

fragment of goat anti-mouse IgG (Invitrogen, Burlington, ON, CA, A11017 (IF: 1/1000)) for 

PrPc and PrPc mutants detection. For western blot and immunoprécipitation analyses, 

antibody used were mouse monoclonal anti-|3-actin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, 

A5441; WB: 1/10000), anti-Ago2 (Abeam, Cambridge, MA, USA, ab57113; WB: 2.5pg/ml; 

IP: 5pg/ml), anti-GW182 [4B6] (Abeam, Cambridge, MA, USA, abl5843; WB: 2pg/ml; IP: 

5pg/ml) and rabbit polyclonal anti-PMP70 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, P-0497; WB: 

lpg /m l; IP: 2pg/ml), anti-PrP (Abeam, Cambridge, MA, USA, ab703; WB: 1/2000; IP: 4pl). 

Secondary antibodies were rabbit (GE Healthcare Life Sciences, Baie d'Urfe, QC, CA, 

NA934V; W B:l/5000) or mouse IgG HRP (GE Healthcare Life Sciences, Baie d'Urfe, QC, CA, 

NA931V; WB: 1/5000). Secondary antibody fo r the immunogold labelling was rabbit IgG 

12nm gold bead (Jackson immunoreseach laboratories inc., West Grove, PA, USA, 

111205144; IGS: 1/20).
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Cloning and plasmids

All primers were purchased from IDT and their sequences are outlined in Table SI. Cloning 

o f PrPc and PrPGFP in pcDNA3.1(+) /  pCEP43 (Invitrogen, Burlington, ON, CA) was described 

previously (Grenier et al., 2006). PrPAORGFP and PrPAOR (deletion o f amino acids 41-92) 

were cloned by PCR overlap. CyPrP (Grenier et al., 2006) was inserted into pGFPCl, and 

CyPrPGFP was transferred into pcDNA3.1(+). E200K, D178N and P102L mutants were 

cloned by PCR overlap. Q160X and Y145X mutants were generated from  PrPc by standard 

PCR. PCR products were then introduced in Hindlll and BamHI restriction sites o f 

pcDNA3.1(+). All constructs were sequenced in both orientations. pGL3 control vector 

(E1741) and pRL-TK (E2241) vector were obtained from Promega (Cambridge, MA, USA) 

and pRL-TK let-7a (plasmid #11324) from Addgene (Cambridge, MA, USA).

Table S I: Oligonucleotides used to  introduce mutations in PrPcor PrPGFP

Oligonucleotide Name Sequence (5'-3')

PrP-Fw CCCAAGCTTGTAATGGCGAACCTTGGCTGCTGG

PrP-Rv CG CGG AT CCT CAT CCCACTAT CAG G AAG AT G

PrPAOR-Rv CCGCTACCCACAAGG AG GT GGCACCCACAGT CA

PrPAOR-Fw CACCTCCTTGTGGGTAGCGGTTGCCTCCAG

PrPÀORGFP-Rv TGACTGTGGGTGCCACCCTTGTACAGCT

PrPAORGFP-Fw AGCTGT ACAAGGGTGGCACCCACAGT CA

PrP-E200K-Rv CGT CGGT CTTGGT G AAGTT CT CC

PrP-E200K-Fw GGAGAACTTCACCAAGACCGACG

PrP-D178N-Rv GATATT G ACG CAGTGT G CACAAAGTT G

PrP-D178N-Fw C AACTTTGTGCACACTG CGTCAATATC

PrP-P102L-Rv GGCTTACTAGCTTGTTCCACTG

PrP-P102L-Fw CAGTGGAACAAGÇTAGTAAGCC

PrP-Q160X-Rv CTATGGATCCTCATTGGTTGGGGTAACGGTG

PrP-Y145X-Rv CTATGGATCCTCAATAGTCACTGCCGAAATGTATGATGG

N.B. Introduced mutations are underlined in the oligonucleotide sequences.
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Cells culture and transfections

Mouse neuroblastoma N2a, human embryonic kidney HEK293 and cervical HeLa cell lines 

were maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium plus 10% fetal bovine serum and 

non-essential amino acid (Wisent, Montreal, QC, CA). For immunofluorescence 

experiments, N2a and HEK293 cells seeded at 5 X 104 cells/well in 24-well plates were 

transfected with PrPc and PrPc mutants using GeneCellin transfection reagent 

(BioCellChallenge, Toulon, cedex 9, FR), according to  the manufacturer's instructions.

For knockdown and rescue experiments, HEK293 and HeLa cells seeded at 5 X 104 

cells/well in 24-well plates were transfected w ith  100 nM PrPc siRNA-1 (Ambion, 

Burlington, ON, CA, SI01389535), siRNA-6 (Ambion, Burlington, ON, CA, SI03019324), 

siRNA-7 (Ambion, Burlington, ON, CA, SI03019625), or shRNA PRNP-5 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA, TRCN0000008468). Controls were control siRNA (Promega, Cambridge, 

MA, USA, AM4611) and control shRNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, SHC002). 

Transfections were performed w ith Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, ON, CA) 

according to the manufacturer's protocol. After 24 h, empty vector, PrPc or PrPAOR 

constructs were transfected for 24 h w ith GeneCellin. After 24 h, cells were co-transfected 

w ith pRL-TK let-7a or pRL-TK and pGL3 plasmids at equal molar ratio w ith GeneCellin. For 

miRNA activity measurements w ith PrPc mutants, HEK293 and HeLa cells seeded at 5 X 104 

cells/well in 24-well plates were transfected with PrPc or PrPc mutants using GeneCellin. 

After 24 h, cells were co-transfected with pRL-TK or pRL-TK let-7a and pGL3 plasmids.

Immunofluorescence and confocal microscopy

Cells were fixed in methanol 10 min at -20°C and immunofluorescence was performed 

according to the antibodies manufacturer's protocol. Cells were examined w ith a scanning 

confocal microscope (FV1000, Olympus, Tokyo, Japan) coupled to an inverted microscope 

w ith a 63x oil immersion objective (Olympus). Specimens were laser-excited at 405 nm 

(diode laser), 488 nm (40 mW argon laser) and 633 nm (helium-neon laser) and signals
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were collected sequentially. Serial horizontal optical sections o f 320 X 320 pixels were 

taken at 0,5 pm intervals through the entire thickness o f cells. Images were typically 

acquired from cells with similar size from  each experimental condition using identical 

instrumental settings. For illustration purposes images were pseudocolored according to 

their original fluorochromes, merged (FluoView software, Olympus), cropped and 

assembled (Adobe Photoshop software, Adobe Systems, Mountain View, CA, USA).

Luciferase assays

Luciferase activities were measured w ith  the Dual-luciferase Reporter Assay kit (Promega, 

Cambridge, MA, USA,) according to the manufacturer's protocol using a Glomax 20/20 

luminometer (Promega, Cambridge, MA, USA,) in parallel w ith western blot analysis.

Immunoprécipitation and Western Blot

Immunoprécipitations were performed as previously described (Beaudoin et al., 2009). 

For GFP-tagged proteins, the chromotek GFP-trap immunoprécipitation system (Allele 

Biotech-Innovative Technology, San Diego, CA, USA) was used. For other proteins, protein 

A/G plus agarose beads (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,USA, sc-2003) were 

used. Twenty-five micrograms o f each lysate (10%) was loaded on the gel (input) with 

total immunoprécipitation reactions. Other western blots were performed as previously 

described (Goggin et al., 2008).

Northern Blot

Total RNA was purified by mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion, Burlington, ON, CA, 

AM1560). 100 pg of total RNA was fractionated on a 15% polyacrylamide gel fo r 1 h and 

transferred into Hybond-H + transfer membrane (GE Healthcare Life Sciences, Baie d'Urfe,



74

QC, CA). Following transfer, RNA was crosslinked to  the membrane using a UV crosslinker. 

Oligonucleotide complementary to  the target let-7a miRNA or 5S ribosomal RNA were 

radiolabelled using gamma-32P ATP and T4 polynucleotide kinase (Life Technologies, 

Burlington, ON, CA) according to  the manufacturer's protocol. Membranes were 

hybridized with the labeled probes using hybridization buffer (50% formamid, 5X SSC, 1% 

SDS, 5% Denhardt, 100 pg/ml salmon sperm DNA) fo r 18 h at 42°C. A fter hybridization, 

membrane were washed twice w ith 2X SSC, 0.2% SDS and three times w ith 0.2% SSC, 

0.02% SDS, exposed to a phosphoscreen (GE Healthcare), scanned using a Typhoon 

apparatus (GE Healthcare) and quantified using the ImageQuant software (GE Healthcare).

Exosome purification and quantification

HEK293 cells were maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium plus 10% exosome- 

depleted heat-inactivated fetal bovine serum (Wisent, Montreal, QC, CA). Cells plated at 

4 x l0 6 cells in 100 mm petri dishes were transfected 24 h later w ith empty vector, wild- 

type or mutant PrPc and the culture medium was changed 8 h post-transfection. A fter 72 

h, the culture medium was collected and exosomes were purified using the ExoQuick-TC 

purification kit (System Biosciences, Mountain View, CA, USA) following the 

manufacturer's protocols. Exosomes were quantified w ith the CD63 ExoELISA kit (System 

Biosciences, Mountain View, CA, USA). For the characterization experiments (electron 

microscopy, immunogold labelling and western blots), pellets of purified exosome were 

resuspended in PBS and l/1 0 th was used fo r electron microscopy, immunogold labelling or 

western blot experiments.

Immunogold labeling and electron microscopy

For conventional electron microscopy, l/1 0 th o f resuspended exosomes was applied fo r 1 

h to copper grids. After, the grids were incubated 10 min in 2% paraformaldehyde. The 

samples were post-fixed w ith 2.5% glutaraldehyde fo r 10 min and several washing steps
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w ith deionized water were done before the coloration step. Coloration was done w ith 2% 

uranyl acetate for 15 min and the samples were embedded with a drop o f 0.13% methyl 

cellulose and 0.4% uranyl acetate fo r 5 min. After drying, the samples were examined with 

an Hitachi electron microscope operated at 80 kV.

For the immunolabeling, following the first fixation step, the grids were incubated w ith 30 

pi o f primary antibody diluted in 0.1% BSA/PBS IX  fo r 1 h. After several washing steps, the 

grids were incubated for 1 h with 30 pi o f an anti-rabbit antibody coupled w ith 12 nm gold 

beads. The samples were post-fixed and the subsequent steps were identical to 

conventional electron microscopy.

Densitometric analyses and statistical analyses

All densitometric analyses were performed using Image J software on a minimum of 3 

independent experiments. All values were normalised w ith actin and are expressed as 

means ± s.d. All statistical analyses were performed w ith Sigma Plot.
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RESULTS

The OR domain is crucial for PrPc interaction with miRISC in MVBs and for efficient 

promotion of miRISC activity

PrPc is a protein with several interaction partners, including cytoplasmic RNA binding 

proteins (Spielhaupter & Schatzl, 2001). Recently, a direct interaction was demonstrated 

between PrPc and Ago2 and GW182 proteins, tw o miRISC core components. This 

interaction occurred in the MVBs o f HeLa and N2a cells (Gibbings et al., 2012). We thought 

that it was important to validate these results in our experiments. We confirmed by 

immunofluorescence the colocalization o f endogenous PrPc with GW182 and Ago2 in 

MVB-like structures in the cytoplasm o f N2a (Fig. 1A) and embryonic HEK293 cells (Fig. 

S1A). In agreement with these results, Ago2 and GW182 were co-immunoprecipitated 

w ith either a monoclonal antibody targeting PrP N-terminus (Fig. 1C), or a polyclonal 

antibody (Fig. ID), but not w ith an antibody against PMP70 protein, an unrelated 

peroxisomal membrane protein (Fig. IE). Importantly, PrPc was also co- 

immunoprecipitated reciprocally using anti-Ago2 and anti-GW182 antibodies (Fig. 1C). 

Similar results were obtained in HEK293 cells (Fig. S1C-E). PrPc also partially co-localized 

w ith three proteins present in MVBs and late endosomes, Alix (Figs IB, SIB), CD63 and 

Rab7a (Fig. IB). This result is consistent w ith previously reported colocalization and 

interaction between PrPc and Rab7a in neuronal cells (Zafar et al, 2011). Together, these 

results corroborate previous reports showing PrPc interaction w ith miRISC in MVB-like 

structures (Gibbings et al, 2012). Bio-informatics studies revealed that PrPc OR region has 

a predicted GWG m otif (Karlowski et al., 2010; El-Shami et al., 2007), and glutathione S- 

transferase-tagged OR domain associates w ith Ago2 in vitro (Gibbings et al., 2012). 

However, the implication o f the OR with a PrPc mutant devoid o f OR remained to  be 

tested. Here, we show that in contrast to  PrPGFf>, PrPAORGFP displayed no detectable 

interaction with Ago2 demonstrating that the OR domain is essential fo r this interaction 

(Fig. IF).
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Figure 1: PrP*  colocalizes and interacts with the core proteins of miRISC, Ago2 and 
GW182 proteins, in MVB organites of N2a cells.

(A) Confocal microscopy o f endogenous PrP0 (green channel) with GW182 or Ago2 (red 
channel). (B) MVBs localization is confirmed by confocal microscopy ofPrPç with Alix, CD63 
and Rab7 (upper, middle and lower panels, respectively). Right panels represent the 
overlapping green and red signals. Scale bar : 5 pm. (C) The interaction o f PrPc with Ago2 
and GW182 is determined by western blot analyses o f endogenous PrPc, GW182 and Ago2 
in PrPc, GW182 and Ago2 immunoprecipitates (IP). PrP^ was immunoprecipitated with 
monoclonal antibody SAF32. (D) The interaction o f PrPc with Ago2 and GW182 is 
confirmed by western blot analyses o f endogenous PrP^  GW182 and Ago2 a fte r PrPc
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immunoprécipitation with polyclonal antibodies. (E) Co-immunoprecipitation specificity is 
confirmed by western blot analyses o f endogenous GW182, Ago2, PrP0 and PMP70 after 
immunoprécipitation o f PMP70. Input represent 10% o f lysate used fo r  IP. (F) The 
implication o f OR was confirmed by western blot analyses ofAgo2 and PrPGFP or PrPAORGFP 
after immunoprécipitation ofGFPfrom N2a cells expressing PrPGFP or PrPAORGFP.

| GW182

WBGW182 
WB Ago2

WB GW182

1| Merge

WBGW182 

WB Ago2

WB PMP70

Figure SI: PrF* colocalizes and interacts with the core proteins of RISC, Ago2 and GW182 
proteins, in MVB organites of HEK293 cells.

(A) Confocal microscopy of endogenous PrPc (green channel) with GW182 or Ago2 (red channel).
(B) MVB localization is confirmed by confocal microscopy of PrPc with Alix. Scale bar: 5 pm. (C) The 
interaction of PrPc with Ago2 and GW182 is revealed by western blot analyses of endogenous 
GW182, Ago2 and PrPc in PrPc, GW182 and Ago2 IP. PrPc was immunoprecipitated with 
monoclonal antibody SAF32. (D) The interaction of PrPc with Ago2 and GW182 is confirmed by 
western blot analyses of endogenous PrPc, GW182 and Ago2 after PrPc immunoprécipitation with 
polyclonal antibodies and GW182 immunoprécipitation. (E) Co-immunoprecipitation specificity is 
confirmed by western blot analyses of endogenous GW182, Ago2, PrPc and PMP70 on PMP70 IP. 
Input represent 10% of lysate used for IP.



79

Several proteins containing GWG motifs are known to regulate the miRNA pathway via 

interactions with AGO proteins (Castilla-Llorente et al., 2012; El-Shami et al., 2007; Eulalio 

et al., 2009), and PrPc-deficient cells display reduced miRNA activity (Gibbings et al., 

2012). In order to  further investigate the implication o f PrPc and its OR region in miRNA 

activity, we carried out luciferase assays in cells transfected w ith a Renilla construct 

flanked with a 3'UTR with let-7a target sites, and normalized this activity w ith a construct 

devoid o f let-7a target sites (Fig. 2A). In this experiment, HEK293 cells were expressing 

endogenous levels of PrPc, or were treated w ith a siRNA against PrPc and transfected with 

empty vector or w ith PrPc or PrPAOR (Fig. 2B). We demonstrate that the miRNA activity is 

significantly decreased in PrPc knockdown HEK293 and HeLa cells (Figs 2C, S2), leading 

support to previously reported results showing that PrPc is not essential fo r but improves 

the efficacy o f miRNA activity (Gibbings et al., 2012). We additionally observed that rescue 

o f PrPc expression through transfection of wild-type PrPc, but not PrPAOR, restored the 

miRNA activity (Fig. 2C). Western blot in Fig. 2D illustrates PrPc knockdown efficacy and 

rescue. These data were confirmed in HeLa cells (Fig. S3). Our results confirm the 

influence o f PrPc on miRNA activity and establish the importance o f the OR region fo r this 

regulation.
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Figure 2: Efficient miRNA activity depends on the OR of PrPc.

(A) Diagram of Renilla luciferase (RLuc) and Firefly luciferase (FLuc) activity reporters. RLuc activity 
is normalized to FLuc activity. The let-7a miRNA activity is determined by the ratio of normalized 
RLuc activity from a construct with two let-7a target sites in the 3'UTR to the normalized RLuc 
activity from a construct with no let-7a target sites in the 3'UTR . (B) Diagram of the experimental 
design. (C). The let-7a miRNA activity (let-7a RLuc /  RLuc) was determined in HEK293 cells treated 
with a control siRNA or PrPc siRNA-6. After 24 h, cells were either transfected with empty vector 
(PrPc siRNA-6), a vector expressing PrPc (rescue PrPc) or a vector expressing PrPAOR (rescue 
PrPAOR). The let-7a miRNA activity is expressed relative to control siRNA. Error bars indicate s.d. 
(n = 5; student's t-test *P < 0,001, **P = 0,02 and One Way Analysis of Variance Holm-Sidak 
method P < 0,001). (D) Western blot analyses confirm the efficiency of PrPc knockdown and rescue 
in FIEK293 cells. Note that a long exposure time was required to detect endogenous PrPc 
expression and knockdown, compared to PrPc knockdown rescued with PrPc or PrPAOR. Actin was 
used as a loading control. A representative experiment from n = 5 is shown. Densitometric 
analyses show that PrPc levels were reduced from 100% to 30% with siRNA-6, as indicated below 
the blots (s.d. = 17; student's t-test P < 0,001).
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48h 24h
Transfection control siRNA or shRNA ---------- ► Transfection luciferase: »  Luciferase activity (panel B)

- control and western blot (panel C)
- Let-7aTransfection PrP siRNA or shRNA

Control siRNA 
Control shRNA

siRNA-1 siRNA-7 shRNA

Figure 52: siRNA and shRNA treatment against PrP0 decrease let-7a miRNA activity.

(A) Diagram o f the experimental design. (B) HEK293 cells were treated with a control 
siRNA or shRNA, or PrPc siRNA-1, siRNA-7 or shRNA. The let-7a miRNA activity is expressed 
relative to control siRNA or shRNA. Error bars indicate s.d. (n = 5, student's t-test *P < 
0,001 and One Way Analysis o f Variance Holm-Sidak method P < 0,001). (C) A 
representative western blot confirms the efficiency o f PrPc knockdowns. Actin was used as 
a loading control. Densitometric analyses indicate that PrPc levels (normalized to actin 
levels) were reduced from  100% to 15% (siRNA-1), 13% (siRNA-7), and 42% (shRNA) as 
indicated below the blots (n = 5; s.d. = 6 fo r  siRNA-1; s.d. = 7 fo r  siRNA-7; s.d. = 19 fo r  
shRNA; student's t-test *P < 0,001).
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Figure S3: Efficient miRNA activ ity is dependent on the OR o f PrP^ in Hela cells.

(A) Diagram ofRenilla luciferase (RLuc) and Firefly luciferase (FLuc) activity reporters. RLuc 
activity is normalized to FLuc activity. The let-7a miRNA activity is determined by the ratio  
o f normalized RLuc activity from  a construct w ith two let-7a target sites in the 3'UTR to the 
normalized RLuc activity from  a construct w ith no let-7a target sites in the 3'UTR. (B) 
Diagram o f the experimental design fo r  panels C-D. (C) The let-7a miRNA activity (let-7a 
RLuc /  RLuc) was determined in Hela cells treated with a control siRNA or PrPc siRNA-6. 
After 24 h, cells were either transfected with empty vector (PrPc siRNA-6), a vector 
expressing PrPf  (rescue PrPc) or a vector expressing PrPAOR (rescue PrPAOR). The let-7a
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miRNA activity is expressed relative to control siRNA. Error bars indicate s.d. (n = 5; 
student's t-test *P < 0,001; **P = 0,02; One Way Analysis o f Variance Holm-Sidak method 
P < 0,001). (D) Western b lot analyses confirm the efficiency o f PrPc knockdown and rescue 
in Hela cells. Note that a long exposure time was required to detect endogenous PrPc 
expression and knockdown compared to PrPç knockdown rescued with PrPc or PrPAOR. 
Actin was used as a loading control. A representative experiment from  n = 5 is shown. 
Densitometric analyses indicated that PrP^ levels (normalized to actin levels) were reduced 
from  100% to 13% with siRNA-6, as indicated below the blots (s.d. = 3; student's t-test P < 
0,001). (E) Diagram o f the experimental design fo r  panels F-G. (F) HeLa cells were treated 
with a control siRNA or shRNA, or PrPc siRNA-1, siRNA-7 or shRNA. The let-7a miRNA 
activity is expressed relative to control siRNA or shRNA.. Error bars indicate s.d. (n = 3; 
student's t-test *P < 0,001, and One Way Analysis o f Variance Holm-Sidak method P < 
0,001). (G) Western blot analyses confirm the efficiency o f PrPc knockdown with siRNA-1, 
siRNA-7 and the shRNA. Densitometric analyses indicated tha t PrPf: levels (normalized to 
actin levels) were reduced from  100% to 6% (siRNA-1), 5% (siRNA-7), and 20% (shRNA) as 
indicated below the blots (n = 5; s.d. = 2 fo r  siRNA-1; s.d. = 3 fo r  siRNA-7; s.d. = 13 fo r  
shRNA; student's t-test P < 0,001).

PrPc familial mutants and CyPrP, an artificial mutant, inhibit miRNA activity

We then investigated if PrPc familial mutations could interfere with the ability o f PrPc to 

promote miRNA activity (Fig. 3A). If mutations affect the ability of PrPc to  promote miRNA- 

mediated repression, cells expressing familial mutants would be expected to display a 

miRNA activity similar to mock-transfected cells. Unexpectedly, we observed that all 

tested PrPc familial mutants significantly inhibit miRNA activity in HEK293 and HeLa cells 

as opposed to PrPc (Figs 3B, S4). Neither overexpression o f PrPc nor PrPc mutants affect 

the levels of pre-let-7a or mature let-7a, suggesting that the observed reduction in 

silencing activity was not due to  alterations in the miRNA maturation (Fig. 3C). CyPrP, an 

artificial mutant that accumulates in the cytosol o f transfected cells also significantly 

reduced miRNA activity w ithout altering miRNA processing.



84

24h 24h
Transfection:  » Transfection luciferase: " ► Luciferase activity (panel B)
- empty vector (mock) - control and northern blot (panel C)
- PrPc and mutants - Let-7a

^

< V O  <! O A °
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let-7a
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Figure 3: PrP  ̂familial mutants and CyPrP, an artificial mutant, inhibit miRNA activity.

(A) Diagram of the experimental design. (B) miRNA activity was determined as described in Fig. 2A, 
and normalized with mock-transfected HEK293 ceils expressing endogenous levels of PrPc (Mock; 
dotted line). Errors bars indicate s.d. (n = 4; Paired t-test *P < 0,05 and One Way Analysis of 
Variance Holm-Sidak method P < 0,001, validated for comparaison to Mock and PrPc 
overexpression), n.s., not significant. (C) Northern blot analysis confirms that PrP mutants and PrPc 
do not affect let-7a miRNA processing.
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24h 24h
► Transfection luciferase:...............Luciferase activity (panel B)

- control
- Let-7a

B

Mock

Figure 54; Familial PrPç mutants decrease let-7a miRNA activity in Hela cells.

(A) Diagram o f the experimental design. (B) Let-7a miRNA activity was determined as 
described in Fig. 2A, and normalized with mock-transfected cells expressing endogenous 
levels o f PrPc (Mock; dotted line). Errors bars indicate s.d. (n = 4; Paired t-test *P = 0,029 
and One Way Analysis o f Variance Holm-Sidak method *P < 0,001, validated fo r  
comparaison to Mock and PrPc overexpression), n.s., not significant.

Familial PrPc mutants and CyPrP affect the maturation of MVBs

A key result consistent with the implication of MVBs in RNA silencing is the observation 

that knockdown of Alix, a protein involved in MVBs maturation, results in decreased RNA 

silencing (Gibbings et al., 2009). Since PrPc mutants inhibit miRNA activity, we tested for 

possible defects in MVBs assembly. First, MVBs were detected by immunofluorescence 

using antibodies against Alix. Cells expressing PrPc mutants had less, smaller or 

undetectable Alix-positive MVB-like organites in the ir cytosol compared to  PrPc-expressing 

cells (Fig. 4A). Quantification o f Alix levels did not show any significant change in cells 

transfected with PrP mutants, indicating that Alix likely had relocalized to non-MVBs 

compartments (Fig. 4B). Second, since GW182 associates w ith MVBs, we probed GW182 

localization in cells expressing PrPc familial mutants by immunofluorescence. In cells

Transfection:
- empty vector (mock)
- PrPc and mutants



expressing PrPc, we observed a typical distribution of GW182 in large MVBs {Fig. 5A). In 

contrast, GW182 staining did not reveal typical MVB-like organites in cells expressing PrPc 

mutants (Fig. 5A). Similar to Alix, levels o f GW182 did not change in cells expressing 

familial mutants (Fig. 5B), indicating that GW182 likely relocates to  the cytosol. In contrast 

to  familial mutants, CyPrP aggregates sequestered Alix and GW182 in the cytoplasm (Figs 

4A, 5A). This sequestration likely explains how this mutant affects miRISC activity.

■
 Figure 4: Familial PrP0 mutants and 

CyPrP affect MVBs maturation.

■
 mutants (green channel). Scale bars: 5

pm. (B) Western blot o f endogenous 
Alix, 6-actin and transfected PrPc 
constructs. Densitometric analyses 
indicate that Alix levels (normalized to

■
 actin levels) do not change significantly

in cells expressing different PrP mutants 
compared to cells expressing wild-type 
PrPc, as indicated below Alix blots (n =

■
 3; s.d. = 13 fo r  E200K, 9 fo r  D178N, 9

fo r  P102L, 20 fo r  Q160X, 19 fo r  Y145X, 
20 fo r  CyPrP; student's t-test P > 0.05).

D178N

(A) MVB organites (arrows) are 
visualized by confocal microscopy o f  
endogenous Alix (red channel) in N2a 
cells transfected with PrPc or fam ilia l



Figure 5: Familial PrP*  mutants and 
CyPrP alter the localization of 
6W182. (A) Immunolocalization o f  
GW182 (red channel) in N2a cells 
indicates the presence o f large MVBs 
(arrow) in cells expressing PrPc, in 
contrast to cells expressing PrPc 
fam ilia l mutants (green channel). 
Scale bars: 5 pm. (B) Western blot 
analyses o f endogenous GW182, 6- 
actin and PrP-transfected proteins 
confirm overall equal amounts o f  
GW182.
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PrPc familial mutants affect secreted exosomes

MVBs are sites of exosome biogenesis and the ir inadequate maturation is known to  affect 

exosome production (Hurley & Odorizzi, 2012; MacDonald et al., 2012). To assess the 

effect of PrP familial mutants on the exosomes, we purified exosomes from supernatants 

o f cells expressing either wild-type PrPc or familial mutants. We then characterized the 

purified material by electron microscopy w ith or w ithout immunogold labelling (Fig 6A-C) 

and we could found exosomes w ith similar appearance, although apparently less in 

number fo r cells expressing the familial mutants. Therefore, we aimed at characterizing 

purified exosomes either by western blots o f Alix (Fig. 6D) or by ELISA of CD63 (Fig. 6E) of 

the samples. Indeed, we found by both methods that familial mutants expression induces 

a decrease in positive CD63 and Alix exosomes, probably caused by the delocalization of 

Alix, which is essential to form intraluminal vesicles in MVB which include exosomes 

(Baietti et al., 2012; Hurley & Odorizzi, 2012). We show in Fig 6F that familial mutants do 

not affect significantly the level o f intracellular CD63 protein. Altogether, these results 

confirm that PrP mutants alter MVBs maturation and exosomes production.
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E200K D178N P102L Q160X Y145X

WB CD63I

WB 0 actinj

Figure 6: Familial PrP*  mutants and CyPrP affect secreted exosomes.

(A) Electron micrographs o f exosomes isolated from  the supernatant o f cells transfected 
with PrPc. Scale bar, 100 nm. (B) Electron micrographs o f exosomes isolated from  the 
supernatant o f cells transfected with PrPc with immunogold labelling against CD63 or Alix. 
Scale bar, 20 nm. (C) Electron micrographs o f exosomes isolated from  the supernatant o f 
cells expressing different PrP mutants. Scale bar, 100 nm. (D) Western b lo t o f Alix on 
purified exosomes from  cells transfected with PrPc or PrP mutants. Densitometric analyses 
show that Alix levels in exosomes preparation from  PrP mutants expressing cells were 
reduced, as indicated below the b lo t (n = 4; s.d. = 0,15 fo r  E200K, 0,21 fo r  D178N, 0,19 fo r  
P102L, 0,14 fo r  Q160X, 0,12 fo r  Y145X, 0,11 fo r  CyPrP; One Way RM ANOVA Holm-sidak 
method P = 0,025 fo r  E200K and P102L and P < 0,001 fo r  D178N, Q160X, Y145X and CyPrP. 
(E) Exosomes production quantified by ELISA o f CD63 on purified exosomes from  HEK293 
cells transfected with PrPc or PrP mutants. Results are expressed as relative to exosomes 
secreted by PrP^-expressing cells (dotted line). Errors bars indicate s.d. (n = 3; Mann- 
Whitney Rank Sum Test *P = 0,002 and One Way Analysis o f  Variance Holm-Sidak method



90

P < 0,001 fo r  a ll mutants). (F) Western blot analyses o f  cellular CD63, 8-actin and 
transfected PrPc constructs. Densitometric analyses (relative to actin levels) indicate that 
CD63 cellular levels do not change significantly in cells expressing different PrP mutants 
compared to cells expressing wild-type PrPc, as indicated below CD63 blots (n = 3; s.d. = 21 
fo r  E200K, 28 fo r  D178N, 6 fo r P102L, 9 fo r  Q160X, 13 fo r  Y145X, 20 fo r  CyPrP; student's t- 
test P > 0.05).
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DISCUSSION

Diverse functions were attributed to  PrPc as a modulator of cell proliferation and 

differentiation, and many o f those are tightly regulated by miRNA, in particularly by let-7a 

(Bremer et al., 2010; Peralta et al., 2011; Stella et al., 2010; Zhang et al., 2007). Previous 

studies showed that PrPc interacts w ith many RNA-binding protein implicated in diverse 

pathways o f the mRNA decay (Zafar et al., 2011; Spielhaupter & Schatzl, 2001; Satoh et al., 

2009). Recently, PrPc was proposed to be a new positive regulator o f miRNA activity by 

promoting the formation o f mature miRISC (Ago-GW182-miRNA complex) via the GWG 

m otif present in PrPc OR region (Gibbings et al., 2012). Here, we confirmed that PrPc 

interacts w ith Ago2 and GW182 in MVBs and increases miRNA activity. Moreover, we 

demonstrated that the OR domain is essential fo r these activities. Therefore, our results 

add to the hypothesis of PrPc being a novel representative of the GWG proteins family 

known to be crucial for maintaining high miRNA activity. Interestingly, several diseases are 

related to both PrPc and miRNA deregulation such as cancer (Antony et al., 2012; Jansson 

&  Lund, 2012), Alzheimer's (Alier et al., 2011; Lukiw et al., 2012; Um et al., 2012) and prion 

diseases (Bellingham et al., 2012; Montag et al., 2012). It would be interesting to 

investigate if the known but yet misunderstood implication o f PrPc and miRNA activity in 

these diseases and metastasis process involves the novel PrPc-mediated modulation o f the 

miRNA pathway elucidated here.

TSEs were suggested to  be linked with a deregulation o f the endolysosomal system (ELS), 

such as accumulation and enlargement o f early endosomes and alteration o f lysosomes 

biogenesis (Coleman et al., 2012; Kovacs et al., 2007; Ashok & Hegde, 2009). Recently, tw o 

studies revealed a deregulation o f some Rab proteins activity in TSEs (Gawinecka et al., 

2012; Massignan et al., 2010; Zafar et al., 2011). These proteins are important fo r the 

maturation o f ELS. Furthermore, CyPrP and some familial PrPc mutants inhibit Mahogunin, 

an ubiquitin ligase which is important fo r sorting proteins to  MVBs, resulting in defects in 

the maturation o f endosomes to MVBs (Aguzzi & Steele, 2009; Chakrabarti & Hegde,
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2009). Interestingly, the maturation o f the ELS is crucial to  maintain a normal miRNA 

activity (Gibbings & Voinnet, 2010; Gibbings et al., 2009; Lee et al., 2009), and regulation 

o f miRISC is related to  neuronal cells homeostasis because of its involvement in diverse 

processes, including neuronal development, plasticity, synaptic activity, cells survival and 

death (Shah et al., 2010; Goff et al., 2009). Here, we show tha t PrPc mutants affect miRNA 

activity, cause delocalization of Alix and GW182 from MVB-like organites and modify 

exosomes production. We propose that Alix and GW182 delocalization in non-MVB 

compartment affects MVB maturation which explains the miRNA activity inhibition related 

to PrPc familial mutants expression. This mechanism may contribute to  the 

neurodegeneration observed in familial TSEs. In a series o f elegant studies, exosomes 

released from prion-infected neuronal cells were shown to have distinct features 

compared to non-infected cells. First, exosomes are heterogeneous vesicles w ith 1, 2 or 3 

membranes and the number of triple-membrane exosomes released from prion-infected 

is reduced at the detriment of single-membrane exosomes (Coleman et al., 2012). Second, 

exosomes released from prion-infected cells display a distinct miRNA signature 

(Bellingham et al., 2012). These observations support the hypothesis that misfolding of 

PrPc alters the MVBs-exosomal pathway, as indicated by our study using familial mutants. 

Several other neurodegenerative disorders such as Alzheimer's, Parkinson's and 

Hungtinton's diseases are associated with defects in MVBs (Li et al., 2010; Umeda et al., 

2011; Pal et al., 2006; Higashi et al., 2009) and miRNA pathway (Ghose et al., 2011; Lee et 

al., 2012; Minones-Moyano et al., 2011; Savas et al., 2008). It would be of great interest to 

determine if ELS maturation and miRNA activity are also affected in these disorders.
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INTRODUCTION

La protéine prion cellulaire (PrPc) est impliquée dans la réponse à différents stress 

cellulaires tels que le stress oxydatif, au réticulum endoplasmique et thermique, mais sa 

fonction exacte demeure imprécise. De plus, plusieurs études suggèrent que la toxicité 

reliée aux formes pathologiques de PrPc serait due à une dérégulation de la réponse au 

stress (Goggin et al, 2008, Paquet et al, 2009, Moreno et al, 2012, Roffe et al, 2010). Ces 

études récentes ont démontré que certaines formes pathologiques de PrPc induisent 

l'activation de la réponse au stress eiF2a dépendante et que cette activation est une 

étape déterminante pour le développement de la pathologie, en particulier au niveau de 

la mort des cellules neuronales. Cependant, il est bien connu que l'activation de la 

réponse au stress eiF2a dépendante favorise normalement la survie cellulaire via 

l'inhibition de la traduction des ARNm non essentiels à la survie cellulaire, la formation 

des granules de stress (GSs) et à la synthèse des protéines Heat Shock (section 4. p51). Les 

GSs sont des sites d'entreposage et de triage des ARNm et sont nécessaires à la survie 

cellulaire puisqu'elles séquestrent certains facteurs pro-apoptotiques (Arimoto et al, 2008, 

Kim et al, 2005, Thomas et al, 2011, Tsai & Wei, 2010, Yoneda et al, 2001). Mon second 

objectif de mon doctorat est d'approfondir le rôle de la réponse au stress, en particulier 

de la formation des GSs, dans la neurotoxicité reliée aux ESTs et d'investiguer un lien 

possible entre la dérégulation de la réponse au stress et du système ARNi. Pour cette 

partie de mes travaux, j'a i utilisé différents modèles cellulaires afin d 'étudier la 

neurotoxicité observée dans les ESTs, c'est-à-dire un modèle de surexpression des 

mutants familiaux de PrPc et du mutant artificiel CyPrP et un modèle d'infection par 

l'agent infectieux prion nommé PrP scrapie. J'ai démontré que la surexpression des 

mutants de PrPc induit l'expression de la protéine PACT qui est responsable de l'activation 

de la kinase de stress PKR et de la phosphorylation d'eiF2a. Cependant, j'a i démontré que 

les mutants de PrPc inhibent la formation des GSs suite à un stress cellulaire augmentant 

la susceptibilité des cellules aux différents stress cellulaires. Il est connu que les GSs sont 

étroitement associées aux P-Bodies, sites de dégradation et de stockage des ARNm. 

Certaines études suggèrent que les P-Bodies influencent ou sont nécessaires à la



100

formation des GSs (Buchan et al, 2008, Moser & Fritzler, 2013, Nonhoff et al, 2007). De 

plus, une étude récente a suggéré que PrPc stabilise l'association des P-Bodies avec la 

membrane des MVBs (Gibbings et al, 2012). Dans cette étude, j'a i démontré que PrPc 

pouvait s'associer aux P-Bodies via son domaine OR et qu'il favorise l'association d'Ago2 

avec les P-Bodies suggérant un échange possible entre le RISC associé aux MVBs et les P- 

Bodies. J'ai ensuite testé l'effet des mutants de PrPc sur la formation des P-Bodies. Mes 

résultats démontrent que tous les mutants de PrPc inhibent la formation des P-Bodies ce 

qui contribuerait à la diminution de l'efficacité des miARN observée dans mon étude 

précédente et à l'augmentation de l'activité ARNi. J'ai confirmé l'inhibition des P-Bodies et 

des GSs dans le modèle cellulaire d'infection par PrP5c ce qui suggère que la dérégulation 

des P-Bodies et des GSs serait un mécanisme général de neurotoxicité des ESTs. Je 

propose que le maintien de la phosphorylation d'eiF2a et l'inhibition des GSs et des P- 

Bodies contribuent à la dérégulation du système d'ARNi, à la susceptibilité des neurones 

et à la neurodégénérescence observée dans les ESTs.
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MATÉRIELS ET MÉTHODES

Anticorps et clonages

Les anticorps primaires utilisés sont les monoclonaux anti-GFP (clone B-2, SantaCruz 

biotechnology, WB 1/1000), anti-PrP (clone 3F4, Chemicon, WB et IF 1/1000? Saf32, 

Cayman, WB 1/1000,) anti-(3-actin (A5441, Sigma-Aldrich, WB 1/10000),anti- Dcpla (clone 

3G4, Abnova, WB 1/500, IF 1/100, IP 1/200), anti-Dicer (clone 13D6, Abeam, IF 1/100), 

anti-hnRNPAl (clone 4B10, Abeam, IF 1/500), anti-phospho-elF2a (clone E90, Abcam, WB 

1/500, IF 1/100) et les anticorps polyclonaux anti-elF2a (FL-135, SantaCruz biotechnology, 

WB 1/500), anti-PKR (clone B-10, SantaCruz biotechnologie, WB 1/500), anti-phospho PKR 

Thr-446 (clone E120, Abcam, WB 1/1000), anti-PACT (Abnova, WB lpg /m l, IP 5pg/ml), 

anti-TIAR (clone 6, Pharmingen, IF 1/500), anti- TIA1 (clone D9, SantaCruz biotechnologie, 

1/200), anti-Ago2 (ab32381, Abcam, WB 2pg/ml, IP 5pg/ml), anti-GW182 (ab87541, 

Abcam, IF 1/500), anti-DDX6 (40684, Abcâm, WB 1/1000, IF 1/100) et anti-PABP (H-300, 

SantaCruz biotechnology, 1/250). Les anticorps secondaires utilisés pour les 

immunofluorescence sont l'Alexa Fluor 488 ou 633 anti-mouse (Amersham Biosciences, 

1/1000) et l'Alexa Fluor 568 anti-rabbit (Amersham Biosciences, 1/1000). Pour les 

westerns blots, les anticorps secondaire sont anti-mouse-HRP et anti-rabbit-HRP (GE 

Healthcare Life Sciences, 1/5000). Les différents clonages ont été décrits précédemment 

(article 1, section materials and methods et Table suppl.l).

Culture, traitement et transfection des cellules

Les lignées cellulaires suivantes ont été maintenues dans du milieu de Eagle modifié par 

Dulbecco plus 10% de sérum de veau foetal et avec l'a jout d'acides aminés non essentiels 

(Wisent, Montréal, QC, CA) : les neuroblastomes de souris N2a, les cellules embryonnaires 

humaines HEK293 du rein, les cellules HeLa du col de l'utérus, les cellules neurogliales 

MOV de souris exprimant le PrPc ovin et les cellules MOVs infectées par la souche 127S du 

PrPSc d'origine ovine. Les cellules ont été stressées au stress oxydatif (0,5mM arsénique de 

sodium, 30 min) et/ou un choc thermique (42°C, lh )  comme décrit dans un précédent
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article (Goggin et al, 2008). Pour les expériences d'immunofluorescence, les cellules N2a 

et HEK293 ont été ensemencées à 1 x 105 cellules /  puits dans des plaques à 24 puits et 

ont été transfectées avec le réactif de transfection GeneCellin (BioCelIChallenge, Toulon 

cedex 9, France), conformément aux instructions du fabricant.

Pour les expériences de knock-down de PrPc, les cellules HeLa ont été ensemencées à 5 x 

104 cellules /  puits dans des plaques à 24 puits ont été transfectées avec 100 nM du siARN 

PrPc (Ambion, SI03019324) ou du siARN contrôle négatif (Promega, AM4611). Les 

transfections ont été réalisées avec Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, ON, CA) 

selon le protocole du fabricant. Pour les WB, 48 h après la transfection des siARN, les 

cellules sont lysées et analysées par WB. Pour l'activité siARN, après 24 h de transfection 

des siARN PrPc et contrôle négatif, les cellules ont été co-transfectées avec le plasmide 

pGL3 (firefly luciférase) et pRL-TK (rénilla luciférase) au rapport molaire égal avec 

GeneCellin. Le lendemain, les cellules ont été transfectées avec 100 nm du siARN firefly 

(Promega, AM4629) ou du siARN contrôle négatif (Promega, AM4611).

Pour les mesures d'activité siARN avec les mutants de PrPc, les cellules HeLa ont été 

ensemencées à 5 x 104 cellules /  puits dans des plaques à 24 puits ont été transfectées 

avec les mutants PrPc ou PrPc en utilisant l'agent de transfection GeneCellin. Après 24 h, 

les cellules ont été co-transfectées avec les plasmides pGL3 (firefly luciférase) et pRL-TK 

(rénilla luciférase). Le lendemain, les cellules ont été transfectées avec 100 nm du siRNA 

firefly (Promega, AM4629) ou du siARN contrôle négatif (Promega, AM4611).

Immunofluorescence, et hybridation in situ avec sonde fluorescente

Les cellules cultivées sur des lamelles ont été fixées au paraformaldéhyde 4% et traitées 

pour l'immunofluorescence comme décrit précédemment (article 1, section materials and 

methods). Pour coloration in situ, les cellules perméabilisées ont été incubées pendant 10 

min avec 2 x SSC (0,3M NaCl and 30mM sodium citrate pH 7.0) et hybridés avec 1 nM 

d'une sonde d'oligo-dT biotinylé (50 nucléotides, IDT) pendant une nuit à 40 °C. Après 

avoir lavé deux fois avec 2 x SSC et une fois avec 0,5 x SSC pendant 10 min, les cellules ont
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été équilibrés dans 1 x PBS contenant 1 mg /  ml de BSA. Ensuite, les cellules ont été 

incubées avec 2 pg /  ml de streptavidine marqué à l'Alexa Fluor 633 (Molecular Probes) 

dans 1 x PBS contenant 1 mg /  ml de BSA. Après 1 h d'incubation, les cellules ont été 

lavées et montées comme précédemment décrit (article 1, section materials and 

methods).

Microscopie confocale et analyse d'image

Les cellules ont été examinées avec un microscope confocal à balayage (FV1000, Olympus, 

Tokyo, Japon) couplée à un microscope inversé avec un objectif à immersion x 63 d'huile 

(Olympus). Les échantillons ont été excités par laser à 405 nm (diode laser), 488 nm (40 

mW laser argon), 568nm (diode laser) et 633 nm (laser hélium-néon) et les signaux ont été 

prélevés de manière séquentielle. Des coupes optiques horizontales de 320 x 320 pixels 

ont été prises en série à des intervalles de 0,5 pm à travers toute l'épaisseur de cellules. 

Les images ont été acquises à partir de cellules ayant la même taille de chaque condition 

expérimentale utilisant des paramètres instrumentaux identiques. Les images des coupes 

(épaisseur) représentant le cytoplasme des cellules ont été fusionnées et des 

pseudocouleurs ont été attribuées selon les spectres d'émission des fluorochromes et 

(logiciel FluoView, Olympus) ont été recadrée et assemblées avec le logiciel Adobe 

Photoshop (Adobe Systems, Mountain View, CA, USA).

La quantification de la formation des granules de stress et des P-Bodies représente le 

pourcentage de cellules ayant plus de 5 grannules des stress ou P-bodies dans leur 

cytoplasme.

Dosages luciférase

Les activités luciférases ont été mesurées avec le kit de dosage Reporter Dual-luciferase 

(Promega, Cambridge, MA, USA), selon le protocole du fabricant en utilisant un 

luminomètre Glomax 20/20 (Promega, Cambridge, MA, USA), et analyser parallèlement en 

western blot.
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Immunoprécipitation et Western Blot

Les immunoprécipitations ont été réalisées comme décrit précédemment (Beaudoin et al, 

2009). Pour les protéines marquées GFP, le système de GFP immuno-trap ChromoTek 

(allèle Technology Biotech-innovant, San Diego, CA, USA) a été utilisé. Pour les autres 

immunoprécipitations, le système de la protéine A /  G couplée aux billes d'agarose (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, sc-2003) a été utilisé. Vingt-cinq microgrammes 

de chaque lysat (10%) ont été chargés sur le gel avec des réactions totales 

d'immunoprécipitation. Les analyses Western blots ont été réalisées comme décrit 

précédemment (Goggin et al, 2008).

Analyses densitométriques et des analyses statistiques

Toutes les analyses densitométriques ont été réalisées avec le logiciel Image J sur un 

minimum de 3 expériences indépendantes. Toutes les valeurs ont été normalisées avec 

l'actine ou PKR et sont exprimés en moyenne. Toutes les analyses statistiques ont été 

effectuées avec Sigma Plot 11.0.
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RÉSULTATS 

Les mutants familiaux de PrPc induisent la phosphorylation d'eiF2a mais inhibent la . 

formation des GSs

En réponse à divers stress cellulaires environnementaux, les cellules eucaryotes 

induisent l'arrêt de synthèse générale des protéines par la phosphorylation d'eiF2a à la 

Ser 51 (eiF2a-P) ce qui induit également la formation de GSs et la synthèse des protéines 

essentielles à la survie cellulaire (Anderson & Kedersha, 2006, Anderson & Kedersha, 

2008, Anderson & Kedersha, 2009, Kedersha & Anderson, 2002, Kedersha et al, 2005, 

Kedersha & Anderson, 2007, Kedersha & Anderson, 2009). Les GSs sont connues pour 

favoriser la survie cellulaire par plusieurs mécanismes (Anderson & Kedersha, 2006, 

Anderson & Kedersha, 2008, Anderson &  Kedersha, 2009, Kedersha & Anderson, 2002, 

Kedersha et al, 2005, Kedersha & Anderson, 2007, Kedersha & Anderson, 2009). Plusieurs 

études ont antérieurement montré que le stress cellulaire et la réponse au stress seraient 

impliqués dans la toxicité des ESTs. Dans une étude précédente, nous avons démontré 

que CyPrP induit la phosphorylation d'eiF2a via l ’activation de PKR, mais inhibe 

l’assemblage de GSs (Goggin et al, 2008)]. Ici, nous avons vérifié si les mutants familiaux 

de PrPc associés soit à la maladie de fQD (D178N, E200K) ou au syndrome de GSS (P102L, 

Y145X, Q160X) induisent la phosphorylation d'eiF2ot et inhibe la formation des GSs de 

façon similaire à CyPrP. Pour ce faire, le niveau de phosphorylation d'eiF2a a été 

déterminé par Western Blot avec l'aide de deux anticorps qui détectent respectivement 

eiF2a-P et eiF2a totale. Le ratio de eiF2a-P /  total eiF2a a été calculé en quantifiant la 

densité de chacune des bandes avec le programme ImageJ. Nous avons préablement 

démontré que la surexpression PrPc n'affecte pas la phosphorylation d'eiF2a (Goggin et al, 

2008). La figure 1A montre que, par rapport à PrPc, tous les mutants familiaux testés 

induisent significativement la phosphorylation d'eiF2a dans les cellules N2a et HEK293 

(non présenté). La phosphorylation d'eiF2a a été confirmée par immunofluorescence 

(Figure 1E). Normalement, eiF2a-P est localisée dans les GSs. Nous avons plutôt observé 

un niveau de marquage diffus plus élevé d'eiF2a-P dans les cellules exprimant les mutants
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familiaux ce qui supporte notre hypothèse que comme CyPrP, les mutants familiaux de 

PrPc induit un stress cellulaire mais inhibent la formation des GSs (Figure 1E). Peu ou 

aucun signal n'a été détecté dans les cellules non transfectées et les cellules transfectées 

avec PrPc (Figure 1E). Ces résultats suggèrent que les mutants familiaux de PrPc induisent 

un stress cellulaire par la phosphorylation d'eiF2a mais inhibent la formation des GSs.

Quatre kinases de stress peuvent induire la phosphorylation d'eiF2a à la position 

Ser51, soit PKR (protéine kinase dépendante de I'ARN), PERK (PKR-like endoplasmique 

kinase du réticulum), HRI (Heme réglementé inhibiteur) et GCN2 (contrôle général non- 

derepressible-2) (Wek et al, 2006). Certaines études ont montré que PKR est sous sa 

forme active dans certaines ESTs (Goggin et al, 2008, Paquet et al, 2009, Roffe et al, 2010), 

par conséquent, nous avons testé si PKR est activée dans les cellules exprimant les 

mutants familiaux PrPc. Par western blot, nous avons observé que les mutants PrP 

induisent de façon significative l’activation de PKR par l'utilisation d'anticorps 

reconnaissant respectivement P-PKR (actif) et PKR totale (Figure 1A) dans les N2a et 

HEK293 (non présenté). La faible induction de l’activation PKR et la phosphorylation eiF2a 

par les mutants familiaux peut être expliquée par le faible niveau d ’expression des 

mutants tronqués (Y145X et Q160X) et l’efficacité des mutations pour induire le mauvais 

repliement de PrPc puisqu'il est connu que les mutations n'induisent pas à 100% le 

mauvais repliement de PrPc. PKR est activé par deux mécanismes soit par sa liaison aux 

ARNdb ou encore par la protéine PACT. Nous avons alors déterminé le niveau d'expression 

de PACT puisqu'aucun anticorps spécifique contre la forme active de PACT est disponible 

commercialement. Nous observé que les mutants familiaux augmentent significativement 

l'expression de PACT ce qui suggère que PKR est activé de façon PACT dépendante (Figure 

1A). Ensemble, ces résultats suggèrent fortem ent que les mutants familiaux de PrPc 

induisent la phosphorylation d'eiF2a via l’activation de la voie PACT/PKR mais inhibent la 

formation des GSs.
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Figure 1 : Les mutants familiaux de PrPc induisent la réponse au stress cellulaire 
PACT/PKR/eiF2a dépendante.
(A) Les analyses western blot des formes phosphorylées (actives) e t totales d'eiF2a e t de 
PKR révèlent que les mutants fam iliaux de PrPc induisent l'activation de la voie PKR/eiF2a 
et que les mutants fam iliaux induisent l'expression de PACT suggérant que les mutants de 
PrPc induisent la réponse au stress cellulaire PACT/PKR/ eiF2a. La quantification de la 
densité des bandes a été fa ite  avec le programme ImageJ. Western b lo t contre PrP est 
également présenté afin de contrôler la transfection. (B-C) La densité des bandes de P-PKR 
et P-eiF2a ont été normalisées respectivement au totale PKR et eiF2a. L'induction de la 
phosphorylation d'eiF2a et de PKR est exprimée en unité relative par rapport à PrPc. Les 
barres d'erreurs représentent l'écart-type (Pour elF2a-P/elF2a : n=9, Mann-Whitney Rank 
Sum Test *P < 0,001 et One Way Analysis o f Variance Holm-Sidak method *P < 0,004 sauf 
pour E200K *P = 0,034; Pour P-PKR/PKR : n=6, Mann-Whitney Rank Sum Test *P = 0,002 et 
One Way Repeated Measures Analysis o f Variance Student-Newman-Keuls Method *P < 
0,05). (D) L'induction de PACT est normalisée par rapport à PKR totale et exprimée en unité
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relative par rapport à Prf>c. Les barres d'erreurs représentent l'écart-type (n=4; Mann- 
Whitney Rank Sum Test *P = 0,029 et One Way Repeated Measures Analysis o f Variance 
Student-Newman-Keuls Method *P < 0,05). (E) Immunofluorescences et microscopie 
confocale d'eiF2a phosphorylée (canal blanc) dans les cellules N2a transfectées avec PrPc 
ou les différents mutants de PrPc (canal vert). Noyaux marquée avec du Hoescht (bleu) 
Barres de grossissement: 10 um.

Les mutants familiaux de PrPc inhibent la formation des GSs suite à un stress cellulaire 

environnemental indépendamment du niveau de phosphorylation d'eiF2a.

Afin de confirmer que les mutants familiaux altèrent la formation des GSs de façon 

similaire à CyPrP, nous avons déterminé si suite à un stress environnemental, les mutants 

familiaux de PrPc peuvent inhiber l’assemblage des GSs. Tout d ’abord, nous avons 

déterminé quel domaine de CyPrP (domaine N-terminal (a.a. 23-124) et domaine C- 

terminal (a.a. 124-230)) est responsable de l'inhibition de la formation des GSs. La 

formation des GSs a été contrôlée avec un anticorps dirigé contre la protéine TIAR (TIA-1 

receptor), un marqueur des GSs (Figure suppl. 1). Comme on pouvait s’y attendre, dans les 

conditions non stressées, TIAR est localisée sous forme diffuse dans le cytoplasme et le 

noyau des cellules N2a (non présenté). Suite au stress thermique, les cellules non 

transfectées ou exprimant GFP, PrPGFf> ou le domaine N-terminal de CyPrPGFP ont la 

majorité de la protéine TIAR sous formes d'agrégats cytoplasmiques représentant les 

granules de stress (Figure suppl. 1). En revanche, l’expression de CyPrPGFP et du domaine 

C-terminal de CyPrPGFP inhibent significativement la formation des GSs (Figure suppl. 1). 

Les mêmes résultats ont été obtenus dans les cellules HEK293 et lors de stress oxydatif 

(non présentés). Ces résultats indiquent que le domaine C-terminal de CyPrP est impliqué 

dans l’inhibition des GSs suite à un stress cellulaire environnemental.
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Figure suppl. 1 : Le domaine C-terminal de CyPrP inhibe la formation des GSs suite à un 
stress oxydatif.
(A) La form ation des GSs suite à un stress thermique a été visualisée par 
immunofluorescence à l'aide d'un anticorps dirigé contre TIAR (canal rouge) suivie par la 
microscopie confocale sur des cellules N2a transfectées avec GFP, PrPGFP, CyPrPGFP, le 
domaine N-terminal et C-terminal de CyPrP (canal vert). Barres de grossissement: 10 um.
(B) La formation des GSs est quantifiée par le pourcentage de cellules positives pour les 
GSs (plus de 5 GSs). Les barres d'erreurs représentent l'écart-type (n=3; student's t-test *P 
< 0,001 comparées aux cellules non transfectées, transfectées avec GFP ou PrPGFP et One 
Way Analysis o f Variance Holm-Sidak method *P < 0,001).

Deuxièmement, nous avons déterminé si les mutants familiaux de PrPc interfèrent 

avec l'assemblage des GSs comme le fa it CyPrP. Nous avons utilisé l'hybridation in situ 

avec une sonde oligo-dT fluorescente (FISH) e t la microscopie confocale pour visualiser les 

ARN poly (A) donc les ARNm qui se retrouvent dans les GSs. Afin de confirmer la validité 

du marquage des GSs par cette technique, nous avons procédé à un double marquage des 

GSs soit avec la technique FISH et une immunofluorescence contre la protéine TIAR sur 

des cellules N2a non transfectées ou transfectées avec PrPGFP. Nous pouvons observer

merge
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suite au stress thermique, une colocalisation granulaire entre les ARNm et TIAR 

confirmant la validité de la technique FISH pour marquer les GSs (Figure suppl. 2).

Figure suppl. 2 : Colocalisation entre les ARNm et TIAR aux GSs.
(A) La formation des GSs suite à un stress thermique a été visualisée par double marquage 
soit les ARNm à l'aide de la technique FISH avec sonde oligo (dT) (canal blanc) e t un 
marquage par immunofluorescence de TIAR à l'aide d'antircops contre TIAR (canal rouge) 
suivi par la microscopie confocale sur des cellules N2a non transfectées ou transfectées 
avec PrPGFP. Barres de grossissement: 10 um.

Par la suite, la technique FISH a été utilisée pour procéder à l'analyse de l'e ffe t des 

mutants familiaux de PrPc sur la formation des GSs. Les cellules N2a ont été transfectées 

avec les mutants familiaux et PrPc et CyPrPGFP (Figure 2 et suppl. 1). Ces derniers ont été 

utilisés respectivement comme contrôle négatif et positif de l’inhibition des GSs. Comme 

attendu, comparativement aux cellules non transfectées, les cellules exprimant PrPc 

conservent leur capacité à former des GSs suite au stress thermique, cependant tous les 

mutants familiaux testés inhibent partiellement mais significativement la formation des 

GSs de façon similaire à CyPrP (Figure 2A-B). Les mêmes résultats ont été obtenus suite à 

stress oxydatif et dans les cellules HEK293 (non présentés). Par conséquent, nous avons 

vérifié si les mutants familiaux affectent la phosphorylation d'eiF2a suite aux stress 

cellulaires. La figure 2C montre que les mutants familiaux n’ont aucun effet sur la 

phosphorylation d ’eiF2a suite à un stress thermique. Globalement, ces résultats suggèrent 

que les mutants familiaux de PrPc inhibent la formation des GSs indépendamment de la 

phosphorylation d'eiF2a. Nous avons également étudié les conséquences de l’inhibition

PrP mRNA (SGs) TIAR merge

Mock

PrP‘
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des GSs sur la survie cellulaire par des essais d'activité mitochondriale (XTT). La figure 2D 

montre que les cellules exprimant les mutants de PrPc sont plus sensibles à la mort 

cellulaire que les cellules transfectées avec PrPc. Ces résultats suggèrent fortem ent que, 

suite à un stress environnemental, les mutants familiaux de PrPc inhibent la formation des 

GSs indépendamment de la phosphorylation eiF2a ce qui augmente la sensibilité des 

cellules à la mort cellulaire suite à un stress cellulaire environnemental.

mRMA (SGs) merge

Mock Prf* E200K D178N P102L Y145X Q160X

D178N

WB eiF2u

P102L

Y145X

Q160X

E200K D178N P102L Y145X O160X CyPrP™

Figure 2: Les mutants familiaux de PrPc inhibent la formation des GSs suite à un stress 
cellulaire indépendamment de la phosphorylation d'eiF2a.
(A) La form ation des GSs suite à un stress thermique (42°C, lh )  a été visualisée par 
hybridation in situ avec une sonde d'oligo (dT) fluorescente détectant les ARNm poly (A) 
(canal rouge) et d'une immunofluorescence à l'aide d'anticorps contre PrP suivi de la 
microscopie confocale sur des cellules N2a transfectées avec PrP° ou les mutants de PrPc 
(canal vert). Barres de grossissement: 10 um. (B) L'inhibition des GSs est quantifiée comme 
le pourcentage de cellules positives pour les GSs (plus de 5 GSs). Les barres d'erreurs 
représentent l'écart-type (n=4; student's t-test *P < 0,001 comparées aux cellules non 
transfectées ou transfectées avec PrP0 et One Way Analysis o f Variance Holm-Sidak 
method *P < 0,001). (C) L'induction de la phosphorylation d'eiF2a suite au stress 
thermique dans les cellules N2a a été contrôlé (gauche, unstressed vs stressed). L'effet des 
mutants de PrPc sur la phosphorylation d'eiF2a suite à un stress thermique est représenté
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par le western blot et les valeurs de densitométrie qui sont relatives à P rf* sont indiquées 
sous le western blot. (D) Le taux de survie cellulaire suite à un stress thermique est évaluée 
par un test XTT (activité mitochondriale) sur des cellules N2a transfectées et les valeurs 
sont normalisées aux cellules transfectées avec PrPc. Les barres d'erreurs représentent 
l'écart-type (n = 5; student's t-test *P < 0,005 sauf CyPrP *P = 0,014 e t One Way RM 
ANOVA Holm-Sidak method *P = 0,018 comparées aux cellules transfectées avec PrPc).

Les mutants familiaux de PrPc inhibent l'assemblage des P-Bodies

Les GSs sont connues pour être étroitement associées avec d’autres granules d ’ARN, 

nommé P-Bodies (Kedersha et al, 2005). En outre, une étude récente révèle que PrPc 

interagit avec Ago2 au niveau des MVBs et augmente l’association de P-Bodies avec les 

MVBs probablement par son interaction avec Ago2 (Gibbing et al, 2012). Comme nous 

avons montré précédemment (article 1), les mutants de PrPc inhibent l’activité des 

miARN, la localisation de GW182 aux MVBs et la form ation de GSs, nous avons vérifié 

l'effet des mutants familiaux de PrPc et CyPrP sur l'assemblage des P-Bodies. Les P-Bodies 

ont été visualisés par immunofluorescence avec un anticorps dirigé contre DDX6, une ARN 

hélicase qui réside spécifiquement dans les P-Bodies en condition non stressée. La figure 

3A montre que les cellules exprimant les mutants familiaux de PrPc et CyPrP ont beaucoup 

moins de P-bodies visibles au microscope confocal par rapport aux cellules non 

transfectées et transfectées avec PrPc. Nous avons également constaté une augmentation 

significative de cellules avec peu (<6) ou sans P-Bodies dans les cellules exprimant les 

mutants de PrPc par rapport aux cellules non transfectées et transfectées avec PrPc (Figure 

3B). Nous avons déterminé par Western blot que le niveau d ’expression de deux protéines 

localisées dans les P-Bodies soit DDX6 et Dcpla, ne sont pas affecté. Nous avons démontré 

que l’inhibition de la formation P- Bodies n’était pas due à une diminution de l'expression 

de DDX6 et de Dcpla (Figure 3C). Nous avons observé les mêmes résultats dans les 

cellules HEK293. Ensemble, ces résultats suggèrent que l’inhibition de la formation des P- 

Bodies par les mutants familiaux de PrPc et CyPrP est indépendante du niveau 

d’expression des protéines composant les P-Bodies.
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3: Les mutants de PrP interfèrent avec la formation des P-Bodies.
(A) La formation des P-Bodies a été visualisé par immunofluorescence à l'aide d'un 
anticorps ciblant spécifique DDX6 (canal blanc), un marqueur des P-Bodies, e t d'un autre 
anticorps contre PrP, suivi de la microscopie confocale sur les cellules transfectées avec 
PrPc ou les mutants de PrP°  (canal vert). Barres de grossissement: 10 um. (B) La form ation  
des P-Bodies est quantifiée comme le pourcentage de cellules positives pour le P-Bodies 
(plus de 5 P-Bodies). Les barres d'erreurs représentent l'écart-type (n = 4; student's t-test 
*P < 0,001 et One Way Analysis o f Variance Holm-Sidak method *P < 0,001 comparées aux 
cellules non transfectées et transfectées avec PrP0). (C) Le niveau d'expression de deux 
marqueurs des P-Bodies a été vérifié par Western b lo t à l'aide d'anticorps contre DDX6, 
dcpla, 6-actin et PrPc. Les valeurs relatives de la densitométrie sont indiquées sous les 
westerns blots. Les valeurs sont normalisées à l'actin et sont relatives à PrP0.

Les mutants familiaux de PrPc et CyPrP augmentent l'activité des siARN.

Les P-Bodies sont des composantes de la voie des miARN et siARN, mais leur rôle exact 

reste controversé. Alors que les mutants de PrPc inhibent l'assemblage des P-Bodies et 

l’activité des miARN (article 1), nous avons déterminé si les mutants PrP familiaux et CyPrP 

affectent l’activité dés siRNA. Nous avons évalué l’activité siRNA avec des essais de
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luciférase. Elle consiste à exprimer le gène firefly luciférase (la cible) et rénilla luciférase 

(contrôle interne) pendant 24h. Les siARN ciblant soit l'ARNm de fire fly luciférase ou un 

siARN négatif (control) sont ensuite transfectés et 24h plus tard le rapport d'activités 

luciférases (firefly/rénilia) est analysé avec le détecteur de luminescence (Figure 4A). La 

figure 4C montre que les mutants de PrPc augmentent de manière significative l'activité 

siRNA par rapport aux cellules transfectées avec PrPc ou le vecteur vide (Mock). Nous 

suggérons que l'induction de l'activité de siRNA par les mutants de PrPc est probablement 

une conséquence de l'inhibition des P-Bodies et de l'activation de la voie PACT/PKR.

3UTR
siRNA
target

3UTR

Transfection:
- empty vector (mock) Trancforhr»n rorvnrtor Transfection: 48h

p rfP'V  ► ™   *  LUd,eraSe (Pa" e ' F)
- PrP mutants '  TinftY S,RNA

“ £ 0.4

CP

Figure 4: Les mutants de PrPcaugmentent l'activité siRNA
(A) Schéma de la fire fly  luciférase (flue) e t de la rénilla luciférase (Rluc). L'activité Fluc est 
d'abords normalisée à l'activité Rluc. (B) Schéma du design expérimental. (C) L'activité 
siARN est déterminée par le ratio de l'activité Fluc normalisée obtenu pour les cellules 
transfectées avec le siARN Fluc sur celui obtenu pour les cellules transfectées avec le siARN 
contrôle négatif. L'activité siARN a été déterminée dans les cellules Hela transfectées avec 
le vecteur vide, ou les constructions de PrP. Les valeurs obtenues d'activités siRNA ont été 
relativisées à la condition de vecteur vide (pointillé à 1). Les barres d'erreur indiquent 
l'écart-type. (n = 5, le test T * P <0,001, * *  p = 0,02 et une analyse de variance méthode 
Holm-Sidak P <0,001).

PrPc interagit avec les P-Bodies et augmente l'association d'Ago2 avec les P-Bodies.

Nous avons précédemment montré que les mutants familiaux affectent la formation des 

P-Bodies et que PrPc interagit avec Ago2, nous avons testés si PrPc interagit avec les P-
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Bodies. Nous avons d'abord montré par immunofluorescence que PrPGFP colocalise avec la 

protéine dcpla (enzyme de décoiffage des ARNm) sous forme de granules qui sont les P- 

Bodies (Figure 5A). Nous avons confirmé l'interaction de PrPc avec dcpla par co- 

immunoprécipitation de PrPcendogène avec dcpla (decapping enzyme la )  (Figure 5B). Il 

est connu que le domaine OR de PrPc est essentiel pour son interaction avec Ago2, nous 

avons donc testé si le domaine OR de PrPc est important pour son association avec les P- 

Bodies. La figure 4C confirme que PrPGFP interagit avec dcp la  et que le domaine OR est 

essentiel pour cette association. Nous avons ensuite déterminé le rôle de PrPc dans les P- 

Bodies en vérifiant si PrPc régule l'association d'Ago2 avec les P-Bodies. Pour ce faire, nous 

avons transfecté PrPGFP ou PrPGFP(AOR) et procédé à la co-immunoprécipitation de dcpla 

avec Ago2. La figure 4D suggère que PrPc augmenterait ou stabiliserait l'association 

d'Ago2 avec les P-Bodies.

merge colocalization

Figure 5 : PrPc interagit avec les P-Bodies et stabilise l'association d'Ago2 avec les P- 
Bodies.
(A) L'association entre PrP1' et les P-Bodies (Dcpla) a été d'abord visualisée par 
immunofluorescence à l'aide d'un anticorps contre Dcpla (canal rouge) et d'un autre 
contre PrP suivie de la microscopie confocale sur des cellules N2a transfectées avec PrPGFP 
(canal vert). La photo de droite représente les pixels verts et rouges qui colocalisent (canal 
blanc). (B) L'interaction entre PrPc et les P-Bodies a été confirmé en co-immunoprécipitant 
de PrPc endogène avec Dcpla. (C) L'interaction de PrPc avec les P-Bodies e t l'implication du 
domaine OR dans cette interaction a été confirmé par co-immunoprécipitation de Dcpla  
avec PrPGff> ou PrPGFP(AOR). (D) Le rôle de PrPc dans les P-Bodies a été investigué par co- 
immunoprécipitation de Dcpla avec Ago2 dans des cellules N2a exprimant PrPGFP ou 
PrPGFP(AOR). Le taux d'association d'Ago2 avec les P-Bodies (Dcpla) dans les cellules
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exprimant PrP^FP ou PrPGFP(AOR) est indiqué sous le western b lo t (écart-type de 13 et 
student's t-test *P < 0,001)

PrPc diminue l'activité siARN.

La stabilisation d'Ago2 par PrPc au niveau des P-Bodies suggèrent que PrPc régulerait 

l'activité siARN. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons procédé à des essais de 

luciférase (Figure 6A) comme décrits précédemment. Nous avons d'abord faits nos essais 

de luciférase en condition de KD de PrPc via la transfection de soit un siARN négatif 

(control siRNA) ou un siARN ciblant l'extrém ité 3' non traduit de l'ARNm de PrPc 

(knockdown PrPc) pendant 24h avant de co-transfecter le reporteur fire fly luciférase et le 

contrôle rénilla luciférase. La figure 6B révèle que le KD de PrPc (Figure 6C) augmente 

l'activité des siARN ce qui suggère que contrairement au miARN, PrPc régule négativement 

l'activité siARN. Nous proposons que la stabilisation d'Ago2 par PrPc au niveau des P- 

Bodies puisse expliquer le potentiel de régulateur négatif de PrPc sur l'activité siARN 

puisqu'elle pourrait diminuer l'efficacité du chargement du siRISC en séquestrant Ago2 

dans les P-Bodies, la seule des Ago ayant l'activité d'endonucléase. De plus, la figure 6D 

nous révèle que PrPc interagit avec PACT et favorise la formation du miRISC au détriment 

du siRISC ce qui suggère que cette interaction entre PrPc et PACT contribuerait à la 

régulation négative de l'activité siARN par PrPc.
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Figure 6: PrPcest un régulateur négatif de l'activité siARN.
(A) Schéma du dispositif expérimental. (B) L'activité Fluc est normalisée à l'activité Rluc. 
L'activité siARN est déterminée par le ratio de l'activité Fluc normalisée obtenu pour les 
cellules transfectées avec le siARN Fluc sur celui obtenu pour les cellules transfectées avec 
le siRNA contrôle négatif. L'activité siARN a été déterminée dans les cellules HEK293 
transfectées avec le vecteur vide, ou les constructions de PrP. Les valeurs obtenues 
d'activités siRNA ont été relativisées à la condition du vecteur vide (pointillé à 1). Les 
barres d'erreur indiquent l'écart-type. (n = 4, student's t-test *P < 0,001). (C) Western blot 
représentatif du knockdown de PrPc. (D) L'interaction entre PrPc et PACT endogène dans 
les cellules HEK293 et N2a (non montré) a été déterminé par co-immunoprécipitation de 
PrPc avec PACT suivie d'un western blot.

PrPSc altère la formation des GSs et des P-Bodies comme les mutants de PrPc.

Afin de déterminer si l'inhibition des GSs et des P-Bodies sont des mécanismes généraux 

de neurotoxicité de toutes les ESTs, nous avons testé si les cellules infectées 

expérimentalement par l’agent infectieux PrPSc inhibent la formation des P-Bodies en 

condition physiologique et l'assemblage des GSs suite à un stress oxydatif et thermique 

(non présenté). La formation des GSs a été visualisée par immunofluorescence à l'aide de 

deux antirocorps dirigé soit contre TIA-1 et TIAR. Figure 7B-C montrent que l’infection 

expérimentale par PrPSc (Figure 7A) inhibe la formation des GSs. La formation des P-Bodies 

a été évaluée avec des anticorps dirigés contre DDX6 et Dcpla. Figure 7D-E montrent que 

la formation des P-Bodies est inhibée par PrPSc comme observé avec les mutants familiaux
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de PrPc. Ces résultats démontrent que PrPSc et les mutants familiaux de PrPc inhibe la 

formation des deux types de granules d'ARN, les GSs et les P-Bodies, qui sont essentiels 

pour l'homéostasie et la survie cellulaire.

merge

DDX6

MOV Sc MOV

Figure 7: PrPSc inhibe la formation des GSs et des P-Bodies.
(A) Western b lot révélant la résistance à digestion à la protéinase K (PK) de PrP afin de 
confirmer que les cellules MOV sont infectés ou non par du PrPSc. (B) La form ation des GSs 
suite à un stress cellulaire (oxydatif) est visualisée par immunofluorescence à l'aide de 
deux anticorps dirigés contre TIA-1 (canal vert) et TIAR (canal rouge) suivie de la 
microscopie confocale. Barres de grossissement: 10 um. (C) La form ation des GSs est 
exprimée comme le % de cellules positives pour les GSs (plus de 5GSs). Les barres d'erreurs 
représentent Técart-type (n=4, student's t-test *P = 0,003) (D) La form ation des P-Bodies 
est contrôlée par immunofluorescence à l'aide d'anticorps ciblant DDX6 (canal vert) et 
dcp la  (canal rouge) suivie de la microscopie confocale. Barres de grossissement: 10 um. 
(E) La formation des P-Bodies est exprimée en % de cellules contenant des P-Bodies (plus 
de 5 P-Bodies. Les barres d'erreurs représentent Técart-type (n=3, student's t-test *P = 
0,031)

CyPrP séquestre des protéines normalement localisées aux P-bodies et aux GSs.

L’accumulation de PrPc dans le cytoplasme (CyPrP) est un mécanisme possible de 

neurotoxicité. Il est bien connu que l’expression de CyPrP forme spontanément des
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agrégats cytoplasmiques qui finalement se concentrent au centrosome et form ent une 

entité nommée agrésome (Beaudoin et al. 2008). Nous avons déterminé par 

immunofluorescence si les agrésomes de CyPrP peuvent séquestrés certaines protéines 

importantes des GSs et/ou des P-Bodies. Nous avons observé que l'agrésome de CyPrP 

séquestre partiellement ou complètement les protéines hnRNPAl et PABP1, deux 

marqueurs des GSs ainsi que GW182 et Dcpla, deux marqueurs des P-Bodies (Figure 8A- 

D) mais pas la protéine Dicer (Figure 8E). Ces résultats démontrent que l'agrésome de 

CyPrP séquestre certaines protéines spécifiquement associées aux différents types de 

granules d’ARN et que cette séquestration pourrait expliquer l’inhibition des GSs et des P- 

Bodies observée précédemment.
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Figure 8: CyPrP séquestre des protéines importantes pour les GSs et les P-Bodies.
Immunofluorescences à l'aide d'anticorps dirigés contre hnRNPAI (A), PABP1 (B), dcp la  
(C), GW182 (D) et Dicer (E) (canal blanc) suivie de la microscopie confocale sur des cellules 
N2a non stressées exprimant ou non CyPrPGFP (canal vert). Barres de grossissement: 10 um.
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DISCUSSION

Plusieurs fonctions sont attribuées à PrPc dans différents processus cellulaires. Plusieurs 

groupes se demandent comment une seule protéine peut être impliqués dans une telle 

quantité de processus cellulaire. Récemment, il a été démontré que PrPc augmente 

l'efficacité des miARN ce qui pourrait expliquer ces fonctions diverses. Nous avons 

caractérisé cette nouvelle fonction PrPc dans le système d'ARNi et investiguer son 

implication dans les ESTs. Le domaine OR de PrPc est responsable de l'augmentation de 

l'efficacité des miARN. Cette activité de PrPc dans le système ARNi est affecté par son 

mauvais repliement induit par les mutations familiales. Le mauvais repliement de PrPc 

inhibe la maturation des MVBs par la délocalisation d'Alix ce qui induit une délocalisation 

de GW182, une diminution de l'efficacité des miARN et une diminution de la production 

des exosomes. Ensuite, nous avons investigué l'effets des formes mal repliées de PrPc sur 

la formation de deux types de granules d'ARN, les GSs et les P-bodies, qui sont associées 

aux systèmes ARNi. Ces deux types de granules d'ARN sont essentielles pour la suvie 

cellulaire en réponse à un stress environnementaux cellulaires. Nous avons donc 

également caractérisé le rôle de la réponse au stress cellulaire et de la formation de ces 

deux type de granules dans les ESTs. Le mauvais repliement de PrPc induit la réponse au 

stress PACT/PKR/elF2a dépendante mais inhibe la formation des GSs et des P-Bodies. 

Cette inhibition des GSs et des P-Bodies augmente la susceptibilité des cellules aux 

différents stress cellulaires. Enfin, nous avons investigué un lien possible entre la 

dérégulation de la réponse au stress et du système d'ARNi par les mutants familiaux.

i

Le rôle de PrPc dans le système d'ARNi:

Les récents résultats obtenues par le groupe de Voinnet (Gibbing et al, 2012) sur la 

capacité de PrPc d'augmenter l'efficacité des miARN ont été confirmé par notre étude 

(article 1). En résumé, PrPc interagit avec deux complexes importants du système d'ARNi 

soit le RLC (Dicer, PACT et Ago2) et le RISC (Ago2 et GW182). (Gibbings et al, 2012 et
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article 1). L'interaction de PrPc avec ces deux complexes se localise aux MVBs et 

favoriserait la dissociation des Ago-miARN du complexe RLC afin de form er le RISC. PrPc 

n'affecte pas l'activité du RLC puisque son expression n'influence pas la maturation des 

miARN. Les expériences de knockdown ont démontré que PrPc est essentielle pour une 

activité optimale des miARN (Gibbings et al, 2012 et article 1).

En plus, nous proposons que l'interaction de PrPc avec PACT en condition 

physiologique accentue le potentiel régulateur de PrPc sur l'efficacité des miARN, puisqu'il 

est connu que PACT interagit avec les Ago dans le RLC et le RISC afin de favoriser les 

miARN au détriment des siARN (Lages et al, 2012, Lee et al, 2013). Cette interaction entre 

PrPc et PACT pourrait donc expliquer les effets divergents de PrPc sur l'efficacité des 

miARN et siARN, puisque nous avons démontré que, contrairement aux miARN, le 

knockdown de PrPc augmente l'activité des siARN. Nous suggérons que l'association de 

PrPc avec PACT favoriserait la formation du miRISC et de son activité au détriment du 

siRISC.

PrPc interagit également avec les P-Bodies et stabilise l'association d'Ago2 avec les P- 

Bodies ce qui contribuerait à son rôle d'activateur des miARN et de répresseur de l'activité 

siARN. Le groupe de Voinnet a aussi observé que l'expression de PrPc est importante pour 

l'association d'Ago2 avec les MVBs et les P-Bodies, et que le knockdown de PrPc diminue 

ces associations (Gibbings et al, 2012). Nous proposons que la stabilisation d'Ago2 au 

niveau des P-Bodies par PrPc pourrait diminuer l'efficacité du chargement du siRISC en 

séquestrant Ago2 ce qui contribuerait à son potentiel de régulateur négatif de l'activité 

siARN. De plus, la délocalisation d'Ago2 des MVBs lors du knockdown de PrPc pourrait 

expliquer l'augmentation de l'activité siARN puisqu'il est connu que l'activité 

d'endonucléase d'Ago2 se produit au niveau du cytosol (Detzer et al, 2009, Gilleron et al, 

2013, Perez et al, 2011) et d'autres compartiments intracellulaires tel le RE (Stalder et al, 

2013). Une récente étude a démontré que le RLC et le RISC sont associés à la surface 

cytoplasmique de la membrane du RE via les protéines PACT et TRBP et que l'activité 

d'endonucléase d'Ago2 est associée majoritairement au RE (Stalder et al, 2013). Nous 

proposons que les interactions de PrPc avec Ago2, GW182 et PACT puissent avoir lieu
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aussi au RE et ainsi favoriser les miARN au détriment des siARN. Il est connu que la 

translocation de PrPc au RE est peu efficace (Rane et al, 2008, Rane et al, 2010) et qu'elle 

dépend de certaines régions en C-terminale de PrPc suggérant que sa translocation se fait 

tardivement lors de sa synthèse (Gu et al, 2008, Holscher et al, 2001, Kim et al, 2001, 

Pfeiffer et al, 2013). Il serait intéressant de vérifier le rôle de PrPc au niveau du RE et des 

P-bodies dans la régulation de l'activité des ARNi et des différents complexes associées au 

système d'ARNi (RLC et RISC).

En résumé, nous proposons un modèle (Figure 21) où par son association avec PACT, 

Ago2, les P-Bodies et les MVBs, PrPc favoriserait l'activité des miRISC au détriment des 

siRISC. Ce nouveau rôle de PrPc dans la régulation du système ARNi pourrait expliquer les 

différentes fonctions qui lui sont attribuées. Par exemple, il est connu que PrPc est 

impliquée dans divers processus cellulaires régulés par les miARN, en particulier le miARN 

let-7a, tels que la prolifération et la différentiation des cellules souches embryonnaires 

(Miranda et al, 2011a, Miranda et al, 2011b), des cellules pluripotentes hématopoïétiques 

(Zhang et al, 2006) ou neurales (Bremer et al, 2010), dans l'accumulation des intégrines au 

niveau des cellules souches embryonnaires (Miranda et al, 2011a, Miranda et al, 2011b, 

Muller & Bosserhoff, 2008), et dans son rôle anti-apoptotique (Gibbings et al, 2012). En 

plus, plusieurs de ces processus dépendent du même domaine de PrPc impliqué dans 

l'efficacité des miARN, c'est-à-dire le domaine OR supportant notre hypothèse que ce rôle 

de PrPc dans la régulation des miARN contribue aux différentes fonctions qui lui sont 

attribuées.
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Figure 21 : Modèle de la fonction de PrPc dans l'activité des miARN

La form ation du RLC (Dicer/TRBP/PACT/Ago2/miARN~miARN*) se produit au niveau de 
diverses organites comme le RE et les MVBs. Nous proposons que PrPc par son interaction 
avec Ago2 et PACT favorise(+) la form ation du miRISC à la surface cytoplasmique de ces 
organites et ainsi augmente l'efficacité des miARN. PrPc stabiliserait (+) l'association entre 
Ago2, les P-Bodies et les MVBs ce qui accentuerait possiblement les échanges entre les 
deux entités.

Régulation des miARN par PrPc et le cancer

PrPc est également impliquée dans divers types de cancer en particulier dans les 

processus tumorigéniques, de multi-résistances et métastasiques (Cheng et al, 2013, Dery 

et al, 2013, Du et al, 2013, Li et al, 2010, Li et al, 2011, Mehrpour & Codogno, 2010, Wang 

et al, 2011, Wang et al, 2012a, Yap & Say, 2012, Yu et al, 2012, Zhuang et al, 2012). Par 

exemple, la diminution de l'expression de PrPc accentue la résistance des cellules 

cancéreuses mammaires au traitement à la doxorubucine en augmentant l'expression des 

protéines de la famille des Bcl-2 (Yu et al, 2012). Curieusement, l'étude de Gibbings 

(Gibbings et al, 2012) a montré que le knockdown et le KO de PrPc diminue l'activité du 

miARN let-7a et miR-16 ce qui augmente la traduction de leurs cibles dont les protéines 

Bcl-2 et RAS. Ces protéines sont respectivement une protéine anti-apoptotique et un 

proto-oncogène ce qui suggère que PrPc en régulant l'efficacité des miARN affecte les 

processus tumorigéniques, de multi-résistances et métastasiques. De plus, comme pour
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les miARN, le domaine OR de PrPc est essentiel pour l'acquisition du phénotype de multi- 

résistance (Wang et al, 2012). Il est connu que les différentes drogues utilisées en clinique 

induisent des stress cellulaires tels qu'un stress au RE ou au protéasome. Ces deux types 

de stress cellulaires favorisent l'expression et/ou l'accumulation cytoplasmique de PrPc 

(Dery et al, 2013, Miesbauer et al, 2010, Nunziante et al, 2011, Orsi et al, 2006, Rane et al, 

2008, Shi & Dong, 2011, Soto, 2008) et donc le mauvais repliement de PrPc. Nous 

proposons que cette accumulation cytoplasmique de PrPc puisse inhiber l'activité du 

miARN let-7a et ainsi favoriser la survie cellulaire. Il serait donc intéressant d'investiguer 

l'implication de ce nouveau rôle de PrPc, régulateur des miARN, dans les processus reliés 

au cancer.

Les mutants familiaux et CyPrP induisent la réponse au stress PACT/PKR/eiF2a et 

affectent le système d'ARNi en altérant la maturation des MVBs et la formation des P- 

Bodies

Nous avons montré que les mutants familiaux de PrPc diminuent l'efficacité des 

miARN et altèrent la maturation des MVBs et conséquemment, la formation des 

exosomes. La délocalisation d'Alix (marqueur des MVBs) supporte l'hypothèse que les 

mutants de PrPc altèrent la maturation des MVBs en inhibant l'activité de certaines 

protéines des ESCRTs dont Alix et mahogunin, et des protéines Rabs qui sont connues 

pour être essentielles pour la maturation adéquate des MVBs. Nous proposons également 

que cette dérégulation des MVBs par les mutants familiaux soit responsable de la 

diminution de l'efficacité des miARN et de la formation des exosomes. Notre hypothèse 

est supportée par la délocalisation de GW182 des MVBs et par une étude récente 

(Gibbings & Voinnet, 2010, Gibbings et al, 2009) démontrant qu'une altération de la 

maturation des endosomes vers les MVBs induite par Alix inhibe l'efficacité des miARN. Il 

est aussi bien établi que le système endolysosomal est affecté dans les ESTs et par certains 

mutants artificiels de PrPc (Arnold et al, 1995, Ashok & Hegde, 2009, Biasini et al, 2010, 

Ermolayev et al, 2009, Ersdal et al, 2009, Filimonenko et al, 2007, Gawinecka et al, 2012,
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Kovacs et al, 2007, Massignan et al, 2010, Zafar et al, 2011). Par exemple, PrPctm et CyPrP 

inhibent la maturation des MVBs par leur interaction avec la Mahogunin (Aguzzi & Steele, 

2009, Chakrabarti & Hegde, 2009). Des récentes études ont aussi démontré que les 

cellules infectées expérimentalement par PrPSc ont une signature de miARN intracellulaire 

bien distincte et que leurs exosomes ont des altérations morphologiques et une 

composition particulière en miARN (Bellingham et al, Gibbings et al, Lukiw et al, 2011, 

Provost, 2010, Saba et al, 2008). Ces différents résultats appuient notre hypothèse que les 

mutants familiaux et CyPrP dérégulent la maturation dès MVBs et conséquemment, 

inhibent l'efficacité des miARN et altèrent la formation des exosomes.

Également, de façon similaire au knockdown de PrPc, les mutants familiaux et CyPrP 

ont l'effet inverse sur les siARN, c'est-à-dire qu'ils augmentent l'activité siARN. Nous 

suggérons que l'inhibition des P-Bodies et la délocalisation du RISC des MVBs par les 

mutants contribuent à cette dérégulation du système ARNi puisque comme mentionné 

auparavant, l'activité d'endonucléase d'Ago2 est associée à d'autres compartiments 

intracellulaires comme le cytosol (Detzer et al, 2009, Gilleron et al, 2013, Perez et al, 2011) 

et le RE (Stalder et al, 2013). De plus, nous avons aussi démontré que les mutants de PrPc 

induisent la réponse au stress eiF2ot dépendante via l'activation de PACT/PKR. Différentes 

études (Lee et al, 2013, Paroo et al, 2009, Singh et al, 2011) suggèrent que l'activation de 

PACT par les stress cellulaires affecterait son activité sur le système ARNi puisque son 

activation se traduit par sa phosphorylation, sa dimérisation et sa liaison à PKR. Ces études 

suggèrent que l'activation de PACT influencerait son interaction avec le système ARNi et 

donc son potentiel régulateur de l'activité des ARNi. L'activation de PKR par PACT induit 

aussi le relâchement de TRBP. TRBP est connue pour lier PKR afin de la maintenir sous sa 

forme inactive (Daher et al, 2009, Ito et al, 1999, Li et al, 2006, Patel & Sen, 1998a, Peters 

et al, 2009, Singh et al, 2009, Singh et al, 2011, Singh & Patel, 2012) mais également pour 

interagir avec le RISC afin de favoriser l'activité siARN (Kok et al, 2007, Koscianska et al, 

2011, Lee et al, 2013, Lee et al, 2006b, Noland & Doudna, 2013, Stalder et al, 2013). Nous 

proposons que cette activation de PACT par les mutants de PrPc contribue à la 

dérégulation de l'activité des ARNi via probablement la perte d'interaction de PACT avec
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le RISC, par le relâchement de TRBP et son gain d'interaction avec le RISC. Il serait 

important de vérifier le lien possible entre PrPc, le système d'ARNi et la réponse au stress 

PACT/PKR dépendante.

Nous proposons un modèle (Figure 22) où les formes mal repliées de PrPc activent la 

voie PACT/PKR/eiF2a et altèrent la maturation des endosomes en MVBs et la formation 

des P-Bodies. Ces altérations seraient responsables de la dérégulation de l'activité des 

ARNi, c'est-à-dire de la diminution de l'efficacité des miARN et de l'augmentation de 

l'activité siARN.
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Figure 22 : Modèle de l'altération du système ARNi par les formes mal repliées de PrPc

Les formes mal repliées de PrPc induites par les mutants de PrP1' et PrPSc affectent l'activité  
des ARNi par trois mécanismes so it: 1) en inhibant la maturation des MVBs via la 
délocalisation d'Alix. Ceci altère la production d'exosomes ( lb )  et empêche le recrutement 
du RISC (GW182) à la membrane du MVBs ( la )  inhibant ainsi l'efficacité des miARN; 2) en 
induisant l'activation de la voie PACT/PKR ce qui a ltérerait la capacité de PACT d'interagir 
avec les protéines du système d'ARNi e t ainsi favoriserait la form ation du siRISC (TRBP- 
Ago2) et de son activité au détriment du miRISC (PACT-Ago-GW182); ou encore 3) en 
altérant la form ation des P-Bodies. L'inhibition des MVBs et des P-bodies contribuerait à 
l'augmentation de l'activité des siARN en libérant plus d'Ago2 dans le cytosol ce qui 
favoriserait la form ation du siRISC et de son activité.
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Les mutants de PrPc induisent l'activation de la réponse au stress eiF2a dépendante 

mais inhibent la formation des GSs.

Plusieurs études ont démontré in vivo et in cellulo, que l'infection par PrPSc ou l'expression 

de CyPrP induit la réponse au stress eiF2a dépendante via l'activation des kinases de 

stress PKR et PERK (Goggin et al, 2008, Moreno et al, 2012, Paquet et al, 2009, Roffe et al,

2010). Récemment, Moreno et al (Moreno et al, 2012) ont démontré que l'activation de la 

réponse au stress eiF2a dépendante est responsable de la neurodégénérescence puisque 

l'inhibition de cette voie rétablie in vivo l'excitabilité neuronale et la survie neuronale dans 

un modèle de souris expérimentalement infectée par PrPSc. Cependant, l'activation de la 

réponse au stress eiF2a dépendante favorise normalement la survie cellulaire, sauf si elle 

est constitutivement induite ou encore si les voies en aval comme la formation des GSs, 

sont affectées (Arimoto et al, 2008, Baguet et al, 2007, Eisinger-Mathason et al, 2008, 

Fournier et al, 2013, Fujimura et al, 2012, Gareau et al, 2011, Takahashi et al, 2013, Zou et 

al, 2011, Zou et al, 2012). Nous avons démontré précédemment que l'expression de CyPrP 

induit non seulement l'activation de la réponse au stress eiF2a dépendante mais inhibe la 

formation des GSs ce qui augmente la susceptibilité des cellules aux stress cellulaires 

(Goggin et al, 2008). Dans cette thèse, nous avons d'abord démontré que les mutants 

familiaux de PrPc et CyPrP induisent l'activation de la voie PACT/PKR/eiF2a mais sans 

induire la formation des GSs. De plus, nous avons montré que PrPSc et les mutants de PrPc 

inhibent aussi la formation des GSs en réponse à des stress cellulaires environnementaux 

comme le stress thermique et oxydatif. Cette altération dans la biogénèse des GSs 

augmente la susceptibilité des cellules à la mort cellulaire. Ceci pourrait s'expliquer par le 

rôle protecteur des GSs. Par exemple, les GSs sont essentielles pour une réponse anti­

oxydative et que leur inhibition augmente la production de ROS (Takahashi et al, 2013) 

comme observée dans les ESTs (Pamplona et al, 2008, Petersen et al, 2005). Cette 

production accrue de ROS intracellulaire augmente le stress oxydatif, les dommages 

cellulaires et finalement la mort des cellules (Takahashi et al, 2013). Les cellules 

neuronales étant des cellules ne se renouvelant pas sont très susceptibles aux stress 

cellulaires et aux dommages qu'ils peuvent causés. Les GSs favorisent aussi la survie
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cellulaire en séquestrant des facteurs pro-apoptotiques (Arimoto et al, 2008, Kim et al, 

2005, Thomas et al, 2011, Tsai & Wei, 2010, Yoneda et al, 2001) et en activant des facteurs 

anti-apoptotiques (Eisinger-Mathason et al, 2008, Li et al, 2004, Thomas et al, 2011). Il 

serait crucial de vérifier si ces différents facteurs sont affectés dans les ESTs.

Nous proposons que l'inhibition des GSs soit un mécanisme général de neurotoxicité 

de toutes les ESTs. Notre hypothèse est supporté par : 1) nos résultats démontrant que 

comme l'expression des mutants de PrPc, l'infection par du PrPSc inhibe la formation des 

GSs, et 2) par l'étude du groupe de Moreno (Moreno et al, 2012) qui confirme que 

l'activation de la réponse au stress eiF2a dépendante est responsable de la 

neurodégénérescence induite lors d'infection expérimentale aux PrPSc. 3) De plus, 

normalement en condition de stress cellulaire, il y a désassemblage des polysomes et 

accumulation des différentes complexes ribosomaux (40S, 60S et 80S). Cependant, les 

auteurs de l'étude de Moreno et al ont observés que PrPSc induit le désassemblage des 

polysomes confirmant l'activation de la réponse au stress eiF2a dépendante, mais aucune 

accumulation des sous-unités ribosomales n'a été observée. Ceci appuie nos résultats 

d'activation de la réponse au stress et d'inhibition des GSs.

Mécanisme d'inhibition des GSs et des P-Bodies par les espèces mal repliées de PrPc

Les GSs sont étroitement associées à d'autres types de granules dont les P-Bodies et 

les polysomes (Anderson & Kedersha, 2006, Anderson & Kedersha, 2008, Anderson & 

Kedersha, 2009, Buchan et al, 2008, Buchan & Parker, 2009, Hu et al, 2010, Kedersha & 

Anderson, 2002, Kedersha et al, 2005, Kedersha & Anderson, 2007, Kedersha & Anderson, 

2009, Lavut & Raveh, 2012, Moser & Fritzler, 2013, Nonhoff et al, 2007, Thomas et al, 

2011). Les GSs et les P-Bodies possèdent plusieurs protéines en commun (Anderson & 

Kedersha, 2006, Anderson &  Kedersha, 2009, Kedersha & Anderson, 2007, Thomas et al,

2011) et beaucoup d'échanges de matériel s'effectuent entre les deux granules et avec les 

polysomes. Ce dynamisme permet une régulation adéquate du métabolisme des ARNm et 

de leur traduction afin d'induire l'expression de protéines essentielles à l'homéostasie
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cellulaire et à la survie cellulaire (Fournier et al, 2010, Fournier et al, 2013, Gareau et al, 

2011, Silver & Noble, 2012). Nous avons démontré qu'en plus d'inhiber l'assemblage des 

GSs, les mutants de PrPc et PrPSc interfèrent avec la formation des P-Bodies. La formation 

des P-Bodies comme celle des GSs est nécessaire pour la survie cellulaire (Lavut &.Raveh,

2012). Nous suggérons que l'inhibition des P-Bodies pourrait altérer l'assemblage des GSs 

puisqu'il est connu que la formation des GSs s'initie juxtaposément aux P-Bodies et même 

que la présence des P-Bodies serait requise afin d 'in itie r la formation des GSs (Buchan et 

al, 2008, Buchan & Parker, 2009, Yoon et al, 2010). Cependant le rôle des P-Bodies dans la 

formation des GSs demeure controversé. Les P-Bodies inhibent aussi la rétrotransposition 

des rétrovirus endogènes et d'autres éléments rétrotransposables (Beckham et al, 2007, 

Beckham & Parker, 2008, Beliakova-Bethell et al, 2006, Checkley et al, 2010, Larsen et al, 

2008, Lu et al, 2011, Lu et al, 2012). Or, certaines études ont montré que chez des patients 

atteints d'ESTs, il y a une augmentation des rétrovirus endogènes (Akowitz et al, 1993, 

Akowitz et al, 1994, Ashok & Hegde, 2006, Carp et al, 1999, Gabus et al, 2001, Gibson, 

2001, Greenwood et al, 2011, Jeong et al, 2010, Lee e t al, 2006, Lotscher et al, 2007a, 

Lotscher et al, 2007b, Stengel et al, 2006a, Stengel et al, 2006b) et des éléments 

rétrotransposables comme les séquence Alu (Kiesel et al, 2010, Kiesel et al, 2011, Kiesel et 

al, 2012, Kiesel et al, 2012) ce qui supporte nos résultats d 'inhibition des P-Bodies. De 

plus, les rétrovirus endogènes et les rétrotransposons sont de long ARNdb pouvant 

potentiellement activer la kinase de stress PKR. Il est aussi connu que la réactivation des 

rétrovirus endogène induit une neurodégénérescence qui est semblable aux ESTs (Leblanc 

et al, 2006, Li et al, 2011b, Munk et al, 1997, Roberts et al, 2010). Nous proposons que 

l'inhibition des P-Bodies induirait la réactivation des rétrovirus endogènes ce qui pourrait 

contribuer à l'activation de la voie PKR/eiF2a et au processus de neurodégénérescence.

Plusieurs voies signalétiques induisant l'assemblage/désassemblage de ces deux types 

de granules sont altérées lors d'ESTs. Par exemple, une étude récente (Fournier et al,

2013) a démontré que la voie mTORCl/eiF4E est essentielle pour la formation des GSs, car 

l'inhibition de l'activité de mTORCl ou du complexe eiF4E abolit la formation des GSs. La 

protéine mTORCl phosphoryle le facteur 4E-BP1 ce qui inhibe son interaction avec eiF4E
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et conséquemment favorise l'interaction entre eiF4G et eiF4E (complexe de 

reconnaissance de la coiffe). Les auteurs ont démontré que l'inhibition des GSs augmente 

la susceptibilité des cellules aux stress cellulaires puisqu'elle permet de libérer et de 

traduire l'ARNm codant pour la protéine p21 qui est normalement séquestrée dans les 

GSs. L'expression du facteur pro-apoptotique p21 augmente la susceptibilité des cellules 

aux stress cellulaires et ainsi la mort cellulaire. L'activité de mTORCl est aussi importante 

pour l'assemblage des P-Bodies puisque son inhibition altère grandement la capacité des 

cellules à former des P-Bodies (Gudkova et al, 2011). Une étude récente a démontré que 

l'inhibition de mTORCl induit la phosphorylation d'eiF2a via l'activation de la kinase de 

stress PKR. Cette activation de la voie mTORCl/PKR/eiF2a induit l'expression de protéines 

impliquées dans l'apoptose comme p21 (Ozpolat et al, 2012). De plus, l'inhibition de la 

voie mTORCl induit l'autophagie qui est étroitement associée au déassemblage des 

granules de stress et des P-Bodies (Buchan et al, 2013). De plus, il est connu que l'infection 

par PrPSc altère l'activation de la voie mTORCl induisant une dim inution de la synthèse 

protéique (Roffe et al, 2010). Une autre étude récente a confirmé que l'activité de la voie 

mTORCl est diminuée par l'infection aux PrPSc et par les mutants familiaux de PrPc et 

serait responsable de l'activation de la macroautophagie (Xu et al, 2012). Nous proposons 

que l'altération de la voie mTORCl par les formes mal repliées de PrPc puisse être 

responsable de l'induction de la voie PACT/PKR/eiF2a et de l'inhibition des GSs et des P- 

Bodies que nous avons observées.

De plus, l'assemblage des P-Bodies est régulé par d'autres voies signalétiques telles 

que la voie JNK dépendante (Cargnello et al, 2012, Rzeczkowski et al, 2011). JNK induit la 

phosphorylation de Dcpla qui est une des protéines centrales des P-Bodies (Rzeczkowski 

et al, 2011). La phosphorylation contrôlée de Dcpla induit l'assemblage des P-Bodies. 

Cependant, une activité trop élevée de JNK induit le désassemblage des P-Bodies 

démontrant l'importance d'une régulation adéquate des différentes voies signalétiques 

régulant la formation des P-Bodies (Rzeczkowski et al, 2011). La voie JNK est suractivée 

dans les ESTs et elle serait impliquée dans la neurotoxicité (Carimalo et al, 2005, Lee et al, 

2005, Simon et al, 2013). Les GSs séquestrent et inactivent deux protéines responsables
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de l'activation de JNK et de son activité pro-apoptotique soit ROCK1 et RACK1 (Arimoto et 

al, 2008, Tsai & Wei, 2010). Il serait donc possible que l'inhibition des GSs accentue 

l'activité de la voie JNK ce qui contribuerait à l'inhibition des P-Bodies.

Enfin, il a été démontré que PrPc joue un rôle important dans l'acquisition du Zn2+ au 

niveau des cellules neuronales et que PrPSc et les mutants familiaux de PrPc perdent cette 

activité (Watt & Hooper, 2003, W att et al, 2012). Le Zn2+ est un oligoélément essentiel à 

l'activité de plusieurs protéines et à différent processus cellulaire. Par exemple, le Zn2+ 

serait nécessaire au processus d'agrégation de Dcpla qui initie la formation des P-Bodies 

(Blumenthal & Ginzburg, 2008). Cependant aucune étude n'a investigué le rôle du Zn2+ 

dans l'assemblage des GSs. Il serait donc possible que le changement de l'homéostasie du 

Zn+2 observées dans les ESTs se traduisant par une dim inution du Zn2+ intracellulaire induit 

l'inhibition des P-Bodies. En résumé, plusieurs voies signalétiques qui sont connues pour 

être dérégulées dans les ESTs peuvent expliquer l'inhibition des P-Bodies et des GSs par 

les mutants de PrPc et PrPSc.

Globalement, nous proposons un modèle (Figure 23) expliquant la toxicité des formes 

mal repliées de PrPc. Ces formes mal repliées de PrPc inhibent la maturation des MVBs, la 

formation des P-Bodies et activent la réponse au stress PACT/PKR/eiF2a. 

Conséquemment, l'activité des ARNi est affectée, c'est-à-dire que ces altérations induites 

par les formes mal repliées de PrPc inhibent l'efficacité des miARN mais promeut l'activité 

siARN. Normalement, l'activation de la réponse au stress eiF2a dépendante favorise la 

survie cellulaire via la formation des GSs. Cependant, nous avons montré que les formes 

mal repliées de PrPc inhibent la formation des GSs ce qui augmente la susceptibilité des 

neurones aux différents stress cellulaires (Figure 23). Nous suggérons que plusieurs 

mécanismes connus pour être dérégulés dans les ESTs et ayant un rôle dans la formation 

des GS et/ou des P-Bodies seraient responsables de l'inhibition de ces deux types de 

granules, comme l'inhibition de la voie mTORCl, la suractivation de la voie JNK et la 

diminution de l'acquisition du Zn2+ (Figure 23). La compréhension des mécanismes de 

neurotoxicité induits en réponse aux formes mal repliées de PrPc est cruciale pour le 

développement de médicaments.
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Figure 23 : Modèle du mécanisme de neurotoxicité impliquant l'inhibition de deux types 
de granules d'ARIMs, P-Bodies et GSs, par les formes mal repliées de PrPc

Les mutants de PrPc et PrPSc induisent la form ation de formes toxiques e t mal repliées de 
PrPc. Ces formes mal repliées de PrPc activent la réponse au stress PACT/PKR/eiF2a 
dépendante (1) mais inhibent la form ation des GSs e t des P-Bodies. Cette inhibition des GSs 
et des P-Bodies augmentent la susceptibilité des neurones aux stress cellulaire e t ainsi la 
mort neuronales (2, 9). Nous proposons différents mécanismes qui sont connu pour être 
altérés dans les ESTs et être impliqués dans la régulation de l'assemblage des GSs et/ou  
des P-Bodies. Par exemple, l'activité adéquate de la voie signalétique de mTORCI est 
cruciale pour la form ation des GSs et des P-Bodies. Il est connu que les formes mal repliées 
de PrPc inhibent Tactivation de la voie mTORCI (3) et que l'inhibition de mTORCI est 
connue pour altérer la formation de ces deux types de granules d'ARN (4). De plus, les 
formes mal repliées de PrPc induisent la suractivation de la voie JNK qui est connu pour 
inhiber la form ation des P-Bodies (5). Les mutants de PrPc altèrent également l'acquisition 
cellulaire du Zn2+ (6) ce qui pourrait contribuer à l'inhibition des P-Bodies. Le Zn2* 
intracellulaire est important pour le processus d'agrégation in itian t la form ation des P- 
Bodies. La dérégulation des MVBs pourrait aussi contribuer à l'inhibition des P-Bodies 
puisque les deux entités peuvent s'associer e t s'échanger du matériel (7), tou t comme 
l'inhibition des P-Bodies altère la form ation des GSs (8). L'inhibition des deux types de 
granules augmente la susceptibilité des cellules aux stress cellulaires e t à l'apoptose (2 et 
9).
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Les maladies neurodégénératives associées à la dérégulation du système endolysosomal 

et du système d'ARNi.

Les maladies d'Alzheimer, de Parkinson et d'Huntington sont associées à une 

dérégulation du système endolysosomal (décrite plus bas) et miARN (Ghose et al, Lee et 

al, 2012, Marti et al, 2010, Minones-Moyano et al, 2011, Savas et al, 2008). Par exemple, 

le mauvais repliement et l'agrégation de la protéine huntingtin affecte l'activité des 

petites GTPase Rab5 (Pal et al, 2006) et R a b ll (Li et al, 2008, Li et al, 2009, Li et al, 

Richards et al). Ces deux petites GTPase sont impliquées respectivement dans le transport 

des endosomes précoces et des endosomes de recyclage. Huntingtin possède comme PrPc 

des motifs GW/WG ce qui permettrait d'interagir avec les Ago (Gibbings et al, 2012, Savas 

et al, 2008). Il a été démontré que le knockdown de huntingtin ou l'expression d'un 

mutant pathologique diminue l'efficacité des miARN et altère la formation des P-Bodies 

(Savas et al, 2008). Il serait donc possible que le mauvais repliement et l'agrégation de 

huntingtin affecte sa capacité d'interagir avec les Ago et que la dérégulation du système 

endolysosomal observée dans la pathologie pourrait altérer l'efficacité des miARN comme 

le fa it les formes mal repliées de PrPc.

Le système endolysosomal est également affecté dans la maladie d'Alzheimer par la 

dérégulation des Rabs (Cossec et al, 2010, Ginsberg et al, 2010, Ginsberg et al, 2011, 

Ginsberg et al, 2010, Jiang et al, 2010, Yuyama &  Yanagisawa, 2009). De plus, les 

oligomères de l'amyloïde bêta ont la capacité d'induire un stress au RE et d 'altérer le 

système endolysosomal (Umeda et al, 2011). Il serait donc plausible que le 

dysfonctionnement du système endolysosomal puisse induire une dérégulation de 

l'efficacité des miARN. De plus, il est clairement établit que PrPc à un rôle important dans 

la toxicité reliée à l'Alzheimer (Fluharty et al, 2013, Guillot-Sestier et al, 2012, Kudo et al, 

2012, Rushworth et al, 2013). Il serait intéressant d'investiguer si le stress au RE induit par 

les oligomères de l'amyloïde bêta favoriserait l'expression et/ou la mauvaise translocation 

de PrPc au RE (CyPrP et PrPctm) ce qui affecterait l'efficacité des miARN.
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PrPc régule l'expression de deux protéines reliées à la maladie de Parkinson (Parkin et 

a-synucléine) (Kralovicova et al, 2009), mais que les mécanismes impliqués dans la 

régulation de l'expression de ces deux protéines par PrPc est encore inconnu. Il serait 

plausible que le nouveau rôle de PrPc dans l'efficacité des miARN contribue à la régulation 

de l'expression de ces deux protéines associée à la maladie de Parkinson. De plus, 

plusieurs études ont observées une augmentation du stress au RE dans la maladie de 

Parkinson (Arduino et al, 2009, Colla et al, 2012a, Ryu et al, 2002, Smith et al, 2005). Ce 

stress cellulaire pourrait affecter la topologie de PrPc (CyPrP et PrPCtm) ce qui altérerait sa 

fonction de régulateur des miARN. Il est connu que les mutations familiales dans la 

protéine LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2) sont aussi associées à la maladie de 

Parkinson (Alegre-Abarrategui et al, 2008, Alegre-Abarrategui & Wade-Martins, 2009, 

Higashi et al, 2009, Sloan et al, 2012, Vitte et al, 2010) et impliqueraient une dim inution 

de l'efficacité des miARN et une dérégulation du système endosomal. Il a été démontré 

que la protéine LRRK2 et ses mutants familiaux interagissent avec le RISC (protéine Ago) 

mais contrairement à la forme sauvage, les mutants familiaux de LRKK2 diminuent 

l'efficacité des miARN (Gehrke et al, 2010). Également, les mutants familiaux de LRRK2 

induisent un dysfonctionnement du système endolysosomal (Alegre-Abarrategui & Wade- 

Martins, 2009, Gehrke et al, 2010, Higashi et al, 2009, Sloan et al, 2012). Il serait donc 

intéressant d'investiguer le rôle de la dérégulation du système endolysosomal dans la 

diminution de l'efficacité des miARN par les mutants familiaux de LRRK2.

En résumé, la neurotoxicité induite dans plusieurs maladies neurodégénératives 

est associée soit à une dérégulation du système endolysosomal et d'ARNi, à 

l'augmentation du stress au RE ou encore à l'expression de PrPc. Nous proposons que ces 

différentes voies de toxicités induites dans les maladies neurodégénératives aient tous la 

capacité d'affecter l'activité du système d'ARNi comme dans le cas des ESTs.
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Implication de la réponse au stress dans les maladies neurodégénératives.

Les formes mal repliées des protéines impliquées dans les principales maladies 

neurodégénératives induisent un stress au RE et/ou l'activation de la kinase de stress 

PERK menant à la phosphorylation d'eiF2a (Atwal & Truant, 2008, Colla et al, 2012b, 

Hoozemans et al, 2005, Hoozemans et al, 2007, Hoozemans et al, 2009, Jiang et al, 2012, 

Lee et al, 2012, O’Connor et al, 2008, Salminen et al, 2009, Vidal & Hetz, 2012). De plus, 

elles peuvent induire l'activation de la kinase de stress PKR (Bando et al, 2005, Bose et al,

2011, Bullido et al, 2008, Couturier et al, 2010, Morel et al, 2009, Mouton-Liger et al,

2012, Onuki et al, 2004, Paquet et al, 2009, Peel & Bredesen, 2003, Peel, 2004). Pour la 

maladie d'Alzheimer, il a été suggéré que l'activation de PKR est PACT dépendante 

puisque plusieurs études ont montré une corrélation entre le niveau d'expression de 

PACT, l'activation de PKR et la neurodégénérescence (Paquet et al, 2012). Cependant, 

aucune étude n'a investigué si la formation des GSs en réponse à un stress cellulaire est 

affectée dans ces pathologies.

Certaines protéines impliquées dans diverses maladies neurodégénératives ont été 

identifiées comme étant des composantes des GSs. Par exemple, les protéines TPD43 et 

FUS impliquées dans la sclérosé amyotrophique latérale sont deux protéines constituants 

les GSs (Bentmann et al, 2013, Bosco et al, 2010, Daigle et al, 2013, Dewey et al, 2012, Gai 

et al, 2011, Ito & Suzuki, 2011, Li et al, 2013, Liu-Yesucevitz et al, 2010, Parker et al, 2012, 

Vance et al, 2013). De plus, il a été démontré récemment que la protéine Tau est aussi 

associée avec les GSs (Castellani et al, 2011, Vanderweyde et al, 2012). Les différentes 

études suggèrent que les GSs sont des sites où s'in itient la formation des formes toxiques 

et mal repliées de ces protéines. Cependant, aucune étude n'a déterminée si l'intégrité 

des GSs est affectée dans ces pathologies. Il est connu que l'intégrité des GSs peut être 

affectée dans certaines circonstances augmentant ainsi la susceptibilité des cellules à la 

mort cellulaire (Fujimura et al, 2012). Il serait donc important de vérifier si l'intégrité des 

GSs est affectée dans ces pathologies neurodégénératives. Nous proposons que 

l'altération de la formation des GSs puisse être un mécanisme général de neurotoxicité 

des maladies neurodégénératives.
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CONCLUSIONS

Mes études de doctorat ont permis de mettre en évidence un nouveau rôle de PrPc dans 

la régulation de l'activité des ARNi qui a potentiellement des implications dans diverses 

pathologies tel que le cancer, les ESTs et d'autres maladies neurodégénératives. Une 

meilleure compréhension et caractérisation du rôle de PrPc dans l'efficacité des miARN 

pourrait contribuer au développement de médicaments ou de thérapies afin d 'arrêter la 

progression de la maladie et même de la renverser. Nous avons mis en évidence que la 

réponse au stress PACT/PKR/eiF2ot dépendante est activée par les mutants de PrPc mais 

que la formation de deux types de granules, les GSs et les P-Bodies, est inhibé par ces 

mêmes mutants et par l'infection chronique aux PrPSc. Nous proposons que cette 

dérégulation de la réponse au stress soit un mécanisme général de neurotoxicité relié à 

toutes les ESTs et possiblement à plusieurs autres maladies neurodégénératives. Une 

meilleure compréhension des mécanismes de neurotoxicité est cruciale afin de 

développer des médicaments ou thérapies contre ces maladies neurodégénératives qui 

sont en pleines expansion dans les pays industrialisés. Plus particulièrement, l'inhibition 

de la voie mTORCI et l'activation de PACT par les formes mal repliées de PrPc pourraient 

les mécanismes centraux pour la dérégulation de ces deux voies.
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ABSTRACT

Recently, the cellular prion protein (PrPc) was detected on multivesicular bodies (MVBs) 

and exosomes, secreted microvesicles derived from MVBs. One intriguing feature of 

MVBs-localized PrPc is its ability to bind essential components of microRNA (miRNA)- 

induced silencing complex (miRISC), including members of the Argonaute family (Ago), 

and to promote miRNA activity. Whether PrPc familial mutants associated to inherited 

forms of transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) are still able to promote 

miRNA activity is unknown. Here, we confirm that PrPc colocalizes and interacts with 

the miRISC components Ago2 and GW182 on MVBs, and stimulates miRNA activity. 

We also show that PrPc lacking the octapeptide repeat (OR) domain in the unstructured 

N-terminal region cannot interact with Ago2 or rescue miRNA activity in PrPc 

knockdown cells, which demonstrates the importance of PrPc OR domain for normal 

miRNA activity. Most importantly, we show that several PrPc familial mutants as well as 

an artificial cytoplasmic form of PrPc interfere with the maturation of MVBs and 

consequently alter lysosome morphology, exosomes processing, localization of GW182 

(a RISC component) and miRNA activity. We suggest that these effect are a direct cause 

of decreased MVBs maturation, and may participate in neuronal degeneration in familial 

TSEs.
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INTRODUCTION

Prion diseases, or Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs), are infectious and 

invariably fatal neurodegenerative disorders. TSEs are caused by a misfolded isoform of 

cellular prion protein (PrPc) termed PrP scrapie (PrPSc) which is infectious and self- 

propagating (Prusiner, 1998). In human, they may present with sporadic (-85%), 

inherited (-15%), or acquired by infection (-less than 1%) manifestations, all of which 

involve modification of the cellular prion protein PrPc (Wadsworth & Collinge, 2007). 

The underlying neurotoxic mechanism of TSEs is still misunderstood, but increasing 

evidence point to a loss of or subversion of the normal function of PrPc (Watt et al., 

2012; Jodoin et al., 2007; Singh et al., 2009). In this context, it is essential to elucidate 

the cellular pathways in which PrPc is involved.

There is a lot of evidence that the endolysosomal system is altered during TSEs 

pathogenesis and participates in prion conversion (Coleman et al., 2012; Kovacs et al., 

2007; Ashok & Hegde, 2009; Marijanovic et al., 2009). Moreover, some familial mutants 

associated with inherited TSEs and an artificial cytoplasmic PrP mutant (CyPrP) inhibit 

the maturation of endolysosomes, including multivesicular bodies (MVBs), via an 

interaction with the mono-ubiquitin ligase Mahogunin (Aguzzi & Steele, 2009; 

Chakrabarti & Hegde, 2009) or by altering Rab activities (Gawinecka et al., 2012; 

Massignan et al., 2010; Zafar et al., 2011). Interestingly, there is a physical association 

between MVBs and Ago2 and GW182, two core components of the microRNA-induced 

silencing complex (miRISC) responsible for miRNA activity. MVBs regulate miRISC 

formation and turnover, and blocking the formation of MVBs partially impairs miRNA 

silencing (Gibbings & Voinnet, 2010; Gibbings et al., 2009; Lee et al., 2009). GW182
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interaction with Ago is mediated by GWG motifs (Chekulaeva et al., 2010; Takimoto et 

al., 2009). Strikingly, the octapeptide repeat (OR) region of PrPc contains four GWG 

motifs and PrPc colocalizes with Ago2 and GW182 in the MVBs and enhances miRNA 

activity by promoting accumulation of miRNA complexes (Gibbings et al., 2012). These 

observations prompted us to test if PrPc OR domain in a physiological context is essential 

for its activity on miRNA efficiency and if mutations associated with inherited forms of 

TSEs impair this novel function of PrPc.

Here, we confirm that PrPc interacts with GW182 and Ago2, and that PrP° is essential to 

maintain efficient miRNA activity. We demonstrate that the OR region of PrPc is crucial 

for the interactions between PrPc, Ago2 and for miRNA activity regulation. We selected 

five mutants of PrPc representing two phenotypes of inherited human prion diseases, 

familial Creutzfeldt-Jakob disease (E200K, D178N) and Gerstmann-Straussler-Scheinker 

syndrome (P102L, Y145X, Q160X). We also used an artificial mutant that accumulates 

in the cytoplasm which has been proposed to mimic a toxic mechanism in TSEs (Mishra 

et al., 2003; Kristiansen et al., 2005; Goggin et al., 2008; Chakrabarti & Hegde, 2009). 

We show that PrPc mutants cause the delocalization of Alix and GW182 from MVBs. 

We traced the effect of MVBs maturation inhibition and observed altered lysosomes 

morphology, decreased secreted microvesicules such as exosome, and reduced miRNA 

activity in cells expressing PrPc mutants. We propose that deregulation of MVBs 

processing and miRNA activity by PrPc familial mutants may represent a pathogenic 

mechanism in inherited TSEs.
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RESULTS

The OR domain is crucial for PrP0 interaction with miRISC on MVBs and for 

efficient promotion of miRISC activity

PrPc is a protein with several interaction partners, including cytoplasmic RNA binding 

proteins (Spielhaupter & Schatzl, 2001). Recently, a direct interaction was demonstrated 

between PrP° and Ago2 and GW182 proteins, two miRISC core components. This 

interaction occurred on MVBs of HeLa and N2a cells and is necessary to maintain 

miRNA activity (Gibbings et al., 2012). We thought that it was important to validate 

these results in our experiments. We confirmed by immunofluorescence the 

colocalization of endogenous PrP° with GW182 and Ago2 on MVB-like structures in the 

cytoplasm of N2a (Fig. 1A) and embryonic HEK293 cells (Fig. SI A). In agreement with 

these results, Ago2 and GW182 were co-immunoprecipitated with either a monoclonal 

antibody targeting PrP N-terminus (Fig. 1C), or a polyclonal antibody (Fig. ID), but not 

with an antibody against PMP70 protein, an unrelated peroxisomal membrane protein 

(Fig. IE). Importantly, PrPc was also co-immunoprecipitated reciprocally using anti- 

Ago2 and anti-GW182 antibodies (Fig. 1C). Similar results were obtained in HEK293 

cells (Fig. S1C-E). PrP° also partially co-localized with three proteins present on MVBs 

and late endosomes, Alix (Figs IB, SIB), CD63 and Rab7a (Fig. IB). This result is 

consistent with previously reported colocalization and interaction between PrP° and 

Rab7a in neuronal cells (Zafar et al., 2011). Together, these results corroborate previous 

reports showing PrPc interaction with miRISC on MVB-like structures (Gibbings et al, 

2012). Bio-informatics studies revealed that PrPc OR region has a predicted GWG motif 

(Karlowski et al., 2010; El-Shami et al., 2007), and glutathione S-transferase-tagged OR
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domain associates with Ago2 in vitro (Gibbings et al., 2012). However, the implication of 

the OR in the whole PrPc protein context remained to be tested. Here, we show that in 

contrast to PrPGFP, PrPAORGFP displayed no detectable interaction with Ago2 

demonstrating that the OR domain is essential for this interaction (Fig. IF).

Several proteins containing GWG motifs are known to regulate the miRNA pathway via 

interactions with AGO proteins (Castilla-Llorente et al., 2012; El-Shami et al., 2007; 

Eulalio et al., 2009), and PrPc-deficient cells display reduced miRNA activity (Gibbings 

et al., 2012). In order to further investigate the implication of PrPc and its OR region in 

miRNA activity, we carried out luciferase assays in cells transfected with a Renilla  

construct flanked with a 3'UTR with let-7a target sites, and normalized this activity with 

a construct devoid of let-7a target sites (Fig. 2A). In this experiment, HEK293 cells were 

expressing endogenous levels of PrPc, or were treated with a siRNA against PrPc and 

transfected with empty vector or with PrPc or PrPAOR (Fig. 2B). We demonstrate that 

the miRNA activity is significantly decreased in PrPc knockdown HEK293 and HeLa 

cells (Figs 2C, S2, S3), leading support to previously reported results showing that PrPc 

is not essential for but improves the efficacy of miRNA activity (Gibbings et al., 2012). 

We additionally observed that rescue of PrPc expression through transfection of wild-

type PrPc, but not PrPAOR, restored the miRNA activity (Fig. 2C, S3). Western blot in

cFig. 2D illustrates PrP knockdown efficacy and rescue. These data were confirmed in 

HeLa cells (Fig. S3). Our results confirm the influence of PrPc on miRNA activity and 

establish the importance of the OR region for this regulation.
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PrP€ familial mutants and CyPrP, an artificial mutant, inhibit miRNA activity

We then investigated if PrPc familial mutations could interfere with the ability of PrPc to 

promote miRNA activity (Fig. 3A). If mutations affect the ability of PrPc to promote 

miRNA-mediated repression, cells expressing familial mutants would be expected to 

display a miRNA activity similar to mock-transfected cells. Unexpectedly, we observed 

that all tested PrPc familial mutants significantly inhibit miRNA activity in HEK293 and 

HeLa cells as opposed to PrPc (Figs 3B, S4). Neither overexpression of PrPc nor PrPc 

mutants affect the levels of pre-let-7a or mature let-7a, suggesting that the observed 

reduction in silencing activity was not due to alterations in the miRNA maturation (Fig. 

3C-D). CyPrP, an artificial mutant that accumulates in the cytosol of transfected cells, 

also significantly reduced miRNA activity without altering miRNA processing.

(VERSION JU)

Familial PrPc mutants and CyPrP affect the maturation of MVBs

A key result consistent with the implication of MVBs in RNA silencing is the observation 

that knockdown of Alix, a key protein involved in MVBs maturation, results in alteration 

of MVBs and decreased RNA silencing (Gibbings et al., 2009). Since PrPc mutants 

inhibit miRNA activity, we tested for possible defects in MVBs assembly. First, MVBs 

were detected by immunofluorescence using antibodies against Alix. Cells expressing 

PrPc mutants had less, smaller or undetectable Alix-positive MVB-like organelles in their 

cytosol compared to PrPc-expressing cells (Fig. 4A). Quantification of Alix levels did not 

show any significant change in cells transfected with PrP mutants, indicating that Alix 

likely had relocalized to non-MVBs compartments (Fig. 4B). Second, since GW182
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associates with MVBs, we probed GW182 localization in cells expressing PrPc familial 

mutants by immunofluorescence. In cells expressing PrPc, we observed a typical 

distribution of GW182 in large MVBs (Fig. 4C). In contrast, GW182 staining did not 

reveal typical MVB-like organelles in cells expressing PrPC mutants (Fig. 4C). Similar to 

Alix, levels of GW182 did not change in cells expressing familial mutants (Fig. 4D), 

indicating that GW182 likely relocates to the cytosol. In contrast to familial mutants, 

CyPrP aggregates sequestered Alix and GW182 in the cytoplasm (Figs 4A, 4C). This 

sequestration likely explains how this mutant affects miRISC activity.

PrPC familial mutants perturb MVBs derived vesicles biogenesis

Mature MVBs sort component proteins to different destinations, such as lysosomes for 

protein degradation and exosomes when fusing with plasma membrane. Therefore, we 

assessed the impact of inadequate MVBs maturation caused by PrPc mutants on 

downstream vesicles processing. First, the effect of unmature MVBs is observed by 

immunofluorescence against Lamp-1 protein, a lysosomal marker. Cells expressing PrPc 

mutants display different lysosomes morphology as seen by reduced staining intensity in 

Lamp-1 foci (Fig. 5A). Intracellular levels of Lamp-1 levels did not significantly change 

between cells transfected with PrP mutants and wild-type PrPc (Fig. 5B), indicating that 

the observed effect is on organelle localization rather than protein production. In addition, 

MVBs are sites of exosome biogenesis and their inadequate maturation is known to affect 

microvesicles production (Hurley & Odorizzi, 2012; MacDonald et al., 2012). To assess 

the effect of PrP familial mutants on the exosomes as a consequence of MVBs deficient 

maturity, we purified secreted microvesicles from supernatants of cells expressing either
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wild-type PrPc or familial mutants. We first visualized purified material by electron 

microscopy with or without immonogold labelling (Fig. S5A-C) and NanoSight tracking 

(Fig. S5D) and found a heterogenous population of vesicles. Size distribution of the 

purified material is comparable between PrPc and PrP mutants preparations (data not 

shown). We then aimed at characterizing markers of exosomal particles either by ELISA 

of CD63 (Fig. 6A) or by western blots of Alix, CD63, Lamp-1 and a-tubulin (Fig. 6B-C) 

on the purified preparation of secreted material. Although intracellular proteins level 

does not vary (Fig. 6D), we found by both methods that familial mutants expression 

induces a decrease of markers signal in secreted material. The Nanoparticle Tracking 

Analysis allowed us to look at subpopulation of secreted vesicles. We observed a 

significant decrease of vesicle quantity in the measurable size fraction representing 

exosomes (40-120 nm) (Fig. 6E), especially the smaller portion (40-80 nm) (Fig. S5E). 

Altogether, these results confirm that PrP mutants alter lysosomes and exosomes 

hallmarks, probably because of Alix delocalization, which is essential to form 

intraluminal vesicles in MVB such as exosomes (Baietti et al., 2012; Hurley & Odorizzi, 

2012) and MVB/lysosomal sorting (Dores et al., 2012).
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DISCUSSION

Diverse functions were attributed to PrPc as a modulator of cell proliferation and 

differentiation, and many of those are tightly regulated by miRNA, in particularly by let- 

7a (Bremer et al., 2010; Peralta et al., 2011; Stella et al., 2010; Zhang et al., 2007). 

Previous studies showed that PrPc interacts with many RNA-binding protein implicated 

in diverse pathways of the mRNA decay (Zafar et al., 2011; Spielhaupter & Schatzl, 

2001; Satoh et al., 2009). Recently, PrPc was proposed to be a new positive regulator of 

miRNA activity by promoting the formation of mature miRISC (Ago-GW182-miRNA 

complex) probably via the GWG motif present in PrPc OR region (Gibbings et al., 2012). 

Here, we confirmed that PrP interacts with Ago2 and GW182 on MVBs and increases 

miRNA activity. Moreover, we demonstrated that the OR domain is essential for these 

activities. Therefore, our results add to the hypothesis of PrPc being a novel 

representative of the GWG proteins family known to be crucial for maintaining high 

miRNA activity. Interestingly, several diseases are related to both PrP° and miRNA 

deregulation such as cancer (Antony et al., 2012; Jansson & Lund, 2012), Alzheimer’s 

(Alier et al., 2011; Lukiw et al., 2012; Um et al., 2012) and prion diseases (Bellingham et 

al., 2012; Montag et al., 2012). It would be interesting to investigate if the known but yet 

misunderstood implication of PrP and miRNA activity in these diseases and in the 

metastasis process involves the novel PrP -mediated modulation of the miRNA pathway 

elucidated here.

TSEs were suggested to be linked with a deregulation of the endolysosomal system 

(ELS), such as accumulation and enlargement of early endosomes and alteration of

10



Beaudoin et al.

lysosomes biogenesis (Coleman et al., 2012; Kovacs et al., 2007; Ashok & Hegde, 2009) 

which is associated with the alteration of MVB maturation. Recently, two studies 

revealed a deregulation of some Rab proteins activity in TSEs (Gawinecka et al., 2012; 

Massignan et al., 2010; Zafar et al., 2011). These proteins are important for the 

maturation of ELS. Furthermore, CyPrP and some familial PrPc mutants inhibit 

Mahogunin, an ubiquitin ligase which is important for sorting proteins to MVBs, 

resulting in defects in the maturation of endosomes to MVBs (Aguzzi & Steele, 2009; 

Chakrabarti & Hegde, 2009). In a series of elegant studies, exosomes released from 

prion-infected neuronal cells were shown to have distinct features compared to non­

infected cells. Exosomes, heterogeneous vesicles with 1, 2 or 3 membranes, with triple­

membrane is reduced at the detriment of single-membrane exosomes from prion-infected 

cells (Coleman et al., 2012). Also, the miRNA signature in released exosomes was found 

to be distinct in prion-infected cells (Bellingham et al., 2012). These observations support 

the hypothesis that misfolded PrPc alters the MVBs-exosomal pathway, as shown by our 

study with pathological mutants. Interestingly, the maturation of the ELS is crucial to 

maintain a normal miRNA activity (Gibbings & Voinnet, 2010; Gibbings et al., 2009; 

Lee et al., 2009), and regulation of miRISC is related to neuronal cells homeostasis 

because of its involvement in diverse processes, including neuronal development, 

plasticity, synaptic activity, cells survival and death (Shah et al., 2010; Goff et al., 2009). 

Here, we show that PrPc mutants affect miRNA activity, cause delocalization of Alix and 

GW182 from MVB-like organelles and modify lysosomes and exosomes downstream 

vesicles biogenesis. We propose that Alix and GW182 delocalization in non-MVB 

compartment depicts deficient MVB maturation which explains miRNA activity
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inhibition, altered lysosomes morphology and exosomal vesicles modifications related to
y~<

PrP familial mutants expression. This mechanism may contribute to the 

neurodegeneration observed in familial TSEs. Several other neurodegenerative disorders 

such as Alzheimer’s, Parkinson’s and Hungtinton’s diseases are associated with defects 

in MVBs (Li et al., 2010; Umeda et al., 2011; Pal et al., 2006; Higashi et al., 2009) and 

miRNA pathway (Ghose et al., 2011; Lee et al., 2012; Minones-Moyano et al., 2011; 

Savas et al., 2008). It would be of great interest to determine if ELS maturation and 

miRNA activity are also affected in these disorders.
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MATERIALS AND METHODS 

Antibodies

Primary antibodies used for immunofluorescence were mouse monoclonal anti-PrP 

SAF32 (Cayman, Ann Arbor, MI, USA, 189720; IF and WB: lpg/ml; IP: 10pg/ml) and 

3F4 (Millipore, Billerica, MA, USA, MAB1562; IF and WB: 1/1000; IP: lOpl) 

antibodies, rabbit polyconal anti-Ago2 (Abeam, Cambridge, MA, USA, ab32381; IF: 

2.5pg/ml; WB: 2pg/ml; IP: 5pg/ml), anti-GW182 (Abeam, Cambridge, MA, USA, 

ab87541; IF and WB: 1/500; IP: 4pl), anti-Alix (Abeam, Cambridge, MA, USA, 

ab76608; DF: 5pg/ml; WB: lpg/ml; IGS: 1/100), anti-CD63 (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA, sc-15363; IF: 1/100; WB: 1/200; IGS: 1/100), anti-rab7a (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,USA, sc-10767; IF: 1/100), anti-Lamp-1 (Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, USA, L1418; IF: 1/250, WB: 1/500), a-tubulin (Life 

Technologies, Burlington, ON, CA, A ll 126; WB: 1/500). Secondary antibodies were 

rabbit Alexa Fluor 633 F(ab')2 fragment of goat anti-mouse IgG (Invitrogen, Burlington, 

ON, CA, A21072 (IF: 1/1000)) and mouse Alexa Fluor 488 F(ab')2 fragment of goat anti­

mouse IgG (Invitrogen, Burlington, ON, CA, A11017 (IF: 1/1000)) for PrPc and PrPc 

mutants detection. For western blot and immunoprécipitation analyses, antibody used 

were mouse monoclonal anti-p-actin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, A5441; WB: 

1/10000), anti-Ago2 (Abeam, Cambridge, MA, USA, ab57113; WB: 2.5pg/ml; IP: 

5|Ag/ml), anti-GW 182 [4B6] (Abeam, Cambridge, MA, USA, abl5843; WB: 2pg/ml; IP: 

5pg/ml) and rabbit polyclonal anti-PMP70 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, P-0497; 

WB: lpg/ml; BP: 2pg/ml), anti-PrP (Abeam, Cambridge, MA, USA, ab703; WB: 1/2000; 

IP: 4pl). Secondary antibodies were rabbit (GE Healthcare Life Sciences, Baie d’Urfe,
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QC, CA, NA934V; WB: 1/5000) or mouse IgG HRP (GE Healthcare Life Sciences, Baie 

d’Urfe, QC, CA, NA931V; WB: 1/5000). Secondary antibody for the immunogold 

labelling was rabbit IgG 12nm gold bead (Jackson immunoreseach laboratories inc., West 

Grove, PA, USA, 111205144; IGS: 1/20).

Cloning and plasmids

All primers were purchased from IDT and their sequences are outlined in Table SI. 

Cloning of PrPc and PrPGFT> in pcDNA3.1(+) /  pCEP4J3 (Invitrogen, Burlington, ON, CA) 

was described previously (Grenier et al., 2006). PrPAORGFP and PrPAOR (deletion of 

amino acids 41-92) were cloned by PCR overlap. CyPrP (Grenier et al., 2006) was 

inserted into pGFPCl, and CyPrPGFP was transferred into pcDNA3.1(+). E200K, D178N 

and P102L mutants were cloned by PCR overlap. Q160X and Y145X mutants were 

generated from PrPc by standard PCR. PCR products were then introduced in Hindlll and 

BamHI restriction sites of pcDNA3.1(+). All constructs were sequenced in both 

orientations. pGL3 control vector (E l741) and pRL-TK (E2241) vector were obtained 

from Promega (Cambridge, MA, USA) and pRL-TK let-7a (plasmid #11324) from 

Addgene (Cambridge, MA, USA).

Cells culture and transfections

Mouse neuroblastoma N2a, human embryonic kidney HEK293 and cervical HeLa cell 

lines were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium plus 10% fetal bovine 

serum and non-essential amino acid (Wisent, Montreal, QC, CA). For 

immunofluorescence experiments, N2a and HEK293 cells seeded at 5 X 104 cells/well in
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24-well plates were transfected with PrPc and PrPc mutants using GeneCellin 

transfection reagent (BioCellChallenge, Toulon, cedex 9, FR), according to the 

manufacturer's instructions.

For miRNA activity measurements in rescue experiments in Fig 2 and S3 HEK293 and 

HeLa cells seeded at 5 X 104 cells/well in 24-well plates were transfected with 10 nM 

PrPc siRNA-6 (QLAGEN, CA, USA) and control siRNA. Control is an Allstars negative 

control siRNA (QIAGEN, CA, USA). All siRNA that we used are unmodified. 

Transfections were performed with Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, ON, 

CA) according to the manufacturer’s protocol. After 24 h, empty vector, PrP or PrPAOR 

constructs were transfected for 24 h with GeneCellin. After 24 h, cells were co­

transfected with pRL-TK let-7a or pRL-TK and pGL3 plasmids at equal molar ratio with 

GeneCellin. The day after, measurement of luciferase activities were performed as 

described later.
pi

For miRNA activity measurements in PrP knockdown experiments (Fig S2 and S3), 

HEK293 and HeLa cells seeded at 5 X 104 cells/well in 24-well plates were transfected 

with 10 nM siRNA-1 (QIAGEN, CA, USA), siRNA-6 (QIAGEN, CA, USA), siRNA-7 

(QIAGEN, CA, USA), or shRNA PRNP-5 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Controls were control siRNA (QIAGEN, CA, USA) and control shRNA (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA). Transfections were performed with Lipofectamine 2000 

(Invitrogen, Burlington, ON, CA) according to the manufacturer’s protocol. After 48 h, 

cells were co-transfected with pRL-TK let-7a or pRL-TK and pGL3 plasmids at equal 

molar ratio with GeneCellin. The day after, measurement of luciferase activities were 

performed as described later.
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For miRNA activity measurements with PrPc mutants in Fig 3, HEK293 and HeLa cells 

seeded at 5 X 104 cells/well in 24-well plates were transfected with PrPc or PrPc mutants 

using GeneCellin. After 24 h, cells were co-transfected with pRL-TK or pRL-TK let-7a 

and pGL3 plasmids. The day after, measurement of luciferase activities were performed 

as described later.

Immunofluorescence and confocal microscopy

For the immunofluorescence against Lamp-1, cells were fixed in 4% paraformaldehyde 

20 min. For the other immunofluorescence experiments, cells were fixed with methanol 

10 min at -20°C and immunofluorescence was performed according to the antibodies 

manufacturer’s protocol. Cells were examined with a scanning confocal microscope 

(FV1000, Olympus, Tokyo, Japan) coupled to an inverted microscope with a 63x oil 

immersion objective (Olympus). Specimens were laser-excited at 405 nm (diode laser), 

488 nm (40 mW argon laser) and 633 nm (helium-neon laser) and signals were collected 

sequentially. Serial horizontal optical sections of 320 X 320 pixels were taken at 0,5 pm 

intervals through the entire thickness of cells. Images were typically acquired from cells 

with similar size from each experimental condition using identical instrumental settings. 

For illustration purposes images were pseudocolored according to their original 

fluorochromes, merged (FluoView software, Olympus), cropped and assembled (Adobe 

Photoshop software, Adobe Systems, Mountain View, CA, USA).
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Luciferase assays

Luciferase activities were measured with the Dual-luciferase Reporter Assay kit 

(Promega, Cambridge, MA, USA,) according to the manufacturer’s protocol using a 

Glomax 20/20 luminometer (Promega, Cambridge, MA, USA,) in parallel with western 

blot analysis.

Immunoprécipitation and Western Blot

Immunoprécipitations were performed- as previously described (Beaudoin et al., 2009). 

For GFP-tagged proteins, the chromotek GFP-trap immunoprécipitation system (Allele 

Biotech-Innovative Technology, San Diego, CA, USA) was used. For other proteins, 

protein A/G plus agarose beads (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,USA, sc- 

2003) were used. Twenty-five micrograms of each lysate (10%) was loaded on the gel 

(input) with total immunoprécipitation reactions. Other western blots were performed as 

previously described (Goggin et al., 2008).

Northern Blot

Total RNA was purified by mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion, Burlington, ON, 

CA, AM1560). 100 pg of total RNA was fractionated on a 15% polyacrylamide gel for 

1 h and transferred into Hybond-H + transfer membrane (GE Healthcare Life Sciences, 

Baie d’Urfe, QC, CA). Following transfer, RNA was crosslinked to the membrane using 

a UV crosslinker. Oligonucleotide complementary to the target let-7 a miRNA or 5S 

ribosomal RNA were radiolabelled using gamma-32P ATP and T4 polynucleotide kinase 

(Life Technologies, Burlington, ON, CA) according to the manufacturer’s protocol.
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Membranes were hybridized with the labeled probes using hybridization buffer (50% 

formamid, 5X SSC, 1% SDS, 5% Denhardt, 100 (ig/ml salmon sperm DNA) for 18 h at 

42°C. After hybridization, membrane were washed twice with 2X SSC, 0.2% SDS and 

three times with 0.2% SSC, 0.02% SDS, exposed to a phosphorscreen (GE Healthcare), 

scanned using a Typhoon apparatus (GE Healthcare) and quantified using the 

ImageQuant software (GE Healthcare).

qRT-PCR

Total RNA was purified prior to let-7a miRNA and reference GAPDH mRNA 

quantification by the modified oligo(dT) method as described by Fiedler and al. (REF : 

Quantitative RT-PCR methods for Mature microRNA eExpression Analysis, Methods in 

Mol Bio 2010). Briefly, total RNA was extracted from cells with Qiazol (Qiagen, 

Germantown, MD, USA), and 250 ng of RQ1 DNase-treated RNA (Promega, 

Cambridge, MA, USA) was reverse transcribed using the miScript RT II kit from Qiagen 

with the HiFlex buffer. Quantitative PCR was performed on l/5,h of the RT reactions to 

measure relative GAPDH mRNA and let-7a miRNA with a Corbett’s Rotor-Gene 6000 

(Qiagen), using Fast SYBR Green Master Mix (Invitrogen, Burlington, ON, CA) and the 

miScript SYBR Green PCR kit (Qiagen), respectively. GAPDH primer set was Forward 

5’-GTG GTC TCC TCT GAC TTC AAC-3’ and Reverse 5’- GCT GTA GCC AAA TTC 

GTT GTC-3’; let-7a primers set was obtained in the miScript Primer Assays (Qiagen, 

Germantown, MD, USA).
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Exosome purification, quantification and characterization.

HEK293 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium plus 10% 

exosome-depleted heat-inactivated fetal bovine serum (Wisent, Montreal, QC, CA). Cells 

plated at 4xl06 cells in 100 mm petri dishes were transfected 24 h later with empty 

vector, wild-type or mutant PrPc and the culture medium was changed 8 h post­

transfection. After 24h, the culture medium was collected and secreted microvesicles 

were purified using the ExoQuick-TC purification kit (System Biosciences, Mountain 

View, CA, USA) following the manufacturer’s protocols.

Purified secreted microvesicle material from cells cultured in exosome depleted medium 

was measure (size and number of particles) by using the NS500 Nanoparticle Tracking 

Analysis System (NanoSight, Amesbury, UK). Three videos of 60 seconds were recorded 

for each sample diluted 1/100 to allow accurate analysis with a shutter speed fixed at 50 

and a camera gain of 347. The data was analyzed with the Nanoparticle Tracking 

Analysis software (automatic detection threshold level 25, automatic blur, minimum 

expected particle size 50 nm). Data are presented as the average and standard deviation of 

the three video recordings of each replicat.

The CD63 ExoELISA kit (System Biosciences, Mountain View, CA, USA) was used to 

quantified CD63 positive secreted particles.

For the characterization experiments (electron microscopy, immunogold labelling and 

western blots), pellets of purified vesicles were resuspended in PBS and l/10th was used 

for analysis.

Immunogold labeling and electron microscopy
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For conventional electron microscopy, 1/10th of resuspended exosomes was applied for 1 

h to copper grids. After, the grids were incubated 10 min in 2% paraformaldehyde. The 

samples were post-fixed with 2.5% glutaraldehyde for 10 min and several washing steps 

with deionized water were done before the coloration step. Coloration was done with 2% 

uranyl acetate for 15 min and the samples were embedded with a drop of 0.13% methyl 

cellulose and 0.4% uranyl acetate for 5 min. After drying, the samples were examined 

with an Hitachi electron microscope operated at 80 kV.

For the immunolabeling, following the first fixation step, the grids were incubated with 

30 pi of primary antibody diluted in 0.1% BSA/PBS IX for 1 h. After several washing 

steps, the grids were incubated for 1 h with 30 pi of an anti-rabbit antibody coupled with 

12 nm gold beads. The samples were post-fixed and the subsequent steps were identical 

to conventional electron microscopy.

Densitometric analyses and statistical analyses

All densitometric analyses were performed using Image J software. All values obtained 

for cells lysate were normalised with actin and are expressed as means ± s.d. All 

statistical analyses were performed with Sigma Plot.
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Supplementary data

Supplementary Data are available at RNA journal Online: Supplementary Table 1, 

Supplementary Figures 1-5, Supplementary Figure legends.
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FIGURE LEGENDS:

Figure 1 PrP colocalizes and interacts with the core proteins of miRISC, Ago2 

and GW182 proteins, on MVB organelles of N2a cells. (A) Confocal microscopy of 

endogenous PrPc (green channel) with GW182 or Ago2 (red channel). (B) MVBs 

localization is confirmed by confocal microscopy of PrPc with Alix, CD63 and Rab7 

(upper, middle and lower panels, respectively). Right panels represent the overlapping 

green and red signals. Scale bar : 5 pm. (C) The interaction of PrPc with Ago2 and

GW182 is determined by western blot analyses of endogenous PrPc, GW182 and Ago2 in

c cPrP , GW182 and Ago2 immunoprecipitates (IP). PrP was immunoprecipitated with

monoclonal antibody SAF32. (D) The interaction of PrPc with Ago2 and GW182 is

confirmed by western blot analyses of endogenous PrPc, GW182 and Ago2 after PrPc

immunoprécipitation with polyclonal antibodies. (E) Co-immunoprecipitation specificity

is confirmed by western blot analyses of endogenous GW182, Ago2, PrPc and PMP70

after immunoprécipitation of PMP70. Input represent 10% of lysate used for IP. (F) The

implication of OR was confirmed by western blot analyses of Ago2 and PrPGFP or

PrPAORGFP after immunoprécipitation of GFP from N2a cells expressing PrPGFP or

PrPAORGFP.

Figure 2 Efficient miRNA activity depends on the OR of PrPc. (A) Diagram of 

Renilla luciferase (RLuc) and Firefly luciferase (FLuc) activity reporters. RLuc activity is 

normalized to FLuc activity. The let-7a miRNA activity is determined by the ratio of 

normalized RLuc activity from a construct with two let-7a target sites in the 3’UTR to the 

normalized RLuc activity from a construct with no let-7a target sites in the 3’UTR . (B)
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Diagram of the experimental design. (C). The let-7a miRNA activity was determined in 

HEK293 cells treated with a control siRNA or PrPc siRNA-6. After 24 h, cells were 

either transfected with empty vector (PrP siRNA-6), a vector expressing PrP (rescue 

PrPc) or a vector expressing PrPAOR (rescue PrPAOR). The let-7a miRNA activity is 

expressed relative to control siRNA. Error bars indicate s.d. (n = 4; student’s t-test *P  <  

0,001, * *P  =  0,008 and One Way Analysis of Variance Holm-Sidak method P  < 0,001). 

(D) Western blot analyses confirm the efficiency of PrPc knockdown and rescue in 

HEK293 cells. Note that a long exposure time was required to detect endogenous PrPc 

expression and knockdown, compared to PrPc knockdown rescued with PrPc or PrPAOR. 

Actin was used as a loading control. A representative experiment from n = 4 is shown. 

Densitometric analyses show that PrPc levels were reduced from 100% to 6% with 

siRNA-6, as indicated below the blots (s.d. = 11; student’s t-test P  < 0,001).

Figure 3 PrPc familial mutants and CyPrP, an artificial mutant, inhibit 

miRNA activity. (A) Diagram of the experimental design. (B) miRNA activity was 

determined as described in Fig. 2A, and normalized with mock-transfected HEK293 cells 

expressing endogenous levels of PrPc (Mock; dotted line). Errors bars indicate s.d. (n = 

4; Paired t-test *P  < 0,05 and One Way Analysis of Variance Holm-Sidak method P <  

0,001, validated for comparaison to Mock and PrPc overexpression), n.s., not significant. 

(C) Northern blot analysis shows that let-7a miRNA processing by PrPc and PrP mutants 

expression. (D) Quantitative RT-PCR confirms that PrP mutants and PrP° expression 

does not affect let-7a miRNA production. Errors bars indicate s.d
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Figure 4 Familial PrPc mutants and CyPrP affect MVBs maturation. (À) MVB

organelles (arrows) are visualized by confocal microscopy of endogenous Alix (red 

channel) in N2a cells transfected with PrPc or familial mutants (green channel). Scale 

bars: 5 pm. (B) Western blot of endogenous Alix, P-actin and transfected PrPc constructs. 

Densitometric analyses indicate that Alix levels (normalized to actin levels) do not 

change significantly in cells expressing different PrP mutants compared to cells 

expressing wild-type PrPc, as indicated below Alix blots (n = 3; s.d. = 5 for E200K, 9 for 

D178N, 9 for P102L, 11 for Q160X, 12 for Y145X, 7 for CyPrP; student’s t-test P >  

0.05). (C) Immunolocalization of GW182 (red channel) in N2a cells indicates the 

presence of large MVBs (arrow) in cells expressing PrP°, in contrast to cells expressing 

PrP familial mutants (green channel). Scale bars: 5 pm. (D) Western blot analyses of 

endogenous GW182, P-actin and PrP-transfected proteins confirm overall equal amounts 

of GW182.

Figure 5 Familial PrPc mutants and CyPrP affect lysosomes morphology.

(A) Lysosomes are visualized by confocal microscopy of endogenous Lamp-1 (red 

channel) in N2a cells transfected with PrPc or familial mutants (green channel). Scale 

bars: 5 pm. (D) Western blot of endogenous Lamp-1, P-actin and transfected PrPc 

constructs. Densitometric analyses indicate that Lamp-1 levels (normalized to actin 

levels) do not change significantly in cells expressing different PrP mutants compared to 

cells expressing wild-type PrPc, as indicated below Lamp-1 blots (n = 3; s.d. = 11 for 

E200K, 8 for D178N, 10 for P102L, 13 for Q160X, 12 for Y145X, 7 for CyPrP; student’s 

t-test P >  0.05)
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Figure 6. Familial PrPc mutants and CyPrP affect MVBs-related secreted vésicules.

(A) Exosomes quantified by ELISA of CD63 on purified exosomes from HEK293 cells 

transfected with PrP or PrP mutants. Results are expressed as relative to exosomes 

secreted by PrPc-expressing cells (dotted line). Errors bars indicate s.d. (n = 3; Mann- 

Whitney Rank Sum Test *P  = 0,002 and One Way Analysis of Variance Holm-Sidak 

method P < 0,001 for all mutants). (B) Western blot of Alix, CD63, Lamp-1 and a- 

tubuline on purified secreted microvesicles such as exosomes from cells transfected with
n

PrP or PrP mutants. (C) Densitometric analyses show that each marker levels in 

microvesicles preparation from PrP mutants expressing cells were reduced. Errors bars 

indicate s.d. (n = 3 for Alix and CD63, n=2 for Lamp-1 and a-tubulin; Paired t-test *P  <  

0,05; ** P  < 0,025; *** P  < 0,001 and One Way Analysis of Variance Holm-Sidak 

method P <  0,001). (D) Western blot analyses of cellular CD63, Lamp-1, a-tubulin, p- 

actin and transfected PrPc constructs. Densitometric analyses (relative to actin levels) 

indicate that their cellular levels do not change significantly in cells expressing different 

PrP mutants compared to cells expressing wild-type PrPc, as indicated below presented 

blots (n = 3; s.d. = 21 for E200K, 28 for D178N, 6 for P102L, 9 for Q160X, 13 for 

Y145X, 20 for CyPrP; student’s t-test P >  0.05). (E) Nanoparticle Tracking Analysis of 

secreted exosomes ranging from 40 to 120 nm. Errors bars indicate s.d. (three replicates 

with three video for each replicate n=9; Paired t-test *P  < 0,004, * * P  <  0,01, *** P — 

0,018).
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Supplementary figure legends

Figure SI PrPc colocalizes and interacts with the core proteins of RISC, Ago2 

and GW182 proteins, in MVB organelles of HEK293 cells. (A) Confocal microscopy 

of endogenous PrPc (green channel) with GW182 or Ago2 (red channel). (B) MVB 

localization is confirmed by confocal microscopy of PrPc with Alix. Scale bar: 5 pm. (C) 

The interaction of PrPc with Ago2 and GW182 is revealed by western blot analyses of 

endogenous GW182, Ago2 and PrPc in PrPc, GW182 and Ago2 IP. PrPc was 

immunoprecipitated with monoclonal antibody SAF32. (D) The interaction of PrPc with 

Ago2 and GW182 is confirmed by western blot analyses of endogenous PrPc, GW182 

and Ago2 after PrPc immunoprécipitation with polyclonal antibodies and GW182 

immunoprécipitation. (E) Co-immunoprecipitation specificity is confirmed by western 

blot analyses of endogenous GW182, Ago2, PrPc and PMP70 on PMP70 IP. Input 

represent 10% of lysate used for IP.

Figure S2 siRNA and shRNA treatment against PrP decrease let-7a miRNA 

activity. (A) Diagram of the experimental design. (B) HEK293 cells were treated with a 

control siRNA or shRNA, or PrPc siRNA-1, siRNA-6, siRNA-7 at 10 nM or shRNA. 

The let-7a miRNA activity is expressed relative to control siRNA or shRNA. Error bars 

indicate s.d. (n = 4, student’s t-test *P  <  0,001 and One Way Analysis of Variance Holm- 

Sidak method P  < 0,001). (C) A representative western blot confirms the efficiency of 

PrPc knockdowns. Actin was used as a loading control. Densitometric analyses indicate 

that PrPc levels (normalized to actin levels) were reduced from 100% to 11% (siRNA-1),



3% (siRNA-6), 8% (siRNA-7), and 42% (shRNA) as indicated below the blots (n = 4; 

s.d. = 9 for siRNA-1; s.d. = 7 for siRNA-7; s.d. = 19 for shRNA; student’s t-test *P  <  

0,001).

Figure S3 Efficient miRNA activity is dependent on the OR of PrPc in Hela cells.

(A) Diagram of Renilla luciferase (RLuc) and Firefly luciferase (FLuc) activity reporters. 

RLuc activity is normalized to FLuc activity. The let-7a miRNA activity is determined by 

the ratio of normalized RLuc activity from a construct with two let-7a target sites in the 

3’UTR to the normalized RLuc activity from a construct with no let-7a target sites in the 

3’UTR. (B) Diagram of the experimental design for panels C-D. (C) The let-7a miRNA 

activity (let-7a RLuc / RLuc) was determined in Hela cells treated with a control siRNA 

or PrPc siRNA-6 at 10 nM. After 24 h, cells were either transfected with empty vector 

(PrPc siRNA-6), a vector expressing PrPc (rescue PrPc) or a vector expressing PrPAOR 

(rescue PrPAOR). The let-7a miRNA activity is expressed relative to control siRNA. 

Error bars indicate s.d. (n = 4; student’s t-test *P  <  0,001; * *P  =  0,002; One Way 

Analysis of Variance Holm-Sidak method P  < 0,001). (D) Western blot analyses confirm 

the efficiency of PrPc knockdown and rescue in Hela cells. Note that a long exposure 

time was required to detect endogenous PrPc expression and knockdown compared to 

PrPc knockdown rescued with PrPc or PrPAOR. Actin was used as a loading control. A 

representative experiment from n = 4 is shown. Densitometric analyses indicated that 

PrPc levels (normalized to actin levels) were reduced from 100% to 6% with siRNA-6, as 

indicated below the blots (s.d. = 4; student’s t-test P <  0,001). (E) Diagram of the 

experimental design for panels F-G. (F) HeLa cells were treated with a control siRNA or



shRNA, or PrPc siRNA-1, siRNA-7 or shRNA. The let-7a miRNA activity is expressed 

relative to control siRNA or shRNA. Error bars indicate s.d. (n = 4; student’s t-test *P  <  

0,001, and One Way Analysis of Variance Holm-Sidak method P  < 0,001). (G) Western 

blot analyses confirm the efficiency of PrPc knockdown with siRNA-1, siRNA-7 and the 

shRNA. Densitometric analyses indicated that PrPc levels (normalized to actin levels) 

were reduced from 100% to 7% (siRNA-1), 8% (siRNA-7), and 22% (shRNA) as 

indicated below the blots (n = 4; s.d. = 8 for siRNA-1; s.d. = 6 for siRNA-7; s.d. = 13 for 

shRNA; student’s t-test P <  0,001).

Figure S4 Familial PrP mutants decrease let-7a miRNA activity in HeLa cells.

(A) Diagram of the experimental design. (B) Let-7a miRNA activity was determined as 

described in Fig. 2A, and normalized with mock-transfected cells expressing endogenous 

levels of PrPc (Mock; dotted line). Errors bars indicate s.d. (n = 4; Paired t-test *P  = 

0,029 and One Way Analysis of Variance Holm-Sidak method P  < 0,001, validated for 

comparaison to Mock and PrPc overexpression), n.s., not significant.

Figure S5 Familial PrP mutants affect exosomes. (A) Electron micrographs of 

exosomes isolated from the supernatant of cells transfected with PrPc. Scale bar, 100 nm.

(B) Electron micrographs of exosomes isolated from the supernatant of cells transfected 

with PrPc with immunogold labelling against CD63 or Alix. Scale bar, 20 nm. (C) 

Electron micrographs of exosomes isolated from the supernatant of cells expressing 

different PrP mutants. Scale bar, 100 nm. (D) Size distribution followed by NanoSight’s 

Nanoparticle Tracking Analysis of purified secreted microvesicles prepared from



p
HEK293 cells expressing PrP with the ExoQuick kit reveals a heterogeneous population 

that includes exosomes (40-120 nm). (E) Particle number distribution in 20 nm scale was 

determined by NanoSight’s Nanoparticle Tracking Analysis for exosomes ranging from 

40 nm to 120 nm. Errors bars indicate s.d. (n = 9; Paired t-test *P  <  0,006; * * P  < 0,044).
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Table SI: Oligonucleotides used to introduce mutations in PrP°or PrPGFP
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Abstract

Prion protein (PrPc) is involved in stress response to various cellular stresses such as 

oxydative, ER and thermal stress, but its exact function is still debated. Several studies 

reveal that PrP misfolding induces cellular stress with an abnormal stress response 

which is responsible of the neurodegeneration process observed with prion disease. Here, 

we demonstrate that familial PrP mutants and infectious PrP scrapie induce constitutive 

eiF2a-dependent stress response via PACT and PKR, without assembly of stress granules 

(SGs). Furthermore, we show that in condition of classic cellular stresses, PrP mutants 

decrease SGs formation, which reduces cell survival following stresses. We also found 

that P-bodies assembly, an another RNA granule closely related to SGs, are affected by 

misfolded PrPc, which cause an increase in siRNA activity. We propose that inhibition of 

these two RNA granules and their impact on normal cellular pathways may represent an 

important neurotoxic mechanism in prion diseases.



Introduction

Prion diseases, also known as Transmissible Spongiform Encephalopathies (TSEs), are 

infectious fatal neurodegenerative disorders. TSEs are caused by a misfolded isoform of 

prion protein (PrPc) named PrP scrapie (PrPSc) which is infectious and self-propagating 

[1-3]. TSEs are sub-classified into three groups according to their acquisition mode: 

through an infection mode, a familial mutation or a sporadic phenomenon, each 

representing 5%, 10% and 85% of TSEs cases in humans, respectively [1, 2]. The 

underlying neurotoxic mechanism of TSEs is still misunderstood although we know that 

prions infectivity and toxicity depend on the expression of PrPc [4, 5]. Harris group 

suggests that the neurotoxicity of TSEs can be attributable to enhance ion channel 

activity of the cells [6-8]. Other studies demonstrate that some PrP mutants decrease the 

cytoplasmic localization of PrPc and consequently inhibit their anti-Bax activity [9-11]. 

Furthermore, the mislocalization and misfolding of PrPc induce cellular stress which may 

explain the neurotoxicity in TSEs [23-26]. Some reports suggest that PrP accumulated in 

the cytoplasm (CyPrP) may represent the toxic species in TSEs [19, 27-29], Previously, 

we have demonstrated that CyPrP activates the RNA-dependent protein kinase, PKR, as 

observed in some prion disease cases [30, 31]. PKR is one of the four kinases that 

phosphorylates the translation initiation factor eiF2a which results in a large reduction of 

translation initiation and the formation of stress granules (SGs) [32-35]. SGs are 

ribonucleoprotein particles (RNPs) implicated in mRNA sorting and storage [36-39]. 

Furthermore, SGs promote cell survival by the sequestration of pro-apoptotic factors. We



have also shown that CyPrP impairs the ability of cells to form SGs and that this 

abnormal stress response contributes to the susceptibility of the cells to environmental 

stress [30]. Interestingly, a recent work showed that phosphorylation of eiF2a is induced 

in prion diseases and is implicated in prion toxicity (REF). However, they did not 

investigate the effect of this phosphorylation on SGs formation.

Although CyPrP is a possible toxic species in TSEs, many studies used an artificial 

construct and thus its actual implication in prion diseases is still controversial. Heritable 

prion mutants, which cause autosomal dominant diseases, are a more relevant model to 

study prion toxicity. Therefore, we selected five familial familial mutants of PrPc 

representing two of the most frequent phenotypes of human prion diseases, namely 

Creutzfeldt-Jakob diseases (CJDs) and Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome 

(GSSs). Furthermore, we used infected cell model with PrPSc agent. Here, we have shown 

that familial PrP mutants and PrPSc share some important characteristics that may be 

involved in neurotoxicity. First, we investigated if similar to CyPrP, familial mutants and 

PrPSc activate PKR, an eiF2a stress kinase which inhibit the general protein synthesis via 

eiF2a phosphorylation and if alter the assembly of SGs. Second, we looked if CyPrP, 

familial mutants and infected cells interfere with the assembly of another type of RNA 

granules, P-bodies. Those constitutive RNPs are involved in mRNA decay and storage, 

and particularly in miRNA and small interfering RNA (siRNA) activity [35, 40-42] and 

are essential for cell survival (REF). These characteristics of misfolded PrP to interfere 

with the assembly of RNA granules may represent an important toxic mechanism in 

TSEs.



Material and method:

Antibodies, clones, and reagents

Primary antibodies used were polyclonal anti-eiF2a (FL-135, SantaCruz Biotechnology), 

monoclonal anti-phospho-eiF2a Ser51 ( ,Abeam), anti-PKR (clone B-10, SantaCruz 

Biotechnology), anti-phospho-PKR Thr-446 (clone E l20, Abeam), anti-TIAR ( ), anti-

DDX6 ( ), anti-Dcpla, anti-GW182, anti-GW182, anti-AG02, anti-hnRNPAl, anti-

PABP and anti-Dicer. Secondary antibodies were alexa Fluor 488 and 633 F(ab’)2 

fragment of goat anti-mouse anti anti-rabbit IgG (Molecular Probes) and peroxydase- 

linked anti-mouse and anti-rabbit IgG from sheep (Amersham Biosciences).

Results:

EXPRESSION OF FAMILIAL MUTANTS OF PrPc INDUCES THE 

PHOSPHORYLATION OF eIF2a BUT INHIBIT SGs FORMATION.

In response to diverse environmental stress conditions, eukaryotic cells reduce 

their protein synthesis by the phosphorylation of eiF2a at residue Ser 51 (eiF2a-P) which 

also induce the formation of SGs in order to conserve anabolic energy for the repair of 

stress-induced damage [43][44]. SGs are known to sequestrate pro-apoptotic factors to 

promote cells survival [45] [46] [47] [48] [49]. As mentioned before, several studies 

demonstrated that cellular stresses were implicated in prion toxicity. In our previous 

study, we have demonstrated that CyPrP induce the phosphorylation of eiF2a via the



activation of PKR, an eiF2a kinase, [30, 31] but inhibit the assembly of SGs [30]. Here, 

we determined if the PrPc familial mutants associated with Creutzfeldt-Jakob Disease 

(PrPD178N, E200K), Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome (PrPP102L, Y145X, 

Q160X) induce the phosphorylation of eiF2a and inhibit SGs formation similar to CyPrP. 

Therefore, we monitored the phosphorylation level of eiF2a with antibodies that detect 

respectively endogenous eiF2a only when phosphorylated at Ser51 and total eiF2a. The 

ratio of eiF2a-P / total eiF2a was determined by band density quantification with ImageJ 

program. Previously, we have demonstrated that PrP overexpression did not affect the 

phosphorylarion of eiF2a [30], Fig 1A shows that, compared to PrPc, the expression of 

all familial mutants tested induce significantly the phosphorylation of eiF2a in N2a cells 

and Hek293 (not shown). The phosphorylation of eiF2a is confirmed by 

immunofluorescence (Figl B). Normally, phosphorylated eiF2a is located in SGs, 

however we observed a higher diffuse level of phosphorylated eiF2a in cells expressing 

familial mutants and not a granular staining as expected. Whilst less or no signal was 

detected in untransfected cells and PrPc-transfected cells (Figl B). These results propose 

that familial mutants of PrPc increase the phosphorylation of eiF2a but inhibit SGs 

formation.

Four stress kinases can induce the phosphorylation of eiF2a at Ser51, named PKR 

(RNA-dependent protein kinase), PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase), HRI 

(Heme-regulated inhibitor) and GCN2 (general control non-derepressible-2) [50][51]. 

Some studies suggest that PKR are activated in some prion diseases [52][53][54], 

consequently, we tested if PKR are activated in cells expressing PrP familial mutants. We 

observed that PrP mutants induce significantly the activation of PKR (Fig 2A) in N2a and



Hek293 cells. The weak induction of PKR activation and eiF2a phosphorylation by the 

familial mutants can be explain with the expression level of different proteins and the 

efficiency of the mutations to induce misfolded PrP proteins because it is known that the 

mutations did not induce misfolding of all PrP proteins but only a small proportion 

(REF). Together, these results strongly suggest that familial mutants of PrPc induce the 

phosphorylation of eiF2a via PKR activation and inhibit SGs formation.

EXPRESSION OF FAMILIAL MUTANTS OF PrPc INHIBIT SGs FORMATION 

FOLLOWING ENVIRONMENTAL STRESS INDEPENDENTLY OF eiF2ot 

PHOSPHORYLATION LEVEL.

To confirm that familial mutants inhibit SGs formation similar to CyPrP, we 

determined if following environmental stress, they can inhibit the assembly of SGs. 

Firstly, we determined which domain of CyPrP is responsible to inhibit SGs formation, 

observed in previous study [53]. The formation of SGs was monitored with antibodies 

directed against TIAR, a protein that co-aggregates with mRNA at mammalian SGs and 

known to be a SGs marker. Expectedly, in unstressed conditions, TIAR is localized in the 

cytoplasm and nucleus of N2a cells (not shown). Following heat stress, unstransfected 

N2a cells and N2a cells expressing EGFP, PrPGFP, and the N-terminal domain of 

CyPrPGFP relocalized the majority of TIAR protein to SGs (Fig. 3A). In contrast, the 

expression of CyPrPGFF and the C-terminal domain of CyPrPGFP inhibited significantly 

the SGs formation (Fig. 3A). These results indicated that the C-terminal domain of CyPrP



is implicated in SGs inhibition following environmental stress. The same results were 

obtained in HEK293 cells and in oxidative stress condition (data not shown).

Secondly, we determined if familial mutants of PrP interfere with the assembly of 

SGs, similar to CyPrP. We used in situ hybridization with oligo-dT probes and confocal 

microscopy to visualize poly(A) RNA in SGs. N2a cells were transfected with five 

familial mutants, E200K and D178Nrepresenting CJDs and P102L, Y145X and Q160X 

related to GSSs. PrPc and CyPrPGFF were used respectively as negative and positive 

control of SGs inhibition. As expected, cells expressing PrPc conserved their capacity to 

form SGs following heat stress; however, all familial mutants tested inhibited 

significantly SGs formation similar to CyPrP (Fig. 3B). The same results were obtained 

in oxidative stress condition and in Hek293 cells (data not shown). The formation of SGs 

following heat or oxidative stress depends on the phosphorylation eiF2a at residue Ser51 

[43][51][55][56][57][58][43]. Therefore, we tested if the familial mutants affect the 

phosphorylation of eiF2a following these stresses. We monitored the phosphorylation 

level of eiF2a with antibodies that detects respectively eiF2a-P and total eiF2a. Fig 3C 

shows that the familial mutants did not affect the phosphorylation of eiF2a following 

cellular stress. Together, these results suggest that familial PrP familial mutants inhibit 

SGs formation independently of eiF2a phosphorylation. We also investigated the 

consequence of SGs inhibition on cell survival by XTT assay. Fig 3D shows that cells 

expressing PrP mutants are significantly more susceptible to cell death that empty vector 

and PrPc overexpression conditions. These results strongly suggest that following 

environmental stress, PrP familial mutants inhibit SGs formation independently of eiF2a



phosphorylation and could explain the susceptibility of cells to cell death following 

environmental stress.

FAMILIAL PrP MUTANTS INHIHBIT P-BODIES FORMATION.

SGs are known to be closely related with other RNA granules, named P-bodies 

[59][60][61][62] [63] [45][64]. Furthermore, recent studies reveal that PrPc interact with 

Ago2 on MVBs structures and increased the association of P-bodies with MVB via 

probably Ago2 interaction (REF). We confirm by co-immunoprecipitation that PrPc 

interact with Ago2 and a P-bodies component, named DCPla (Fig. 4A-C). We also show 

by co-immunoprecipitation that PrPc increases the interaction of Ago2 with P-bodies 

component (Fig. 4D) and that the octarepeat region of PrP is implicated in this 

association. As PrP mutants inhibit miRNA activity, the localization of GW182 to 

multivesicular bodies (MVBs) (REF) and SGs formation, we determined if familial PrP 

mutants and CyPrP affect P-bodies assemblies. P-bodies formation was monitored with 

an antibodies directed against DDX6, a RNA helicase that specifically resides to P-bodies 

in unstressed condition. Fig 4E shows that cells expressing PrP mutants and CyPrP have 

significantly less, smallest or undetectable P-bodies in the cytoplasm of cells compared to 

unstransfected and PrPc-transfected cells. We also find a significant augmentation of 

cells without P-bodies in PrP mutant conditions compared to PrP and unstransfected 

conditions. We monitored by western blots the expression level of two proteins localized 

in P-bodies, DDX6 and DCPla in unstressed condition. We find that the inhibition of P- 

bodies formation was not due to a diminution of DDX6 and DCPla protein levels (Fig. 

4F). We observed the same things in Hek293 cells. Together, these results suggest that



the inhibition of P-bodies assemblies by the PrP mutants and CyPrP is independent to 

expression level of proteins composed P-bodies.

PrP MUTANTS INCREASES siRNA ACTIVITY.

Several reports suggest that P-bodies are a component of the miRNA and siRNA 

pathway; however his exact role still controversy [45, 65-82]. Many studies showed that 

P-bodies is not essential for siRNA activity and suggest that siRNA activity occur more 

in cytoplasm than the P-bodies (Ref). As PrP mutants inhibit P-bodies assemblies and 

miRNA activity (Ref), we determined if the familial PrP mutants and cyPrP affect siRNA 

activity. We monitored the siRNA activity with the luciferase assays. It consists to 

express Firefly mRNA and transfected siRNA target their 3’UTR or a negative siRNA 

control (Fig. 6A). The day after; we determined the ratio of luciferase activities 

(Renilla/Firefly) with luminescence detector. Fig 6B. show that PrP mutants increased 

significantly siRNA activity compared to PrPc and empty vector conditions. We suggest 

that the induction of siRNA activity by the PrP mutants is probably a consequence of P- 

bodies inhibition, which increases cytoplasmic pool of Ago2 and consequently siRNA 

activity.

AS FAMILIAL PrP MUTANTS, PrP5* ALTERED SGs AND P-BODIES 

ASSEMBLIES.

As TSEs is infectious neurodegenerative disorders, we test if cells infected with 

PrPSc agent can induce eiF2a phosphorylation, SGs and P-bodies formation. 

Phosphorylation of eiF2a and SGs formation is visualized by immunofluorescence



against eiF2a(Ser51 )-P and SGs are confirm with an antibody against TIAR. Fig XX 

show that infection by PrPSc induced eiF2a phosphorylation but not SGs formation. To 

confirm that PrPSc inhibit SGs formation we tested if cells infected by PrPSc can form 

SGs following cellular stress as thermal and oxydative stress. Fig XX demonstrate that 

infection by PrPSc induce cellular stress but inhibit SGs formation as familial mutants. P- 

bodies formation was monitored with an antibodies directed against DDX6 and Dcpla, 

decapping enzyme that specifically resides to P-bodies. Fig XX show that P-bodies 

formation is inhibited by PrPSc as familial mutants. Together these results demonstrate 

that PrPSc as familial mutants induce cellular stress but inhibit the formation of two RNA 

granules, SGs and P-bodies, which are essential to maintain cells survival.

CyPrP SEQUESTER IMPORTANT PROTEIN LOCALIZED NORMALLY IN P- 

BODIES AND SGs.

As mentioned previously, the accumulation of PrP in the cytoplasm (CyPrP) may 

represent the toxic species. It is well known that the expression of CyPrP form 

spontaneously protein aggregates which eventually concentrate at the centrosome and 

form an aggresome entity. We investigated if the formation of cytosolic PrP aggresome 

can sequestrated some important proteins associated to SGs and/or P-bodies. We 

visualized by immunofluorescence the localization of hnRNPAl and PABP1 proteins 

related to SGs and the GW182 and Dcpla proteins associated with P-bodies. We 

observed that the PrP aggresome sequestrated partially or completely the hnRNPAl, 

PABP1, GW182 and Dcpla proteins but not Dicer protein (Fig. 7). These results 

demonstrated that PrP aggresome sequestrated some specific proteins associated with



RNA granules and this sequestration can explain the inhibition of SGs and P-bodies 

formation observed below.

Discussion

In this study, we have tested the hypothesis that familial PrP mutants induce a 

deficient stress response similar to CyPrP. Our results demonstrate that familial PrP 

mutants provoke a PKR-mediated cellular stress response characterized by the 

phosphorylation of eiF2a. However the stress response is only partial since cells do not 

assemble SGs. In addition, we found that P-bodies, others RNA granules closely 

associated to SGs, are also inhibited by PrP mutants. The incapacity of cell expressing 

PrP mutants to form P-bodies have the consequence to decrease miRNA and favor 

siRNA activity. Furthermore, we observe that cells infected by PrPSc are unable to form 

SGs and P-bodies which increase the susceptibility of cells to death. Finally, we found 

that CyPrP sequestrated several proteins related to SGs and P-bodies, which can explain 

the inhibition of these RNA granules.

FAMIUAL PrP MUTANTS AND PKR-MEDIATED PHOSPHORYLATION OF 

EIF2a

Our results reveal that familial PrP mutants induce slightly a PKR-mediated 

phosphorylation of eiF2a. Interestingly, it has been showed that in some prion cases, the 

level of activating-PKR and phosphorylation of eiF2a are increased [52] [53][54]. It is 

known that the increased of phospho-eiF2a levels attenuates protein synthesis [43][44], 

and may be considered as a protective mechanism aiming at diminishing the load of



newly synthesized unfolded PrP. However, constitutive activation of PKR and 

phosphorylation of eiF2a are likely to result in cell death [ 100] [ 101 ] [ 102, 

103][ 104][ 105][ 106] (REF Alzheimer). It will be important to address the mechanism of 

activation of PKR. Interestingly, several reports demonstrated a higher level of 

endogenous retrovirus and retrotransposons activity in prion diseases [ 107][ 108, 

109][110)[111][112][113][114][ 115, 116][117, 118][119]. It is well known that 

endogenous retrovirus and retrotransposons are long dsRNA which could potentially 

activate PKR. Interestingly, the reactivation of this endogenous retrovirus is known to 

cause neuropathology which is similar to prion-induced spongiosis. This reactivation is 

related to a diminution of PrPc expression [120][121][122]. Furthermore, it is known that 

P-bodies inhibit the reactivation of retrovirus and retrotransposons 

[123][124] [125][126] [127, 128]. It would be interesting to investigate the implication of 

endogenous retrovirus and retrotransposon activities in the activation of PKR and the 

implication of P-bodies inhibition in this event.

Several studies suggest a relationship between phosphorylation of eiF2a and PKR 

activation with neurodegeneration observed in Alzheimer’s disease [129] 

[ 130][ 131][132][133][ 134-137][138], Huntington’s disease [139] [140], Parkinson’s 

disease [140] and prion’s disease. However, some studies reveal that no significant 

phosphorylation of eiF2a in the brain of patients deceased from prion disease [141]. It is 

possible that phosphorylation of eiF2a occurs in the early stages of the disease only. 

Time-course studies are possible in animal models of prion diseases and may answer this 

question.



FAMILIAL PrP MUTANTS AND PrPSc INHIBIT THE FORMATION OF TWO RNA 

GRANULES, SGs AND P-BODIES.

The major finding of the present work relates to inhibition of two critical RNA granules, 

SGs and P-bodies, which are essential to the cell homeostasis during cellular stress 

condition and also physiological condition for P-bodies. SGs are known to be a site of 

mRNA triage and to sequestrate pro-apoptotic factor. Consequently, SGs assemblies 

promote cell survival during cellular stress (REF). Cells expressing familial PrP mutants 

and CyPrP can neither assemble SGs independently of eiF2a phosphorylation. 

Interestingly, it is well known that several stresses including proteasome, oxidative and 

ER stress are implicated in prion diseases (REF). We suggest that inhibition of SGs 

during cellular stress release the pro-apoptotic factor and increase sensitivity of the cells 

to environmental stress.

Recent reports showed that PrPc interact with RISC, specially Ago and that PrPc 

increases the association of P-bodies with MVBs. Here, we show that PrPc increases the 

association of Ago-2 with P-bodies. Furthermore, we propose that PrP mutants 

destabilize RISC and subsequently P-bodies formation. In addition, P-bodies are known 

to inhibit the activity of endogenous retrovirus and retrotransposon (REF). Interestingly, 

some studies observed an augmentation of endogenous retrovirus and retrotransposons 

activities in prion diseases (REF). It would be interesting to investigate if this 

augmentation of endogenous retrovirus and retrotransposon activities is a consequence of 

P-bodies inhibition.



The inhibition of these two RNA granules would result in enhanced cell vulnerability 

and/or premature neurodegeneration. Furthermore, some studies suggested an implication 

of SGs and P-bodies in several neurodegenerative diseases as Hungtinton, Alzheimer, 

SCA, ... (REF). As mentioned previously, several studies demonstrated that eiF2a kinase 

such as PKR, are implicated in the neurodegeneration process of several 

neurodegenerative disease. However, these studies did not investigate the implication of 

SGs and P-bodies formation in the pathologies. It will be interesting to investigate this 

hypothesis in several neurodegeneration diseases such Alzheimer and Parkinson diseases.

IN CONTRAST TO Prl>c, FAMILIAL MUTANTS INDUCE siRNA ACTIVITY.
P-bodies are implicated in the mRNA homeostasis, particularly in miRNA and siRNA 

pathways. Surprisingly, we found that PrPc interact with AG02 and GW182 proteins, 

two core proteins of RISC complex, and this interaction occur in the cytoplasm and the 

MVBs. Interestingly, the N-terminal region of PrPc contains five GW/WG motifs known 

to be responsible of the interaction between GW182 and AGO proteins (REF). 

Furthermore, the Voinnet group’s demonstrated that PrP and GW182 proteins colocalized 

in endosomes and MVBs (REF). Another report demonstrated in vitro the interaction of 

PrPc with AGO proteins (REF). We suggest that PrPc interact with the core of RISC 

complex via these GW/WG motifs. The consequence of this interaction is the inhibition 

of miRNA and siRNA activities without affecting miRNA maturation. We propose that 

PrP act as a negative regulator of miRNA and siRNA activities. Furthermore, we suggest



that the familial PrP mutants lost this newly function of PrPc which is according with the 

hypothesis of lost functions of familial PrP mutants. However, we propose that by an 

alternative mechanism implicated an alteration of P-bodies assemblies and MVBs 

maturation (discuss below); the familial PrP mutants inhibit miRNA activity without 

affecting miRNA processing.

Interestingly, several reports suggest a link between deregulation of miRNA pathways 

and the neurodegeneration in Alzheimer’s disease and prion’s disease. They suggested 

that miRNAs are effectors of brain function with roles in ischemia and injury, 

neuroprotection, and neurodegeneration (REF). Here we propose that the deregulation of 

miRNA and siRNA pathways by different mechanisms is responsible of 

neurodegeneration observed in prion disease. However, the majority of these studies 

worked on miRNA which the processing are affected. Here, we show that the miRNA 

activity can be affected without default in their maturation.
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FIGURE LEGENDS :

Figure 1 Familial PrPc mutants induce the cellular stress response eiF2a 

dependent by the activation of PACT/PKR pathway in N2a cells. (A) Western blot 

analysis of phosphorylated eiF2a (Ser51) and PKR (Thr446) reveal their activation by 

familial PrPc mutants expression. P-eiF2a and P-PKR bands are normalized to total 

eiF2a and total PKR, respectively. Western blot of transfected PrPc are also shown. (B) 

Induction of eiF2a phosphorylation expressed as units relative to PrPc.(C) Activation of 

PKR expressed as units relative to PrPc. (D) Induction of PACT expression is relatived to 

PrP . (E) Confocal microscopy of phosphorylated eiF2a (white channel) in N2a cells 

transfected with PrPc or familial mutants (green channel). Scale bars: 10 pm.

Figure 2: Familial PrPc mutants inhibit SGs formation under cellular stress

conditions independently of eiF2a phosphorylation. (A) SGs formation following heat 

stress is visualized by confocal microscopy of N2a transfected with PrPc or familial 

mutants (green channel) treated for FISH with an oligo(dT) probe that detects poly (A) 

mRNA (red channel). Scale bars: 10 pm. (B) SGs inhibition is expressed as the relative 

proportion of positive SGs cells in 100 transfected over 100 untransfected cells from the 

same slide. (C) Normal induction of eiF2a in N2a under heat stress is shown by western 

blot analysis of phosphorylated eiF2a (Ser51). (D) N2a transfected cells survival 

following thermal stress is evaluated by an XTT assay and normalized to cells transfected 

with the PrPc.



Figure 3: Familial PrP mutants interfere with P-bodies formation. (A) P-bodies

formation is monitored in N2a cells by confocal microscopy of the P-bodies marker 

DDX6 (white channel) and transfected PrP or familial mutants (green channel). Scale 

bars: 10 pm. (B) P-bodies inhibition is expressed as the relative proportion of cells 

positive for P-bodies in 100 cells from the same slide. (C) Western blot analyses of 

DDX6, DCPla, P-actin and transfected PrP confirm overall equal amounts of the two P- 

bodies markers.

Figure 4: Familial PrP mutants inhibit siRNA activity (D) Diagram of Firefly

luciferase (FLuc) and Renilla luciferase (RLuc)activity reporters. FLuc activity is 

normalized to RLuc activity. The siRNA activity is determined by the ratio of normalized 

FLuc activity from cells transfected with the FLuc siRNA to the normalized FLuc 

activity from cells transfected with the negative control siRNA. (E) Diagram of the 

experimental design. (F) The siRNA activity (siRNA RLuc / Ctrl siRNA luciferase ratio) 

was determined in HEK293 cells transfected with the empty vector or PrP constructs. The 

siRNA activity in PrPc or familial mutants transfected cells is expressed relative to empty 

vector transfection. Error bars indicate s.d. (n=5, T test *P<0,001, * * P  = 0,02 and One 

Way Analysis of Variance Holm-Sidak method P<0,001).

Figure 5: P-bodies interaction with PrPc and Ago2 depends on PrPc OR. (A)

Colocalization of PrPc (green channel) and P-bodies marker dcpla (red channel) is 

revealed by confocal microscopy. Right panels represent the overlapping green and red



signals. Scale bars: 10 pm. (B) The interaction of PrPc with P-bodies is confirmed by 

western blot analysis of endogenous PrPc and dcpla in dcpla immunoprecipitates (IP) 

from N2a cells. (C) The importance of PrP OR in the association between PrPc with P-

n F P  r»FPbodies is determined by western blot analysis of Ago2, dcpla and PrP or PrPAOR
p r j p  / ' f j p

after immunoprécipitation of GFP from N2a cells expressing PrP or PrPAOR . (D) 

Implication of PrPc OR in the association of Ago2 with P-bodies is confirmed by western
g ||| g-| ̂

blot analysis of Ago2, dcpla and PrP or PrPAOR in Ago2 immunoprecipitate of 

cells expressing PrPGFP or PrPAORGFF.

Figure 6: PrP8' inhibit SGs and P-bodies formation as familial PrP mutants. (A)

Western blot analysis of PrP PK resistance to show that MOVS cells are infected or not. 

(B) SGs formation following cellular stress (thermal) is visualized by confocal 

microscopy of TIA-1 (green channel) and TIAR (red channel). (C) SGs formation is 

expressed as the proportion of positive SGs cells in 50 MOV or 50 Sc MOV cells. (D) P- 

bodies formation is monitored by confocal microscopy of DDX6 (green channel) and 

dcpla (red channel). Scale bars: 10 pm. (D) P-bodies formation expressed as the 

proportion of cells containing P-bodies in 50 MOV or 50 Sc MOV cells.

Figure 7: CyPrP sequesters proteins normally localized in SGs and P-bodies.

Confocal microscopy of hnRNPAl (A) and PABP1 (B) (white channel) after a thermal 

stress, two proteins normally localized to SGs under this condition, in N2a cells 

expressing CyPrPGFPC1 (green channel) or mock-transfected cells expressing endogenous



PrP. Confocal microscopy of P-bodies markers dcpla (C) and GW182 (D) (white

C F P P 1channel) in N2a cells expressing CyPrP (green channel) or mock-transfected. Scale 

bars: 10 pm.

Suppl. Figure 1: Familial PrPc mutants induce the cellular stress response eiF2a

dependent by the activation of PKR pathway in HEK293 cells. (A) Graphic represent 

the induction of eiF2a phosphorylation which is expressed as units relative to PrPc.(B) 

Graphic represent the activation of PKR which is expressed as units relative to PrPc.

Suppl. Figure 2: C-terminal domain of CyPrP inhibit SGs formation under

cellular stress conditions. (A) SGs formation following heat stress is visualized by 

confocal microscopy of N2a cells transfected with PrPc or familial mutants (green 

channel) treated for FISH with an oligo(dT) probe that detects poly (A) mRNA (red 

channel). Scale bars: 10 pm. (B) SGs formation is expressed as the relative proportion of 

positive SGs cells in 100 cells from the same slide.


