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RESUME

Les agrégats de la protéine p53 comportent certaines propriétés des prions‘

Par Karolyn Forget
Département de biochimie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé
en vue de l'obtention du grade de
Maitre és sciences (M.Sc.) en biochimie

Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Les maladies a prion sont un cas unique de pathologie ou l'agent infectieux, le
prion, est.une protéine. La protelne prion possede plusieurs caractéristiques qui
la rendent partlcullere vis-a-vis d’autres protéines cellulaires, telles que sa
capacité a agréger et a transmettre sa conformation agrégée .a la protéine soluble
ainsi que la transmission des agrégats de la protéine d’'une cellule a l'autre et
d’un organisme a un autre. De plus en plus, on associe I'agrégation de protéines
a différentes maladies humaines, comme les maladies d’Alzheimer, de Parkinson
“et le diabéte de type 2. Certaines protéines impliquées dans ces pathologies font
partie des prionoides, une catégorie réservée aux protéines aux propriétés
agrégatives qui démontrent certaines des caractéristiques associées aux prions.
Récemment, la protéine p53, un facteur de transcription fortement impliqué dans
le cancer, a été montrée comme étant capable d’agréger in vitro. Une
accumulation de la protéine a également été observée dans des cellules
tumorales, laissant croire que l'agrégation de p53 se produit également in vivo, et
pourrait avoir un réle dans le développement du cancer. Ces observations portent
a croire que la protéine p53 pourrait elle aussi faire partie des prionoides.
L'objectif de cette étude est donc de montrer que la protéine p53 posséde
certaines des caractéristiques des prions. Pour ce faire, la protéine p53
recombinante a été produite pour former des agrégats de p53 et ces agrégats ont
été utilisés pour déterminer si la protéine démontre des caractéres prionoides.
Les résultats obtenus montrent une agrégation in vitro de pS3WT pleine longueur
ainsi que de sa forme tronquée, p53C. De plus, des cellules en culture sont
capables d’internaliser ces agrégats, qui co-agrégent ensuite avec la protéine
p53 endogéne de ces cellules. Enfin, nos résuiltats montrent clairement que
I'intemalisation des agrégats par les cellules se fait par la macropinocytose. Nous
avons donc réussi a prouver que la protéine p53 agit comme un prion puisqu’elle
s’agrége spontanément, ses agrégats sont internalisés par des cellules en culture
et sont capables de co-agréger avec la protéine soluble.

Mots cles: prions, p53, agrégation protéique



ABSTRACT

Les agrégats de la protéine p53 comportent certaines propriétés des prions

Par Karolyn Forget
Département de biochimie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé
en vue de l'obtention du grade de
Maitre és sciences (M.Sc.) en biochimie

Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Prion diseases are unique pathologies in which the infectious particles are prions,
a protein aggregate. The prion protein has many particular features, such as
spontaneous aggregation, conformation transmission to other native PrP proteins
.and transmission from an individual to another. Protein aggregation is now
frequently associated to many human diseases, for example Alzheimer’s disease,
Parkinson’s disease or type 2 diabetes. A few proteins associated to these
conformational diseases are part of a new category of proteins, called prionoids.
Prionoids are proteins that share. some, but not all, of the characteristics
" associated with prions. p53 protein, a transcription factor with a major role in
cancer, has recently been suggested to be a possible prionoid. The protein has
been shown to accumulate in multiple cancer cell types, and its aggregation has
also been reproduced in vitro by many independent groups. These observations
suggest a role for p53 aggregates in cancer development. This study aims to
show the «prion-like» features of p53. Our results show in vitro aggregation of the
full length and N-terminally truncated protein (p53C), and that these aggregates
can penetrate cells. According to our findings, the aggregates enter cells using
macropinocytosis, a non-specific method of entry. Lastly, we also show that once
internalized by the cell, p53C aggregates can co-aggregate with endogenous p53
protein. Together, these findings suggest prion-like characteristics for p53 protein,
based on the fact that p53 can spontaneously aggregate, these aggregates can
penetrate cells and co-aggregate with cellular p53.

Keywords: prion, p53, protein aggregation
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INTRODUCTION

L’agrégation des protéines et son implication dans des

pathologies humaines

Le repliement protéique

Dans une cellule, les protéines sont synthétisées par les ribosomes en une
chaine d'acides aminés. Par la suite, la chaine polypeptidique nouvellement
formée se replie généralement pour adopter la conformation qui minimise le plus

possible son énergie libre. Cette conformation est retenue en place par des. -

interactions non covalentes entre les chaines latérales des acides aminés
comme les forcés de Van der Waals, des interactions électrostatiques et des
ponts hydrogene (ALBERTS, 2008). Le repliement peut étre facilité par la
présence de chaperones moléculaires, qui lient le polypeptide et le relachent
uniquement lorsque celui-ci a atteint la bonne conformation. Cependant, méme
dans des conditions optimales, il arrive que certaines protéines ne se replient pas
correctement. De fagon générale, une protéine adopte la structure qui lui permet
le plus possible d’enfouir les acides aminés aux chaines latérales hydrophobes
au cceur de la molécule. Une mauvaise conformation protéique peut mener a
Fexposition de telles chaines latérales hydrophobes dans le milieu cellulaire et
favoriser les interactions hydrophobes entre deux monoméres protéiques mal
replieés, menant a l'agrégation de cette protéine.. De plus, I'agrégation permet
souvent a la protéine d’atteindre un trés bas niveau d'énergie libre, stabilisant
davantage la molécule (SILVA et al., 2010). '

Afin de maintenir ses fonctions physiologiques, la cellule posséde plusieurs
moyens d’éliminer les protéines aberrantes. Normalement, la macroautophagie et

le systéme de dégradation par le protéasome, qui recoit les protéines ciblées par



les chaperones moléculaires, sont des meécanismes capables de garder le
nombre de protéines mal repliées a un niveau trés bas dans la cellule (NAEEM et
FAZILI, 2011). Mais, si ces mécanismes sont déficients ou si la quantité de
protéines a dégrader devient trop importante, celles-ci peuvent s'accumuler et
- causer des dommages importants a la cellule ainsi qu’a 'organisme en entier.

Défenses de la cellule contre 'agrégation des protéines

Au moment ou les protéines sont synthétisées par les ribosomes, elles se replient
souvent avec I'aide des chaperones moléculaires comme celles de la famille des
heat shock proteins. Dans le cytosol, ces chaperones interagissent normalement
avec les acides aminés hydrophobes exposés des protéines. Ce contact a
plusieurs fonctions: d’abord, il facilite le repliement des protéines en une
conformation tridimensionnelle favorable ou les résidus hydrophobés sont
protégés a lintérieur de la structure protéique. Ensuite, il empéche [auto-
association des monomeres ‘protéiques entre eux, pour éviter leur agrégation.
Enfin, si une protéine ne réussit pas a se replier‘correcteme'nt malgré la présence
des chaperones, elle sera ciblée pour la dégradation par un marquage de
polyubiquitine. La dégradation de telles protéines aberrantes est assurée par le
protéasome 26_8, une machinerie protéolytique présente en plusieurs copies
dans le cytosol (ALBERTS, 2008). Les protéines qui échappent a ce premier
contrle de qualité peuvent étre dégradées via un processus appelé
macroautophagie, au cours duquel une vésicule ‘composée de deux bicouches
lipidiques, 'autophagosome, englobe les protéines aberrantes et fusionne avec
un lysosome. La vésicule ainsi formée, appelée autolysosome, comporte des
hydrolases lysosomales et un pH acide qui permettent la. dégradation des
protéines mal replié¢es (BRUNDIN et al, 2010). Au niveau du réticulum
endoplasmique, un processus similaire de repliement médié par des chaperones
s’effectue et les protéines aberrantes sont aussi ciblées vers le protéasome pour

leur degradation par leur rétrotranslocation dans le cytosol. L'accumulation de



protéines mal repliées dans le cytosol ou dans le réticulum endoplasmique
entraine une réponse au choc thermique ou une réponse aux protéines mal
repliées, respectivement. Dans les deux cas, la réponse consiste en un
événement qui stimule la transcription de génes codant pour des chaperones
cytosoliques ou propres au réticulum endoplasmique (ALBERTS, 2008). Ces
chaperones tenteront alors de diminuer la quantité de protéines mal repliées
dans la cellule en se liant & celles-ci pour favoriser l'adoption de leur

conformation native.

Les pathologies associées au mauvais repliement de protéines

Le mauvais repliement et 'agrégation protéique sont impliqués dans plus de 30
pathologies humaines, dont plusieurs sont fréquentes dans la population (SILVA
et al., 2010; STEFANI, 2004). Dans certains cas, 'accumulation de protéines mal
repliées impliquées dans ces pathologies pourrait étre facilitée par le
vieillissement, période de la vie ol les cellules présentent parfois des déficiences
au niveau des voies de dégradation protéiques (PUOTI et al., 2012). Notamment,
un tel phénomene pourrait étre en partie responsable des maladies d’Alzheimer
et de Parkinson, deux pathdlogies neurodégénératives tres frequentes dans la
population agée de 65 ans et plus.

Certaines des pathologies associées au mauvais repliement protéique font partie
de la catégorie des amyloidoses, des maladies ou I'agrégation protéique prend la
forme de fibres amyloides. Un exemple classique d’amyloidose est celui de la
maladie d’Alzheimer (BARROW et al., 1992). Dans cette pathologie, le peptide
amyloide B (AB) est produit suite au clivage amyloidogénique de la protéine
précurseur de I'amyloide (APP). Une fois produit, il s’agrege pour former des
plaques extracellulaires qui s’accumulent autour des neurones du cerveau. La

présence de fibres amyloides, détectée par leur liaison a certains colorants



4

comme la Thioflavine T et le rouge de Congo (DOBSON, 2001), sert de signature
histopathologique pour plusieurs amyloidoses. En effet, la liaison des colorants
aux fibres amyloides est un bon outil de détection puisque la structure des fibres
est extrémement similaire malgré les différences des protéines et peptides qui
peuvent entrer dans leur composition. A la base de toutes les fibres amyloides se
trouve un cceur de feuillets B anti-paraliéles qui serait responsable de la liaison
des différents colorants aux fibres. En effet, la biréfringence verte observée a
l'aide de lumiére polarisée suite a la liaison des fibres amyloides au rouge de
Congo est considérée comme leur caractéristique principale (SIPE et al., 2012;
STEFANI, 2004). Ce type de fibre protéique est non ramifié et est formé de
protofilaments enroulés les uns autour des autres (NAEEM et FAZILI, 2011). Des
observations par diffraction aux rayons X révélent une structure appelée cross-
B au coeur de la molécule: les protofilaments sont formés de monoméres
protéiques dont les feuillets B sont placés perpendiculairement a I'axe de la
fibrille mais reliés par des ponts hydrogene paralieles a l'axe de la fibrille
(NAEEM et FAZILI, 2011; STEFANI, 2004). Les maladies a prion, la maladie de
Huntington, la sclérose latérale amyotrophique et les ataxies spinocérebelleuses
sont toutes des exemples d’amyloidose.



Longueur: 0,1-10 um
Dimensions Largeur: 6-12 nm
Diametre des protofilaments : 1,5-2,0 nm

» - Fibre non ramifiée, composée de protofilaments
Structure enroulés
- Protofilaments formés de feuillets B anti-paralleles

- Biréfringence verte observable a l'aide de lumiere
Coloration polarisée suite & la coloration avec le Rouge de Congo
' - Fibres colorées par la Thioflavine T

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques des fibres amyloides

Les fibres amyloides sont des agrégats protéiques ayant des particularités qui les

distinguent des autres agrégats. Parmi celles-ci, la caractéristique la plus

importante des fibres amyloides est la biréfringence observable lors de la liaison

du colorant Rouge de Congo. Informations tirées de (NAEEM et FAZILI, 2011;
SIPE et al., 2012; STEFANI, 2004).

Les fibres amyloides sont un exemple d’agrégat protéique, mais d’autres types
d’agrégats existent : des oligomeres, des agrégats annulaires ou encore des
agrégats amorphes. Les oligomeres sont une espece soluble composée d'au -
minimum deux monomeres protéiques. lls sont souvent les précurseurs d’aiutres
‘agrégats plus complexes, comme les fibres amyloides. Les oligoméres sont
soupgonnés comme étant lespéce protéique toxique dans plusieurs
amyloidoses. En effet, de la cytotoxicité neuronale a été montrée pour les
oligomeéres de la protéine prion (PrP) dans les maladies a prion (HUANG et al.,
2010; NOVITSKAYA et al., 2006) ainsi que du peptide AB et de la protéine tau
" dans la maladie d’Alzheimer (LAMBERT et al., 1998) (FLACH et al., 20.12). Un
autre type d’agrégat, des agrégats annulaires (en forme d’anneau ou de beigne)
peut étre formé, entre autres, par la protéine a-synucléine durant le
développement de I'atrophie multisystématisée (POUNTNEY et al., 2004), in vitro
par la protéine islet amyloid polypeptide (IAPP) humaine (CHEN et al., 2012) et
par le peptide AR (FINDER et GLOCKSHUBER, 2007). Les agrégats annulaires
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sont aussi soupgonnés pour étre toxiques, par leur capacité d’agir en tant que
pore ou canal a la surface cellulaire et d’induire un déséquilibre ionique, en plus
d’endommager la membrane plasmique (FINDER et GLOCKSHUBER, 2007;
VOLLES et LANSBURY, 2002). Enfin, il existe aussi un type d'agrégat amorphe,
qui caractérise un agrégat protéique dont la morphologie ne correspond ni a des
oligomeres, ni a des agrégats annulaires et qui ne posséde pas les
caractéristiques des fibres amyloides. Des agrégats amorphes peuvent étre
formés a partir de diverses protéines (impliquées dans des maladies ou non),
pourvu que celles-ci soient placées dans les bonnes conditions (KERMAN et al.,
2010; VETRI et al., 2011).

Il existe plusieurs pathologies associées au mauvais repliement protéique qui ne
sont pas considérées comme des amyloidoses. Elles sont toutes aussi dignes
d’intérét de par leur diversité, leur nombre et la possibilité que plusieurs'd’e'ntre
elles ne soient pas encore identifiées. Cette catégorie de pathololgies inclut entre
autres la pancréatite chronique, les cataractes, la fibrose kystique et le cancer en
genéral (NAEEM et FAZILI, 2011). Dans le cas de la fibrose kystique, la maladie
est causée par la présence d'une mutation dans la protéine cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR). La mutation la plus fréquente
dans la protéine CFTR est AF508, qui supprime un acide aminé et change la
séquence polypeptidique de la protéine, empéchant son repliement normal
(NAEEM et FAZILI, 2011). La machinerie de contrdle de qualité des protéines
reconnait alors une protéine mal repliée et la cible vers le protéasome pour sa
dégradation (STEFANI, 2004). Un individu qui posséde une telle mutation
développera la fibrose kystique puisqu"il ne produit pas de protéine CFTR

fonctionnelle.



Cas particulier : La protéine prion

Les maladies a prion sont des pathologies neurodégénératives associées au
mauvais repliement protéique trés largement documentées et dont l'agent
responsable, PrP, est étudié par de trés nhombreuses équipes de recherche dans
le monde. Ces pathologies sont caractérisées par des dysfonctions cognitive et
motrice et les individus atteints presentent des plaques amyloides au cerveau qui
consistent en une forme agrégée et infectieuse de la protéine prion, PrP*
(AGUZZI et al, 2008). Ces plaques extracellulaires sont le résultat d'une
agrégation et accumulation de PrP*° et la présence des plaques, détectable par
immunohistochimie, est couramment utilisée pour confirmer une maladie a prion
suspectée chez un individu a laide d’'une biopsie du cerveau (PUOTI et al,
2012).

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles et

I'implication de la protéine prion

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST), ou maladies a prion,
sont un groupe de pathologiés neurodégénératives infectieuses et toujours
fatales. Elles affectent plusieurs espéces animales incluant les cervidés, ovins,
félins et bovins. Une forme trés connue de maladie a prion est Fencéphalopathie
spongiforme bovine (ESB), appelée communément maladie de la vache folle.
Cette derniere s’est fait connaitre surtout lors de la crise alimentaire durant les
années 1980-1990 au Royaume-Uni, ou plusieurs centaines de milliers de bovins
ayant contracté la maladie ou ayant pu étre en contact avec des animaux
malades ont été abattus (AGUZZI et al., 2008).



Cependant, les maladies a prion peuvent aussi affecter les humains sous
diverses formes. Entres autres, les maladies a prion incluent le syndrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker, 'insomnie fatale familiale et la maladie de
Creutzfeldt-Jakob (CJD), cette derniére étant de loin la plus fl;équente. Dans le
cas du CJD, la maladie peut survenir de trois différentes fagons : sporadique
(85% des cas), familiale (5-15% des cas) ou acquise (< 5% des cas) (World
Health Organisation, 2012). Les formes sporadiques sont sans origine connue et
affectent de maniére égale tous les groupes ethniques. Les formes familiales,
quant a elles, sont causées par la présence de mutations dans le géne PRNP,
codant pour la protéine PrP. Ces mutations, qui se transmettent de génération
en génération de maniére autosomale dominante, sont la cause du changement
de structure de la protéine qui précéde son agrégation (TOMPA et al., 2002).
Enfin, les formes écquises des maladies a prion comprennent les maladies de
Creutzfeldt-Jakob variant (vCJD) et iatrogénique (iCJD), ainsi que le Kuru. Dans
le cas du vCJD, une série d'études suggerent fortement que la maladie aurait
comme origine la transmission d’ESB aux humains, fort probablement via
Fingestion de viande provenant d’animaux contaminés. En effet, le vCJD a fait
'son apparition en 1996 suite a la crise d’ESB survenue au Royaume-Uni entre
1986 et 2000 (AGUZZI et al.,, 2008). Actuellement, 225 cas de vCJD sont
répertoriés au monde (IRONSIDE, 2012). Finalement, pour ce qui est du iCJD, sa
transmission se fait plutét suite a une intervention médicale, comme une greffe,
une transfusion sanguine ou via l'utilisation d’instruments chirurgicaux mal
stérilisés (IMRAN et MAHMOOD, 2011). Toutes ces pathologies sont reliées a la
présence de la protéine prion, sans laquelle le développement d’'EST est

impossible.



La protéine prion cellulaire

La protéine prion cellulaire (PrP°) est synthétisée sous la forme d’un précurseur
de 253 acides aminés, puis sa forme mature est produite lorsque le peptide
signal N-terminal est clivé et qu’'une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) est
rajoutée durant son passage dans le réticulum endoplasmique. La protéine est
ensuite sécrétée dans le milieu extracellulaire et se fixe a la membrane
plasmique via son ancre GPI (ABID et SOTO; 2006; ERMONVAL et al., 2003).
La protéine peut aussi subir jusqu’a deux glycosylations, donc peut générer trois
formes : non-glycosylée, monoglycosylée ou diglycosylée (PUOTI et al., 2012).
Toute une panoplie de fonctions sont attribuées a PrP°, incluant la possibilité que
la protéine soit un récepteur liant le pepﬁde AB, qu’elle serve a la régulation
synaptique ou encore qu’elle ait un rlle dans la survie et croissance neuror{ale
(PUOTI et al., 2012). DG a Fexpression prédominante de PrP dans le systeme
nerveux central (SNC), les efforts pour définir la fonction physiologique de PrP
- sont principalement dirigés au niveau des neurones. Cependant, la protéine est
ubiquitaire et pourrait aussi avoir une fonction dans des cellules non-neuronales.
Actuellement, les fonctions les plus étudiées de PrP sont son effet
neuroprotecteur et son réle dans la liaison et le métabolisme du cuivre (ABID et
SOTO, 2006).

Le changement de conformation de PrP°® en PrP*°, a l'origine des maiadies a
prion, s’effectue spontanément selon un mécanisme dont les détails sont encore
inconnus, mais qui inclut 'apparition de feuillets B au lieu d’hélices a dans la
structure secondaire de la protéine. Cette modification structurale facilite
Fagrégation de PrP*°. Une fois sous forme agrégée, la protéine résiste
partiellement a la digestion par certaines protéases, notamment la protéinase K,
et devient insoluble dans certains détergents (ABID et SOTO, 2006.; PUOTI et al.,
2012). De plus, PrP* est connue pour recruter la protéine PrP°® native et lui

transmettre sa mauvaise conformation. Il en résulte donc une amplification auto-
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catalytique de I'agrégation de PrP*¢ et une accumulation des agrégéts sous forme
de plaques amyloides au cerveau. '

Les propriétés des prions

Etant donné le caractére atypique de la transmission des maladies a prion,
certaines caracteristiques, vérifiées expérimentalement, ont été attribuées a la
protéine prion afin de mieux définir le phénoméne. Premiérement, les agrégats
de la protéine prion comportent des interactions intermoléculaires fortes a un
point tel que I'agrégation est irréversible. Deuxiemement, les agrégats résistent a
la machinerie de dégradation cellulaire. Troisiemement, ces agrégats sont
capables de recruter des monomeres de la méme protéine afin de les faire
agréger (IMRAN et MAHMOOD, 2011). lls se propagent aussi d’'une cellule a
Fautre, dans lesquelles ils sont toujours capables de recruter des monomeres
protéiques de PrP° (BRUNDIN et al., 2010). Quatriemement, la transmission des
prions entre organismes a été confirmée comme étant possiblef d’un humain a
Fautre ainsi que d’un animal a un autre de la méme espéce, mais la transmission
naturelle d'une espéce a l'autre a uniquement été observée des bovins vers les
humains jusqu’a maintenant. Artificiellement, par exemple a l'aide d’inoculation
intracérébrale, il est cependant possible de transmettre des souches de prions
provenant de bovins, ovins ou cervidés, a d'autres espéces animales tels les
rongeurs et les primates (IMRAN et MAHMOOD, 2011): Enfin, la transmission
d’'un organisme a l'autre d’'une pathologie médiée par des agrégats protéiques
n’a jamais été observée dans des pathologies associées au mauvais repliement
protéique autres que celles dans lesquelles PrP est impliqué, sauf pour
amyloidose secondaire causée par le peptide amyloide A. Cette derniére
particularité définit donc le caractere unique du prion ‘en tant qu’agent infectieux
(GUEST et al., 2011). |
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Figure 1 : Les différents niveaux de transmission des prions

La transmission des prions s’effectue a plusieurs niveaux : le mauvais repliement
de PrP se transmet d’'une molécule a une autre, les agrégats de la protéine se
transmettent d'une cellule a Pautre ainsi que d’'un organisme a lautre. Tiré de
(MORENO-GONZALEZ et SOTO, 2011).

A la lumiére de ces caractéristiques, 'hypothése d’'un agent infectieux protéique
seul a été proposée il y a plusieurs décennies pour expliquer la transmission des
maladies a prion (GRIFFITH, 1967). L'’hypothése de la protéine seule suggére
que l'agent causal des EST ne comprend aucun acide nucléique et est composé
uniquement de la protéine PrP (AGUZZI et al., 2008; SOTO et al., 2006). La
théorie, bien que controversée, a été soutenue plus tard pér des publications de
Stanley Prusiner, gagnant d’'un prix Nobel en physiologie ou médecine en 1997
pour sa découverte des prions et chercheur actif dans le domaine (BONN et
AULT, 1997; PRUSINER, 1998; SAFAR et al, 2005). Les évidences pour
soutenir cette hypothése sont nombreuses. Elles incluent le fait que la protéine
PrP*° purifiée, lorsqu’injectée seule dans des animaux sains exprimant le géne
PRNP, cause l'apparition de maladies a prion (ABID et SOTO, 2006). De plus,
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des souris inactivées pour le géne PRNP ne développent jamais d’EST, ce qui
démontre une nécessité de PrP° pour le développement de la maladie. Enfin,
des mutations dans PRNP ont été identifiées dans tous les cas I’'EST familiales
(AGUZZI et al., 2008). L’hypothése d’une protéine seule est actuellement le
modele le plus largement accepté pour décrire 'agent infectieux des maladies a

prion.

Les autres hypothéses considérées concernant la nature de I'agent infectieux des
EST sont: Fhypothése du virino et I'hypothése selon laquelle des molécules
d’ARN spécifiques seraient nécessaires a la transformation de PrP° en PrP*°.
L’hypothése du virino, initialement proposée par Dickinson, A.G. et G.W. Outram
en 1988, affirmé que lagent infectieux des maladiés a prion est un acide
nucléique spécifique associé a ou protégé par une protéine encodée par 'héte,
plus précisément PrP°. La provenance de I'hote de la protéine protectrice pou‘rrait
expliquer les faibles réponses immunitaire et inflammatoire observées chez des
animaux ou individus atteints de maladies a prion (ROZEMULLER et al., 2012).
Malgré plusieurs études a ce sujet, la présence d’un acide nucléique dans les
particules infectieuses des maladies a prion n’a jamais été prouvée (PRUSINER
et DEARMOND, 1991; SAFAR et al., 2005). Enfin, la demiére hypothése suggére
un réle pour des molécules d’ARN spécifiques dans la conversion in vitro de PrP°
en PrP* (DELEAULT et al, 2003). Une étude a ce sujet a montré que
I'amplification de PrP* est stimulée par une préparation d’ARN de mammiféres,
mais pas par de 'ARN provenant d’invertebrés, qui ne développent pas d’'EST
(DELEAULT et al., 2003). Toutefois, le méme groupe de recherche a montré plus
récemment qu'en absence d’ARN, la propagation de la conformation de PrP*°
pouvait étre effectuée (du moins pour PrP* murin) et que la présence de
phosphatidyléthanolamine facilite cette propagation pour PrP*¢ de souris,
hamster, campégnol et cervidé (DELEAULT et al,, 2012). La présence de lipides
a souvent été associée a la propagation de PrP*¢ in vitro et in vivo, comme le
démontre I"étude de Wang, F. et al, 2010, ou la protéine PrP recombinante a été
utilisée pour infecter des souris par injection intracérébrale (WANG et al., 2010).
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Les prionoides

Que sont les prionoides?

La transformation d’une protéine native en une forme mal repliée et toxique a la
base d'une pathologie n'est pas un phénomene propre a la protéine prion
(SOTO, 2012). En effet, ce phénoméne est présent dans diverses pathologies
humaines neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, Huntington, Sclérose
latérale amyotrophique et tauopathies) ét non neurodégenératives (diabéte de
type 2) dans lesquelles sont impliquées une ou plusieurs protéines. On classe
ces protéines dans la catégorie des prionoides.

Les prionoides sont des protéines ayant certaines propriét'és propres aux prions,
sans toutefois posséder toutes leurs caractéristiques. Ainsi, ce sont des protéines
ayant généralement tendance a agréger qui présentent, dans la plupart des cas,
la capacité de transmettre leur conformation agrégée a la protéine native. Dans
certains cas, leurs agrégats sont aussi capables de se transmettre d'une cellule
a lautre. La différepce principale entre les prions et les prionoides repose sur le
fait que les prions sont des agents infectieux transmissibles d’un individu a l'autre
et capables de se propager dans la population au point de causer des épidémies
a grande échelle comme le Kuru ou 'encéphalopathie spongiforme transmissible
(AGUZZI et RAJENDRAN, 2009). En effet, l'infectiosité des agrégats de PrP*° a
été démontrée expérimentalement a plusieurs reprises par différentes équipes de
recherche (CHANDLER, 1961; CHANDLER, 1961; LASMEZAS et al., 1996;
LEGNAME et al,, 2004; WANG et al.,, 2010). Dans le cas des prionoides, la
transmission d’agrégats protéiques (autres que PrP*°) d'un organisme a l'autre a
déja été observée, mais uniquement en présence de conditions expérimentales
trés précises et, jusqua trés récemment, seulement a laide d'animaux
transgéniques (GUEST et al., 2011). Les agrégats du peptide AB, impliqués dans

la maladie d’Alzheimer, ont été tres étudiés a ce sujet. En 2006, l'injection
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d’homogénats de cerveau d’humains atteints d'Alzheimer dans le cerveau de
souris transgéniques qui suréxpriment la protéine précurseur de 'amyloide (APP)
a résulté en des dépdts importants d’AB dans I'hippocampe des animaux. En
revanche, l'injection dhomogénats de cerveau d’humains agés mais non affectés
par la maladie d’Alzheimer a produit seulement des dépdts minimes d’AB chez
les souris (MEYER-LUEHMANN et al.,, 2006). D’autres travaux ont plus tard
confirmé ces résultats expérimentaux en montrant que méme des agrégats
injectés dans la cavite intra-péritonéale des souris pouvaient initier une B-
amyloidose au cerveau (EISELE et al., 2010; MORALES et al.,, 2011). Plus
récemment, l'injection d’agrégats purifiés de la protéine tau dans le cerveau de
souris C57BL/6 de type sauvage a causéll’a.pparition de filaments et oligomeéres
pathologiques de tau chez ces souris (LASAGNA-REEVES et al., 2012). De plus,
les animaux ainsi affectés présentaient aussi des déficits de mémoire, indiquant
une propagation de la tauopathie chez les souris infectées. Etant donné ces
résultats, il est présentement . impossible d’éxclure la possibilité que ces
pathologies se transmettent d’'un individu a un autre, mais les études actuelles
n’en montrent pas la preuve chez les humains.

Prionoides connus | . _

Les prionoides incluent des protéines bien connues dans le domaine des
patHoIogies neurodégénératives, éomme le peptide AB, impliqué dans la maladie
d’Alzheimer et les protéines a-synucléine et Huntingtin dans les maladies de
Parkinson et de Huntington, respectivement (SOTO, 2012). Pour chacune de ces
protéines, la transmission de la mauvaise conformation de I'agrégat a la protéine
native a éte confirmée et le transfert d’agrégats de cellule en cellule a aussi été
montré in cellulo de fagon convaincante. '
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Rec:’utement Transmission | Transmission Proteu_'le seule
Protéine e’l a cellule- entre suffisante
protéine . pour
native cellule organismes Pinfection
Prpse Oui Oui Oui Oui
Amyloide A Oui N/A Oui Oui
Amyloide B Oui N/A Oui Oui
Tau Oui Oui Oui ?
SOD1 Qui Oui ? ?
TDP-43 Oui ? ? ?
Huntingtin Oui Oui Non Non
a-synucléine Oui Oui ? ?
IAPP Oui N/A ? ?

Tableau 2 : Les prionoides possibles et leurs caractéristiques

Plusieurs protéines impliquées dans des maladies neurodégénératives sont
actuellement considérés comme des prionoides puisqu’elles possedent certaines
des caractéristiques des prions. A cette liste se rajoute la protéine |APP,
impliguée dans le diabéte de type 2.La mention «QOui» indique que la
caractéristique a été confirmée pour cette protéine; la mention «Non» indique que
la caractéristique n’est pas retrouvée chez cette protéines; N/A indique que la
caractéristique ne s’applique pas dans ce cas et «?» signifie qu’aucune étude n’a
montré la caractéristique jusqu’a maintenant. Modifié de (AGUZZI, 2009;
FURUKAWA et al., 2011; GUEST et al., 2011; LASAGNA-REEVES et al., 2012;
STOHR et al., 2012). -

Le tableau 2 résume les différentes protéines considérées comme des prionoides
possibles ainsi que les propriétés qui leur sont attribuées. Cependant, ce ne sont
pas toutes les caractéristiques des prions que I'on peut appliquer directement a
tous les prionoides. Par exemple, les agrégats formés par les peptides amyloide
A et B ont une localisation extracellulaire. Puisque ces peptides sont sécrétés a
lextérieur des cellules, ils sont directement accessibles et les agrégats n’'ont
aucun besoin d’entrer dans les cellules pour propager leur mauvais repliement au
sein d'un tissu. Toutefbis, I'absence de transmission cellule-cellule n'empéche
pas nécessairement ces agrégats d'étre transmissibles a plus grande échelle,

soit d’'un organisme a un autre.
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Le recrutement de la protéine native par des agrégats protéiques pour induire
son mauvais repliement est une caractéristique qui a été montrée pour tous les
prionoides connus. De fagon générale, la démonstration d’'un tel phénomeéne se
fait en montrant la co-agrégation de la protéine agrégée avec la protéine native,
soit par microscopie confocale ou détection des deux formes de la protéine par
immunobuvardage dans des cellules. Les deux méthodes ont été utilisées pour
montrer la formation d’agrégats insolubles dans le détergent sarkosyl de la
protéine transactivation response element (TAR) DNA-binding protein-43 (TDP-
43) (FURUKAWA et al, 2011). TDP-43 est une protéine impliquée dans la
régulation génique et I'épissage d’ARN messager et connue pour agréger dans Ié
sclérose latérale amyotrophique (ALS) (NEUMANN et al., 2006). Dans I'étude de
Furukawa, Y. et. al, 2011, des agrégats de la protéine TDP-43 recombinante
marqués a laide d’'une sonde fluorescente sont transduits dans des cellules
exprimant la protéine TDP-43 fusionnée a une étiquette hémagglutinine (HA). Les
auteurs visualisent clairement la co-agrégation des deux protéines dans ces
cellules et peuvent différencier la protéine TDP-43 cellulaire des agrégats
transduits grace a un marquage spécifique ciblant I'etiquette HA. Ensuite, les
cellules transduites ou non avec les agrégats ont été lysées dans le sarkosyl. Par
immunobuvardage Western, les auteurs indiquent un enrichissement de TDP-43
étiquetée HA dans la fraction insoluble dans le sarkosyl et ce, uniquement pour
les cellules qui ont été transduites avec les agrégats recombinants. Ces résultats
démontrent donc que la protéine TDP-43 celluléire forme des agrégats insolubles
dans le sarkosyl lorsque mis en présence d'agrégats de TDP-43. La co-
agrégation observée par microscopie a également été utilisée pour montrer le
recrutement de la protéine native par des agrégats extracellulaires de Huntingtin
(KOPITO, 2000); SOD1 (MUNCH et al., 2011) et a-synucléine (LUK et al., 2009).
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Figure 2 : Recrutement de la protéine cellulaire TDP-43 par des agrégats
exogénes de TDP-43 recombinant fluorescents

Les agrégats fluorescents de TDP-43 transduits dans des cellules en culture
causent l'agrégation de la protéine TDP-43 cellulaire (étiquetée HA). Les
agrégats ainsi formés sont insolubles dans le détergent sarkosyi utilisé pour lyser
les cellules. Basé sur les résultats de (FURUKAWA et al., 2011).

La protéine a-synucléine a quant a elle été un des premiers prionoides pour
lesquelles la transmission de cellule en cellule a été observée. Cette protéine,
dont la fonction précise est encore inconnue, agrége dans les neurones de
_patients atteints de la maladie de Parkinson, de démence a corps de Lewy et
d’atrophie multisystématisée (AULUCK et al, 2010). La transmission des
agrégats d'a-synucléine a été constatée .Iorsque des cellules neuronales
embryonnaires greffées dans des patients souffrant de la maladie de Parkinson
ont acquis des agrégats de la protéine a-synucléine (LI et al., 2008). Cette
observation suggére que les agrégats d’'a-synucléine peuvent étre transmis d’'une
cellule a une autre. Par la suite, la transmission cellule-cellule a été montrée
expérimentalement pour a-synucléine (DESPLATS et al, 2009) ainsi que
d’autres protéines par co-culture couplée a la microscopie ou cytométrie de flux.
Par exemple, en 2009, Frost, B. et. al., ont montré la propagation d'une cellule a
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une autre des agrégats de tau par des expériences de co-culture. Une co-culture
entre des cellules transfectées avec tau-YFP (incubées en présence d’agrégats
de la protéine tau recombinante) et des cellules transfectées simplement avec
mCherry leur a permis d’observer, par microscopie, le transfert des agrégats
nouvellement formés de tau-YFP vers les cellules exprimant mCherry. Les
auteurs ont également quantifié la fréequence du phénomeéne par cytométrie de
flux; ils ont déterminé que le transfert de tau-YFP vers les cellules mCherry se
produit dans environ 1% des cellules, comparativement a 0,3% des cellules
lorsque la co-culture n'est pas mise en contact avec des agrégats de tau
exogénes (FROST et al., 2009).

Co-culture Co-culture
+ agrégats Tau recombinant - agrégats Tau recombinant

Légende
« Agrégat de tau recombinant
= Agrégat de tau -YFP

e Protéine tau-YFP soluble

Figure 3 : Transmission de cellule en cellule des agrégats de tau-YFP

La présence d’agrégats de tau recombinant exogénes cause 'agrégation de tau-
YFP cellulaire. Les agrégats de tau-YFP sont ensuite capables d’étre transférés
d’une cellule a un autre, comme le montre la cellule rouge (qui exprime mCherry)
dans laquelle on retrouve un agrégat de tau-YFP. Basé sur les résultats de
(FROST et al., 2009).
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Enfin, la transmission d’'un organisme a un autre des pathologies associées aux
prionoides n'a été montrée que pour un seul candidat, le peptide sérique
amyloide A. Cependant, la transmission ne s’est jusqu’a maintenant uniquement
effectuée entre des guépards captifs, a travers la présence d’agrégats du peptide
dans les feces des animaux qui sont transmis a d’autres animaux par la voie
orale (ZHANG et al, 2008). Méme si la transmission intercellulaire n’est pas
nécessairement une caractéristique pour cet agrégat puisque le peptide est
sécrété, 'ensemble des caractéristiques associées a ce peptide sont celles qui
répondent le mieux aux critéres établis pour un prionoide. En effet, il se produit
un recrutement du peptide natif par les agrégats, une transmission a travers les
tissus de la rate et du foie (ZHANG et al, 2008) et une transmission entre
organismes des agrégats du peptide sérique amyloide A (GUEST et al., 2011).

Récemment, de nouvelles études ont permis d’inclure plusieurs autres protéines
dans la catégorie des prionoides, basé sur leurs ressemblances avec les prions.
Chacune des protéines mentionnées posséde une ou plusieurs des propriétés
des prions, sans que toutes les caractéristiques ne soient montrées
expérimentalement pour un méme candidat. Donc, aucune de ces protéines ne
peut étre considérée comme un prion, mais elles font toutes partie de la catégorie
des prionoides. Plusieurs autres protéines associées a des pathologies sont a
Fétude afin de démontrer leurs propriétés prionoides, s’il y a lieu. Ce domaine
d’étude gagne en ampleur et'cible maintenant des protéines impliquées dans des
maladies non neurodégénérative‘s comme le diabete de type 2 (ZRAIKA et al,
2010) et le cancer (SILVA et al., 2010) Eventuellement,. un grand nombre de

pathologies pourront peut-étre s’expliquer de cette fagon.
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Protéine d’intérét : p53

La protéine p53 est un facteur de transcription dont le réle principal est
d’empécher le développement de cellules cancéreuses. En effet, p53 est une
protéine suppresseure de tumeurs qui active la transcription de protéines
impliquées dans larrét du cycle cellulaire, la réparation de 'ADN et I'apoptose.
Cette protéine apparait comme bon candidat prionoide pour plusieurs raisons. En -
premier lieu, agrégation de la protéine p53 recombinante a été montrée in vitro
par plusieurs équipes de recherche a laide de différentes conditions
expérimentales, comme des traitements a une haute pression, la chaleur ou un
pH acide (ISHIMARU et al., 2003; LEE et al., 2003; RIGACCI et al, 2008). De
plus, 'agrégation de p53 a aussi été observée in vivo dans des cellules tumorales
(MOLL et al, 1996; OSTERMEYER et al., 1996). Enfin, la co-agrégation d'un
mutant pathologique de p53 avec la forme sauvage de la protéine (p53 WT) a été
confirmée dans des tissus cancéreux mammaires et colorectaux (ANO BOM et
al., 2012; XU et al., 2011). Mises ensemble, ces observations suggérent un role
pour l'agrégation de p53 dans certains cancers. Tout comme la protéine prion,
p53 serait donc une prdtéine aux propriétés agrégatives associée au

développement d’'une pathologie, le cancer.

Structure et fonction de la protéine p53

Structure de la protéine p53

La protéine p53, encodée par le géne TP53, est un facteur de transcription qui
regule un grand nombre de génes impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire
et l'apoptose (BUTLER et LOH, 2003). La protéine est composée de trois
domaines : un domaine de transactivation a I'extrémité amino-terminale, un

domaine central de liaison a FADN et un domaine de tétramérisation a I'extrémité
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. carboxy-terminale, qui permet a la protéine d'atteindre sa forme active, le
tétramere.

Le domaine N-terminal de p53, composé des acides aminés 1-93, peut étre
divise en deux sous-domaines : un sous-domaine de transactivation (résidus 1-
62) et une région riche en proline (résidus 63-93). Une particularité importante du
sous-domaine de transactivation est son caractére non-structuré -(BELL et al.,
2002). Cette portion de la protéine sert a la liaison de plusieurs différents
régﬁlateurs’ négatifs, co-activateurs transcriptionnels et la machinerie de

transcription (NATAN et al.,, 2011). La portion riche en proline, quant a elle,

~ permet de former une région de liaison rigide entre le domaine N-terminal et le

domaine central de la protéine et forme une structure en hélice polyproline Il
(NATAN et al., 2011). C’est également cette région qui est responsable du poids
apparent de 53 kDa de p53 sur gel dé polyacrylamide dénaturant. En effet, le
grand nombre de résidus proline dans cette région ralentit sa migration dans le
gel méme si théoriquement, la protéine a un poids moléculaire de 43,7 kDa |
(ZIEMER et al., 1982). Le domaine N-terminal de p53 comporte aussi un site de
liaison extrémement important, celui de son régulateur négatif, la protéine mouse
double-minute 2 (MDM2) (RIGACCI et al., 2008). MDM2, une E3 ubiquitine-
ligase, facilite 'ajout de l'ubiquitine a p53 de fagon a promouvoir sa dégradation
par le protéasome. |l est aussi intéressant de noter. que MDM2 est le produit d’'un
géne inductible par p53 (SASAKI et al., 2007).

Le domaine central de p53 (résidus 94-312) est responsable de la liaison de la
protéine avec 'ADN. Ce domaine posséde une trés faible stabilité themique et
chimique (BELL et al., 2002). Au niveau de sa structure, on note la formation d’'un
B-sandwich anti-paralléle et de deux boucles, L2 et L3, qui déterminent la stabilité
globale de la protéine. Deux ions de Zn?*, essentiels a la liaison de p53 avec
I;ADN, sont coordonnés aux résidus Cys176, His179, Cys238 et Cys242 et
permettent a la boucle L3 de se lier au sillon mineur de la double hélice d’ADN
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(BUTLER et LOH, 2003; XU et al, 2012). Chez les cellules cancéreuses, ce
domaine est la cible de multiples mutations ponctuelles, qui déstabilisent
davantage le domaine, soit en empéchant la liaison d’un des ions Zn?* (BUTLER
et LOH, 2003), en réduisant la thermostabilité de la protéine, qui adopte alors une
forme majoritairement non structurée (BULLOCK et al., 1997; BUTLER et LOH,
2003) ou encore en inhibant sa liaison a 'ADN s’il s’agit d'un acide aminé en
contact direct avec 'ADN (BUTLER et LOH, 2005). Le domaine central de p53
est celui ou se retrouvent plus de 95% des mutations répenroriées dans les

cancers.

Le domaine C-terminal de p53, aussi nhommé domaine de tétramérisation,
comprend les acides aminés 313-393 de la protéine et lui permet d’adopter la
bonne structure quaternaire pour pouvoir se lier a 'ADN. La structure de ce
domaine a été bien caractérisée par résonance magnétique nucléaire et
cristallographie par rayons X: un brin B (résidus 326-333) et une hélice a
(résidus 335-355) sont séparés par une un coude formé de la glycine en position
334 (KAMADA et al., 2011). L'oligomérisation du domaine en un tétrameére est
effectuée d’abord par un rapprochement de deux brins B de maniére anti-
parallele pour former un feuillet B, puis par dimérisation anti-paralléle des deux
hélices a. Deux dimeéres forment ensuite un tétramére en plagant leurs quatre
hélices a au cceur de la molécule. Le tétramere est stabilisé par des interactions
hydrophobes, des ponts hydrogéne et un pont intermonomérique formé entre les
résidus arginine en positions 337 et 352 (GALEA et al., 2005; HIGASHIMOTO et
al., 2006). De multiples mutations dans ce domaine sont aussi retrouvées en lien
avec le cancer, montrant le caractere essentiel de la formation du tétrameére de
p53 pour son activité en tant que facteur de transcription. En effet, la
tétramérisation de la protéine p53 est essentielle pour une bonne liaison de la
protéine a 'ADN (HIGASHIMOTO et al., 2006).

Des séquences de localisation nucléaire, au nombre de trois, sont présentes

dans la portion C-terminale de p53, ce qui permet a la protéine d’étre importée au
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noyau afin d'effectuer sa fonction. p53 comporte aussi deux séquences
d’exclusion nucléaire, une en N-terminal et une en C-terminal. Cette derniére est
masquée lors de I'oligomérisation de la protéine, ce qui prévient I'export nucléaire
une fois sous forme de tétramére (LOHRUM et al., 2001).

Les diverses fonctions de p53

Toute une gamme-de fonctions ont été attribuées a la protéine p53, incluant des
réles dans la répafation des dommages a 'ADN, la modification de la chromatine,
I'arrét du cycle cellulaire, la sénescence et 'apoptose. Cependant, la protéine est
majoritairement connue pour son réle dans l'inhibition de la prolifération cellulaire
et s’est méme mérité le surnom de «gardien du génome». Pour inhiber le
développement de cancers, p53.agit surtout en stoppant le cycle cellulaire afin de
. permettre la réparation adéquate de I'ADN ou en promouvant l'apoptose,
empéchant ainsi la prolifération de cellules aberrantes (VOUSDEN et PRIVES,
2009). En effet, p53 peut activer la transcription de p21, une protéine inhibitrice
des kinases cycline-dépendantes capable de stopper le cycle cellulaire en phase

G1. L’arrét du cycle cellulaire permet alors a la cellule de soit réparer 'ADN |
endommagé a l'aide des protéines XPC et GADD45, dont I'expression est aussi
régulée par p53, ou de causer l'apoptose, une voie utilisée lorsque les
dommages a 'ADN sont trop inﬁportants (WEINBERG, 2007). Les principaux
signaux reconnus pour activer p53 sont les dommages a 'ADN, ce qui inclut
activation de certains oncogénes, le raccourcissement des télomeéres et les
effets des rayons ultraviolets ou des inhibiteurs de topoisomérase (BALINT et
VOUSDEN, 2001; BORRAS et al., 2011). Néanmoins, l'activation compléte de la
protéine nécessite d'autres facteurs, comme des modifications post-
traductionnelles et l'inactivation de MDM2, une E3-ubiquitine ligase connue pour

promouvoir la dégradation de p53.
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Les modifications post-traductionnelles impliquées dans l'activation de p53 sont
principalement effectuées au niveau de son domaine C-terminal et régulent la
liaison de la protéine a FADN. Ces modifications peuvent étre diverses
(sumoylation, phosphorylation, déphosphoryiation, acétylation, glycosylation et
ribosylation) et différent selon le stress auquel la cellule a été exposée (SMEENK
et LOHRUM, 2010). Toutefois, la phosphorylation des sérines 15 et 20 de p53 est
généralement considérée comme [I'étape initiale pour la stabilisation de la
protéine, puisque ces phosphorylations diminuent I'interaction de celle-ci avec
son régulateur négatif, MDM2 (BORRAS et al., 2011). Ensuite, la protéine activee
peut jouer son rdle via l'activation ou la répression de la transcription de ses
genes cibles, impliqués dans le cycle cellulaire, 'apoptose, P'angiogénese, la
différenciation cellulaire et la réponse immunitaire (BORRAS et al., 2011).

Méme si la plupart des rdles de p53 s'effectuent par des mécanismes
dépendants de I'activation ou la répression transcriptionnelle, la protéine possede
aussi d’autres activités biologiques indépendantes de la transcription et plusieurs
fonctions cytoplaémiques ont méme été attribuées a p53 (GREEN et KROEMER,
2009). Entre autres, p53 peut déclencher I'apoptose méme en I'absence de son
domaine central de liaison a 'ADN; la protéine peut se localiser a la membrane
externe mitochondriale afin de permettre le relachement de facteurs pro-
apoptotiques de I'espace intermembranaire mitochondrial par pemrméabilisation de
la membrane externe. L'inhibition de l'autophagie par p53 cytoplasmique est
également bien documentée (GREEN et KROEMER, 2009). Enfin, p53 peut
~‘aussi se situer au noyau et jouer un réle direct dans la réparation -de 'ADN en
participant a sa réparation par excision de bases (BALINT et VOUSDEN, 2001).
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Les mutations de p53 dans le cancer

Il est actuellement largement reconnu que plus de la moitié des cancers humains
comportent une mutation dans le gene TP53 qui résulte en la perte de fonction |
de la protéine p53 (BULLOCK et FERSHT, 2001). Plus du trois quarts de ces
mutations sont des mutations faux-sens, qui remplacent un seul acide aminé par
un autre dans la protéine, et 95% de ces mutations se produisent dans le
domaine de liaison a I'ADN de la protéine (BULLOCK et FERSHT, 2001;
MENENDEZ et al., 2009; VOUSDEN et LU, 2002).
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Figure 4 : Principales mutations oncogéniques de la protéine p53

La protéine p53 comporte un domaine de transactivation en N-terminal (résidus
1-93), un domaine central de liaison a 'ADN (résidus 94-312) et un domaine de
tétramérisation en C-terminal (résidus 313-393). Plus de 95% des mutations
ponctuelles retrouvées dans le cancer sont situées dans le domaine central, les
6 principales étant inscrites dans FPhistogramme. Adaptée de (BULLOCK et
FERSHT, 2001). '

Deux classes prédominantes de mutations sont fréquemment retrouvées dans
p53 dans les cancers humains: les mutations de contact et les mutations

structurales. Les mutations de contact sont celles qui changent la nature d'un
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acide aminé qui se trouve directement en contact avec 'ADN. La liaison de la
protéine a 'ADN est donc compromise dans une telle situation et I'activité de la
protéine peut étre soit réduite ou completement abolie. Les mutations les plus
fréquentes de ce type affectent les résidus 248 et 273 de p53 (LIU et al., 2010).
Les mutations structurales, quant a elles, incluent toutes les mutations qui
déstabilisent la conformation tridimensionnelle de p53. Elles peuvent soit
perturber localement la structure de la protéine ou méme, dans certains cas,
causer une dénaturation compléte (BULLOCK et FERSHT, 2001; LIU et al,
2010). Dans tous les cas, ces mutations empéchent la protéine d'effectuer sa
fonction premiére en tant que fécteur de transcription, ce qui facilite I’apparitioh
de cellules cancéreuses (MULLER et al., 2011).

En présence d’'une mutation, 'expression de la protéine p53 n’est généralement
pas affectée dans les cellules cancéreuses; elle est méme trés souvent
augmentée. De récentes études suggerent que les mutations dans la protéine
p53 pourraient non seulement abolir la fonction de pS3WT, mais aussi permettre
un gain de fonction a la protéine mutante afin de promouvoir le cancer (LIU et al.,
2010). En effet, dans un .contexte ou seul p53 mutant est exprimé, des
expériences ont montré de nouvelles fonctions associées a la protéine, entres
autres au niveau de la prolifération,” 'instabilité génomique et la résistance a
Papoptose (MULLER et al., 2011). Certains auteurs vont jusqu’a proposer un tout -
nouveau transcriptome ciblé par la version mutante de la protéihe (MENENDEZ
et al., 2009; MULLER et al., 201 1). De plus, p53 mutant est connu pour interférer
avec la fonction d’autres protéines, comme p63 et p73, des membres de la méme
famille que p53 (LI et PRIVES, 2007), ou d’autres protéines impliquées dans la
réparation de 'ADN ou le processus métastatique (MENENDEZ et al., 2009;
.MULLER et al., 2011). Le gain de fonction engendré par I'expression des mutants
de la protéine p53 pourrait donc avoir des effets benéfiques pour les cellules
cancéreuses. De plus, la cellule cancéreuse n'a pas avantage a avoir deux
copies mutantes de p53, puisque l'allele muté de la protéine posséde une activité

dominant-négative. En effet, I'allele codant pour la protéine mutée est connu pour
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interférer et faire obstacle a la forme sauvage de la protéine a la maniére d’'un
allele dominant-négatif (WEINBERG, 2007). Donc, la présence d'un seul allele
‘mutant suffit a la cellule pour éliminer l'activité de la protéine p53WT. Ce
phénomene est particulierement bien illustré lors de la formation de tétraméres
de p53 dans une cellule comportant un aliéle mutant pour p53. Considérant que
la mutation n"'empéche pas I’oligomérisation de la protéine, 15 des 16 possibilités
de tétrameéres formés comportent au moins un monomere de la protéine mutée
(Figure 5), entrainant une diminution ou abolition compléte de la fonction de ces
tétrameéres. Donc, méme si 50% des protéines p53 dans la cellule sont intactes,
- seulement un tétramére sur 16 est entierement actif. Une mutation dans un seul
allele de p53 est donc avantageuse pour la cellule cancéreuse, comparativement
a une mutation 'qui entrainerait I'abolition compléte d'une copie du gene
(WEINBERG, 2007).
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Figure 5 : L’aspect dominant-négatif d’un mutant de p53

Dans des cellules comportant un seul allele mutant du géne TP53, les tétraméres
de la protéine p53 formés sont en grande majorité partiellement ou totalement
inactifs. L’aspect dominant-négatif des mutants de p53 Fs'illustre par le
changement de conformation de la protéine pS3WT par la protéine mutée. Tous
les tétrameres qui comportent au moins une copie de la protéine mutante sont
donc affectés. Tirée de (WEINBERG, 2007).
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Néanmoins, 50% des cancers retiennent la protéine pS3WT et plus
particulierement dans les cancers du sein, seulement 30% comportent une
mutation dans p53. L’équipe de Moll, U.M. et. al. a investigué le phénomeéne
davantage et a déterminé que les cancers du sein utilisaient une toute autre
meéthode que les mutations pour inactiver la protéine p53. En effet, la fonction de
régulation négative de la prolifération cellulaire normalement induite par p53 est
inhibée dans les cellules de cancer du sein via un mécanisme d’exclusion-
nucléaire. Dans cette étude, les auteurs ont observé que dans 37% des tissus de
cancer du sein étudiés, la protéine p53WT était accumulée au cytoplasme des
cellules (MOLL et al., 1992). Etant donné que la fonction principale d’arrét de la
prolifération de p53 s'effectue au noyau, I'exclusion de la protéine du noyau
'empéche d’effectuer sa fonction.

Le lien entre p53 et les prionoides

Evidences moléculaires de ressemblance entre la protéine p53 et PrP

Les protéines p53 et PrP sont toutes deux impliquées dans des maladies ou le
repliement protéique peut faire ou est déja connu pour faire partie du mécanisme
de pathogénese. Outre ce fait, pluéieurs autres caractéristiques permettent
d’associer l'implication de PrP dans les maladies a prion au réle de p53 dans le
développement du cancer. Des liens entre p53 et PrP peuvent étre établis tant au

niveau fonctionnel que structural.

D’abord, p53 est une protéine dont 'agrégation peut étre induite en présence de
différentes conditions expérimentales, tout comme PrP. En effet, plusieurs
équipes de recherche ont indépendamment démontré la capacité d’agrégation de
la protéine p53. Dans la plupart des cas, seul un domaine de p53 était utilisé pour

former des agrégats in vitro. En 2003, 'équipe d’lshimaru et al. a produit
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plusieurs types d’agrégats a partir du domaine central de p53 en utilisant
diverses techniques d’agrégation. Des agrégats en forme de granules ont été
formés par la chaleur et la formation d’agrégats annulaires ou en forme de fibres
a été induite par une forte pression. Les agrégats en forme de fibre liaient
fortement la Thioflavine T, un marqueur de fibres amyloides. Dans une étude
plus récente, la méme équipe de recherche caractérise plus en détail les fibres
formées a partir du domaine central de p53 avec la mutation R248Q. En
conditions physiologiques, c’est-a-dire lors de I'incubation de la protéine a 37 °C
pendant 2 h, la protéine forme des agrégats capables de lier fortement la
Thioflavine T (ANO BOM et al., 2012). Lorsqu'observés au microscope
électronique, les agrégats formés sont hétérogénes : ils sont composés de fibres,
d’'oligoméres et d'agrégats amorphes. Cependant, la biréfringence de ces
agrégats observée suite a la liaison du colorant Congo Red confirme leur
caractéere amyloide. En ce sens, les agrégats de p53 ainsi formés démontrent
des similarités avec ceux de PrP ou d’autres protéines reliées a des maladies
amyloidogéniques, de par leur morphologie et liaison & des colorants spécifiques
aux fibres amyloides (ANO BOM et al., 2012; ISHIMARU et al., 2003). Puisque le
dbmaine central de liaison & 'ADN de p53 est celui ou se trouvent 95% des
mutations retrouvées dans les cancers, c’est également le domaine le plus étudie
de la protéine. Néanmoins, les autres domaines de la protéine sont aussi tres
importants pour sa fonction, et des groupes de recherche se sont tout de méme
penchés sur leur capacité dagrégation. Des agrégats de type «ruban
moléculaire» de p53 ont été formés a partir du domaine C-terminal en conditions
acides et en présence d'une haute température (LEE et al,, 2003). Enfin, des
agrégats en forme de fibres du domaine N-terminal de la protéine ont été créés
en incubant la protéine recombinante dans un tarhpon acide (RIGACCI et al.,
2008). Peu d'études ont été effectuées au sujet d’agrégats de la protéine entiére,
bien que la moitié des cancers comportent la protéine pS3WT et pleine longueur
(p53FL).
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Comme discuté. précédemment, les cellules cancéreuses comportent souvent
des mutations dans la protéine p53. Celles-ci peuvent soit causer la perte de
fonction directe du facteur de transcription par incapacité de lier FADN, ou causer
un changement dans la structure protéique, ce qui méne également a la ~perte de
fonction de p53. De fagon similaire, les mutations de PrP° retrouvées dans les
formes génétiques des maladies a prion sont aussi soupgonnées pour affecter la
structure de la protéine. Ce phénoméne n’a pas été prouvé, mais des chercheurs
pensent que ces mutations facilitent le mauvais repliement de PrP° en PrP*
(ABID et SOTO, 2006; AGUZZI et al., 2008; MORENO-GONZALEZ et SOTO,
2011). Des mutations dans la protéine permettent donc autant a p53 que PrP de
prédisposer un individu a une pathologie associée au mauvais repliement

protéique.

Au niveau structural, PrP et p53 comportent également des similarités. Par
exemple, les deux protéines contiennent un domaine N-terminal partiellement
non-structuré (BELL et al., 2002; DONNE et al., 1997). Dans le cas de p53, des
études suggerent que sa portion N-terminale non structurée permet a la protéine
de lier différents partenaires d’interaction. Cette polyvalence de liaison
contribuerait donc a expliquer les roles de p53 dans la régulation d’autant de
processus cellulaires (GALEA et al, 2008). En comparaisoh avec les autres
factéurs de transcription, p53 ne fait-pas exception : la présence d’'un domaine
protéique flexible est un phéenomene courant chez les activateurs ou inhibiteurs
de la transcription (LODISH et al., 2005; KHAN et KUMAR, 2009). Une telle
flexibilité structurale permet en effet aux facteurs de transcription de lier de.
multiples différentes protéines ayant pour but la régulation de I'expression
génique. Grace a celle-ci, la cellule peut produire une quantité minimale de
facteurs de transcription différents, ceux-ci étant capables de créer une variété
étonnante de combinaisons bar leur liaison a un trés grand nombre de
partenaires (KHAN et KUMAR, 2009).
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De fagon intéressante, la portion N-terminale non-structurée de PrP est aussi
associée a une foule de fonctions cellulaires comme Pendocytose de PrP, la
neuroprotection, la localisation nucléaire et la conversion de PrP® en PrP*°
(BELAND et ROUCOU, 2012). La protéine PrP posséde aussi une région
composée de séquences de huit acides aminés répétés plusieurs fois, nommée
_octapeptide repeat dans son domaine N-terminal non structuré. Ces séquences
servent, entre autres, a lier des ions divalents de cuivre (Cu?*), de zinc ou de
nickel. Lorsque cette région de la protéine lie des Cu®*, elle devient partiellement
repliée, c’est-a-dire que la liaison des ions cause l'apparition d'une structure dans
la protéine (BREYDO et UVERSKY, 2011). Il a aussi été montré que la liaison de
Cu?® par PrP promouvoit I'agrégation de la protéine en oligoméres et agrégats
amorphes (BOCHAROVA et al., 2005). A la lumiére de ces résultats, il est clair
que la région non structurée de PrP peut jouer un réle au niveau de son
agrégation et il serait donc important de vérifier si c’est également le cas pour le
domaine N-terminal non structuré de p53. Enfin, 'absence de structure d’une
région protéique est aussi une caractéristique de plusieurs protéines impliquéés
dans des maladies, dont plusieurs prionoides, tels qu’ApB, tau, a-synucléine et
Huntingtin (BREYDO et UVERSKY, 2011).

Gain et perte de fonction reliés a 'agrégation

La transformation de PrP°® en PrP*° résulte non seulement en la perte de fonction
de la protéine native, mais aussi en un gain de fonction de la forme agrégeée.
L'hypothése la plus généralement acceptée propose que PrP% acquiére des
propriétés toxiques une fois agrégée. En fait, les agrégats de PrP* sont
responsables de plusieurs événements toxiques pour la cellule, comme
'inhibition du transport axonal et le déclenchement des voies de l'apoptose
(WESTERGARD et al., 2007). Actuellement, plusieurs équipes de recherche
suggerent que la présence d’une mutation dans la proteine p53 peut aussi induire

un gain de fonction.
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Des études précédentes ont suggéré Lin gain de fonction des mutants de p53 via
des interactions protéine-protéine entre p53 muté et d'autres protéines cellulaires
qui résultent en la perte de fonction de ces protéines (LIU et al, 2010). Par
exemple, il a déja été démontré que certains mutants de p53 peuvent interagir
avec la protéine p73 et 'empécher d’effectuer sa fonction (L1 et PRIVES, 2007).
Plus récemment, 'équipe de Liu, D.P. et. al. ont proposé que les mutants de p53
peuvent induire de l'instabilité génétique dans la cellule. Par I'étude des voies de
signalisation induites par des mutants de p53, I'équipe de recherche a démontré
que la kinase ataxia telangiectasia mutated (ATM) était inactivée par les mutants
de contact p53 R248Q et R273H ainsi que le mutant structural p53 R175H (LIU
et al., 2010). Etant donné que cette kinase régule les réponses cellulaires aux
bris d’ADN double-brin lors de son recrutement par le complexe MRN (compléxe
composé des protéines Mrei11, Rad50 et Nbs1), son inactivation introduit une
instabilité génétique dans la cellule. L’instabilité génétique permettrait donc a une
cellule cancéreuse d'acquérir des mutations pouvant favoriser sa prolifération.
Cependant, le mécanisme précis qui entraine ce gain de fonction n’était pas
connu, jusqu’a la publication en 2011 des résultats de Xu, J. et. al. Cette derniere
équipe propose que le gain de fonction des mutants structuraux de p53
provienne de leur .capacité d'agréger. Comme mentionné précédemment,
certains mutants de p53 peuvent interagir avec p73 et inhiber sa fonction.
L’'équipe de recherche démontre que les mutants structuraux de p53 peuvent non
seulement agréger dans la cellule, mais aussi co-agréger avec les protéines p63
et p73, des protéines de la méme famille que p53. Cette co-agrégation serait
donc un moyen par lequel les mutants de p53 séquestrent les protéines p63 et
p73 et, par le fait méme, inhibent leur fonction. Puisque l'interaction entre des
mutants de p53 et des membres du complexe MRN a déja été montrée (LIU et
al., 2010), il est aussi possible que l'agrégation des formes mutantes de p53 soit
responsable d’empécher le recrutement d’ATM par le complexe MRN et donc de

linstabilité génétique induite en absence d’'une protéine ATM fonctionnelle.
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Enfin, l'agrégation des mutants. de p53 serait aussi responsable de la perte de
fonction de pS3WT par sa séquestration dans des agrégats (LIU et al., 2010; XU
et al., 2011). Les agrégats formés de ces deux protéines serviraient de puits ou
des monomeres de p53 seraient constamment recrutés et séquestrés. La cellule
ainsi affectée perd non seulement l'activité de la protéine pS3WT, mais accumule
celle-ci, ainsi que la forme mutante de la protéine, sous forme d'agrégats
intracellulaires. Des évidences récentes appuyant ce modéle montrent que
lagrégation de p53WT peut étre accélerée in vitro en présence d’'agrégats de
p53 R248Q (ANO BOM et al, 2012). Ces observations expliquent au moins
partiellement le role a jouer des agrégats de p53 dans des cellules cancéreuses.
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Figure 6 : Un modéle de recrutement de p53WT par p53 mutant

La co-agrégation de p53 mutant avec p53WT améne un changement de
conformation de pS3WT et peut entrainer la formation d’agrégats de la protéine.
Le recrutement de la protéine pS3WT par une version mutante de la méme
protéine est une caractéristique associée aux prions. Tirée de (ANO BOM et al.,
2012). ‘
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Problématique et hypothéses de recherche

Problématique

Actuellement, les prions sont les seules eép‘eces protéiques connues dont il a été
démontré l'infectiosité chez les mammiferes. Leur implication dans les maladies a
prion démontre effectivement que la présence de PrP est nécessaire et suffisante
au développement de ces pathologies. Le fait que des agrégats protéiques
~ puissent se transmettre d'un individu a un autre pour propager une maladie
ameéne une toute autre dimension a la définition d’un agent infectieux. En effet, la
définition classique d'une maladie infectieuse comprend généralement un agent
infectieux comportant des acides nucléiques, comme une bactérie ou un virus,
alors que la théorie supporte maintenant un agent infectieux uniquement
composé de protéines et dépourvu d’acides nucléiques dans le cas des maladies
a prion. Afin de déterminer si ce phénomeéne est propre aux prions, plusieurs
équipes de recherche tentent présentement d'élucider le mécanisme d’action
d’agrégats protéiques impliqués dans un grand nombre d’autres pathologies
neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer, de Parkinson ou de
Huntington. Jusqu’a maintenant, les prionoides ne démontrent pas la
caractéristique clé des prions, la transmission d’un organisme a l'autre de facon a
propager la maladie. En effet, il semble que la protéine prion soit beaucoup plus
efficace a ce sujet que tout autre agrégat protéique connu, de la I'apparition
d’épidémies comme le Kuru ou le vCJD. C’est le critére qui différencie les prions

des prionoides.

De nombreuses autres protéines a tendance agrégative, mais impliquées dans
des pathologies non neurodeégénératives, sont aussi considérées come des
prionoides possibles. Ces protéines ont toutes en commun la capacité d'agréger
spontanément et de causer une pathologie qui affecte les humains. Le cancer est
une de ces pathologies, en plus d’étre une cause majeure. de déceés humain dans
le monde. La protéine p53, dont le réle général est d’'empécher 'apparition de
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cancers, est un candidat prionoide intéressant. En effet, le mécanisme
d’agregation et d’accumulation de p53 dans des cellules cancéreuses reste a ce
jour mal expliqué. L'effet de tels agrégats sur la protéine p53 endogéne a ces
cellules et leur réle exact dans la pathologie du cancer sont aussi inconnus. De
plus, trés peu d’études ont été menées au sujet de la capacité d’agrégation de la
protéine p53FL, malgré le fait que la séquence primaire de celle-ci reste
intouchée par des mutations dans la moitié des cancers. Enfin, aucune étude
jusqu’a présent n'a démontré I'entrée des agrégats de p53 dans des cellules ni

leur transmission d’une cellule a une autre.

Obijectifs

Les principaux arguments qui soutiennent mon projet de recherche sont les
suivants : d’abord, le manque d’information-au sujet des agrégats de p53WT
guide mon projet vers l'agrégation et la caractérisation d’agrégats de p53FL,
c’est-a-dire la séquence 1-393 en acides aminés de la protéine. Ensuite, a
'exception d'essais de cytotoxicité, I'effet des agrégats de pS53 sur des cellules en
culture n'a pas été détaillé. Aussi, dans le but de montrer des caractéristiques
prionoides de la protéine, mon projet a pour objectif d'investiguer la possibilité
que des agrégéts exogenes de p53 puissent induire I’agrégation de la protéine
p53 cellulaire endogéne. Pour ce faire, l'internalisation des agrégats de p53 par
des cellules en culture devra étre démontrée. ‘
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RESUME DE L’ARTICLE

Les maladies a prion sont un cas unique de pathologie ou I'agent infectieux, le
prion, est une protéine. La protéine prion posséde plusieurs caractéristiques qui
la rendent particuliére vis-a-vis d’autres protéines cellulaires, telles que sa
capacité a agréger et a transmettre sa conformation agrégée a la protéine
soluble. Les agrégats de la protéine prion sont aussi capables de se transmettre
d'une cellule a 'autre ainsi que d’un organisme a un autre. De plus en plus, on
associe I'agrégation de protéines a différentes maladies humaines, comme les
maladies d'Alzheimer, de Parkinson et le diabéte de type 2. Certaines protéines
impliquées dans ces pathologies font partie des prionoides, une catégorie .
réservée aux protéines qui démontrent plusieurs des caractéristiques associées
aux prions. Récemment, la protéine p53, facteur de transcription fortement
impliqué dans le cancer, a été montrée comme étant capabie d’agréger in vitro.
Une accumulation de la protéine a également été observée dans des cellules
tumoraleé, laissant croire que l'agrégation de p53 se produit également in vivo, et
pourrait avoir un réle dans le dévelbppement du cancer. L’objectif de cette étude
est de montrer que la protéine p53 posséde des caractéristiques de prions. Les
résultats obtenus montrent une agrégation in vitro de p53WT pleine longueur
ainsi que de sa forme tronquée, p53C. De plus, des cellules en culture sont
capables d'internaliser ces agrégats, qui co-agregent ensuite avec la protéine
p53 endogene de ces cellules. Enfin, nos résultats montrent clairement que
Pinternalisation des égrégats par les cellules se fait par la macropinocytose. Nous
avons donc réussi a prouver que la protéine p53 agit comme un prion puisqu’elle
s’agrege spontanément, ses agrégats sont internalisés par des cellules en culture

et sont capables de co-agréger avec la protéine soluble.
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ABSTRACT

Prion diseases are unique pathologies in which the infectious particles are prions,
a protein aggregate. The prion protein has many particular features, such as
spontaneous aggregation, conformation transmission to other native PrP proteins
and transmission from an individual to another. Protein aggregation is now
frequently associated to many human diseases, for example Alzheimer’s disease,
Parkinson’s disease or type 2 diabetes. A few proteins associated to these
conformational diseases are part of a new category of proteins, called prionoids:
proteins that share some, but not all, of the characteristics associated with prions.
The p53 protein, a transcription factor that plays a major role in cancer, has
recently been suggested to be a possible prionoid. The protein has been shown
to accumulate in multiple cancer cell 'types, and its aggregation has also been
reproduced in vitro by many independent grbups. These observations suggest a
role for p53 aggregates in cancer development. This study aims-to test the
«prion-like» features of p53. Our results show in vitro aggregation of the full
Iengfh and N-terminally truncated protein (p53C), and penetration of these
aggregates into cells. According to our findings, the aggregates enter cells using
macropinocytosis, a non-specific method of entry. Lastly, we also show that once
internalized by the cell, p53C aggregates can co-aggregate with endogenous p53
protein. Together, these findings suggest prion-like characteristics for p53 protein,
based on the fact that p53 can spontaneously aggregate, these aggregates can
penetrate cells and co-aggregate with cellular p53.
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INTRODUCTION

Many human neurodegenerative and non-neurodegenerative pathologies are
related to protein aggregation: these disorders belong to a large family of protein
‘conformational diseases’, which includes,.most notabily, Alzheimer’s disease and
prion diseases but also Parkinson’s disease, Amyotrophic lateral sclerosis,
chronic pancreatitis, and amyloid A amyloidosis. In these diseases, insoluble
protein aggregates accumulate inside or outside the cells. The propagation of
protein aggregates has been well studied; particularly in prion diseases where it
has been shown that, in vitro and in vivo, exogenous prion protein (PrP)
aggregates can induce misfolding of soluble cellular PrP° into aggregates, termed
PrPS¢ [1-3]. Since then, many groups have shown the same phenomena with
Amyloid-B (AB) in Alzheimer's disease, Tau and a-synuclein in Parkinson’s
disease, SOD1 and TDP-43 in amyotrophic lateral sclerosis and Huntingtin in
Huntington’s disease [1,4]. Oftentimes, the terms prion-like or prionoid are used
to describe proteins that show similar characteristics to prions, such as molecular
recruitment and misfolding induction, and intercellular transmission.

A fairly recent candidate for prion-like characteristics is p53 protein, a
transcription factor whose function is lost in more than 50% of cancers [5,6].
Many reasons led to the consideration of p53 as a potential prion-like protein.
First, it is widely known that p53 has limited structural stability, due in part to the
unstructured nature of its N-terminal domain [7]. In fact, different groups have
shown that the p53 transactivation (amino acids 1-92), central or core (amino
acids 93-312) and tetramerization (amino acids 313-393) domains can all misfold
and form fibrillar aggregates in vitro in mild denaturing conditions [8-10]. Also
noteworthy is the low thermodynamic stability of the core domain, a domain
targeted by more than 90% of point mutations that inactivate p53 in cancer
[11,12]. Secondly, p53 accumulation in the form of aggregates has been
observed in the perinuclear region of several tumor cell lines expressing
endogenous p53 mutants, including MOG-G-CCM astrocytoma, HT-1376 bladder
carcinoma, Detroit 562'phafynx carcinoma and 1301 T-cell leukemia [13]. Some
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human neuroblastoma tumors overexpressing wild type p53 also display large
p53 positive cytoplasmic protein aggregates [14,15]. Recently, studies have
confirmed the co-aggregation of wild-type and mutant p53 in breast cancer and
colorectal cancer tissues [13,16]. Finally, dominant-negative activity of p53
missense mutants results from mutant-induced co-aggregation of wild-type p53 in
cells co-transfected with mutant and wild-type p53 [13]. |

Together, these observations suggest ‘an implication for misfolded and
" aggregated p53 in some cancers and support the hypothesis that p53 aggregates
could display prion-like activity. Transmission of the misfolded conformation is a
critical feature in the propagation of prion-like proteins [3,17]. Yet, whether p53
aggregates can penetrate the cells plasma membrane and interact with
intracellular soluble wild-type p53 to propagate their misfolded conformatioh is

unknown.

Here we report that recombinant exogenous wild-type p53 aggregates generafed
in vitro can penetrate cells by macropinocytbsis and induce\aggregation of
endogenous wild-type p53. This result revéals a key feature of p53 aggregates
and supports their prion-like character.
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MATERIAL AND METHODS

Cloning of p53°, p53 and p53C (core domain, amino acids 93-393)

Human p53 was amplified by PCR using Addgene plasmid 11770 [18] as a
template and forward 5'-gggccatatggaggagccgcagtcagatccta-3' and reverse 5'-
gtggatcctcagtctgagtcaggcececttctgtct-3' primers. p53C was amplified by PCR using
forward 5'-gggccatatgtcatcttctgtcccttcccagaaaacc-3' and reverse 5'-
gtggatcctcagtctgagtcaggceccttctgtct-3' primers The PCR products were introduced
in the Ndel and BamHI restriction sites of pet28a. Primers were purchased from
IDT. All constructs were sequenced in both orientations.

Purification, aggregation and labeling of p53 and p53C

The plasmid pet28a containing the cDNA of human N-terminally His-tagged p53
or p53C was transformed into Escherichia coli strain BL21 A DE3. The resulting
bacteria were grown at 37 °C to an ODggo= 0,6 before overnight induction at 22°C
with 0,5 mM isopropyl! B-D-thiogalactosidase (IPTG). After induction, cells were
harvested by centrifugation, incubated 30 min on ice in lysis buffer (50 mM
NaH,PO,, 1 M NaCl, 40 mM imidazole) and 1 mg/mL lysozyme then sonicated 3
times at 30% amplitude for 30 s (Fisher Scientific). The lysate was centrifuged at
10,000 g 30 minutes and supernatant was incubated 1 h at 4 °C with HisPur Ni-
NTA resin (Thermo Scientific). Purification was performed using disposable
chromatography columns (Bio Rad): the resin was washed four times using lysis
buffer containing 100 mM imidazole. Eight elution fractions were collected using
250 pL of lysis buffer containing 150 or 200 mM imidazole. The imidazole was
then removed from the purified protein using 30 K (p53) or 10 K (p53C) Amicon
Ultra centrifugal filters (Millipore) and completing the volume to 15 mL with 50 mM
Tris pH 8, 150 mM NaCl and 5% glycerol. Centrifugation was performed at 3,700
g for 30 minutes. Protein concentration was measured using extinction
coefficients of €25,=36035 cm'M™" (p53) or 18910 cm™'M™ (p53C) determined with
ProtParam [19]. Protein aggregation was induced by incubation at 42 °C for 24 h
[20,21]. Labeling of p53 and p53C with Dylight 650 (Thermo Scientific) was

carried out following the manufacturer’s instructions.
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Western blot ' |

Following purification, 4 ng of recombinant p53 or p53C was denatured at 95 °C
in SDS-PAGE sample buffer [0.5% SDS (w/v), 1,25% 2-mercaptoethanol (v/v),
4% glycerol (v/v), 0,01% bromophenol blue (w/v), 15 mM Tris—HCI, pH 6,8].
Proteins were either stained using Coomassie Blue or detected by western blot
using anti-p53 1C12 (1:1000) (Cell Signaling) or anti-pentaHis (1:1000) (Qiagen)
antibodies. For trypsin assays, 100 pL of DyLight 650-labeled p53 at 5 uM was
incubated in 500 uL of either pre-warmed 0,25% trypsin/EDTA or phosphate-
buffered saline (PBS) at 37 °C during 5 minutes. Digestion was stopped by
placing the tubes on ice. 100 pL of diluted protein was precipitated using
chloroform/methanol [22] and denatured at 95 °C in SDS-PAGE sample buffer.

In vitro characterization of p53 aggregates

Binding of 8-anilino-1-naphthalenesulfonate (ANS) to p53 aggregates in PBS 20
mM was evaluated by measuring the fluorescence enhancement of 8-anilino-1-
naphthalenesulfonate (10 uM) in the presence of 5 pM protein preparation upon
excitation at a wavelength of 380 nm. The emission spectra were integrated from
400 to 600 nm.

Electron microscopy analyses were carried out as previously described [23].

Cell culture

Human adenocarcinoma HeLa cells and mouse fibroblast NIH3T3 cells (ATCC)
were cultured in DMEM medium supplemented with 10% fetal calf serum,
penicillin/streptomycin 1X, sodium pyruvate 1 mM and amphotericin § 2,5 pug/mL
in 5% CO, humidified atmosphere at 37 °C. All reagents for cell culture were

purchased from Wisent.

Uptake of extracellular p53 aggregates and confocal microscopy
Hela and NIH3T3 cells were plated on microscope coverslips in 24-well plates in
500uL medium. After 24 h, the cells were exposed to 1 puM of DyLight 650-
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labeled p53 aggregates with or without 50 pg/mL Dextran-488 (10 000 kDa,
Invitrogen) overnight and then washed and incubated with 0,25% Trypsin/EDTA
during 90 s to remove the excess of aggregates. Cells were fixed using 4%
paraformaldehyde in PBS for 20 minutes at room temperature, washed once in
PBS and permeabilized in PBS containing 0,15% Triton X-100 for 5 min. Celis
were blocked in PBS containing 10% Normal Goat Serum (Wiéent) for 20 min
and then incubated 20 min with Phalloidin-Alexa 568 (Invitrogen). Cells were
incubated for 5 minutes at room temperature with Hoechst (Sigma-Aldrich), then
washed three times in PBS and mounted with SlowFade Gold (Invitrogen) onto
microscope slides. Confocal analyses were carried out as previously described
[24]. For time-dependent analysis 1of aggregate ‘entry, HelLa cells were seeded in
6-well plates and DyLight 650-labeled p53 aggregates were added for 15h, 6 h, 3
h, or 1 h before trypsinization. 50 000 cells were analyzed by flow cytometry
(FACS Aria, BD Biosciences) for each time point.

De novo- and co-aggregation of cellular p53 with recombinant p53
aggregates _

NIH3T3 cells were plated on glass coverslips in 24-well plates in 500 pL. medium.
Transfection of p53° construct or pEGFPN1 empty vector (Clontech) was
performed using GeneCellin (BioCellChallenge) following the product manual.
After 24 h, the cells were exposed to 1 uM recombinant p53 aggregates for 24 h
and then fixed using 4% paraformaldehyde in PBS for 20 minutes at room
temperature. Cells were washed once in PBS, incubated for 5 minutes at room
temperature with Hoechst, then washed three times in PBS and mounted with
Slowfade Gold onto microscope slides.

For co-aggregation experiments, Hela cells were plated in 24-well plates in 500
uL medium. Cells were exposed to 1 uM of DyLight 650-labeled recombinant p53
aggregates for 24 h, treated with 0,25% trypsin/EDTA and re-plated onto glass
coverslips. Cells were left to recover ovemight then treated with 100 pM
etoposide (Sigma-Aldrich) for 2 h. Cells were fixed using 4% paraformaldehyde,
permeabilized for 5 min in 0,15% Triton X-100 (Bioshop) then stained with Sudan
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Black B (Sigma-Aldrich) as previously described [25]. Briefly, cells were
incubated in 0,1% Sudan Black B in 70% ethanol for 20 minutes in a humid -
chamber. Next, cells were washed 3 times in PBS-tween 0,02% and a final wash
was performed using PBS. Cells were incubated for 5 minutes at room
temperature with Hoechst in PBS, then washed three times in PBS and mounted
wﬁth Slowfade Gold onto microscope slides.

Perturbation of endocytosis

All inhibitors were purchased from Sigma-Aldrich. HelLa cells seeded 100 000
cells/well in 6-well plates were incubated in 50 pM Agenistein, 5 uM
chlorpromazine hydrochloride, 100 pM S-N-ethyl-N-isopropyl-amiloride (EIPA), 25
ng/mL cytochalasin D, 5 mM methyl-B-cyclodextrin (MBCD) or vehicle in
combination with 1 uM DyLight 650-labeled p53 aggregates and left for 3 h. Cells
were trypsinized and analysed by flow cytometry. The effect of the dominant-
negative (DN) mutant was determined by transfection of HelLa cells with dynamin
K44A DN 24 h prior to exposure to DyLight 650-labeled p53 aggregates. 50 000
events were recorded per experiment and only single cell events were analysed..



47

RESULTS

WT p53 aggregates in vitro

Wild-type human p53 protein was expressed in bacteria, purified (Fig. 7a) and
aggregation was induced at 42 °C. The aggregates formed were characterized by
their ability to bind 8-anilinonaphtalene-1-sulphonate, a fluorescent molecular
probe used to determine conforma'tion.al changes by binding to exposed
hydrophobic regions of a protein [26]. An increase in fluorescence intensity, as
seen in figure 7b, indicates binding of the dye to hydrophobic regions of the
aggregates. Observation of the aggregates by electronic microscopy revealed
their amorphous nature (fig. 7c), as opposed to amyloid or fibrillar species seen
for AB or a-synuclein [27,28]. Atomic force microscopy revealed the presence of
bigger aggregates for p53 protein incubated at 42 °C compared to recombinant
p53 protein left at 4 °C. Appearance of the aggregates using this technique was
more granular, similar to aggregates of the p53 core domain seen previously [9].
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’Figure 7 : p53 forms amorphous aggregates at 42 °C.

(A) Purified p53 protein were resolved by 10% SDS-PAGE and stained with
Coomassie Blue (lane 1) or analyzed by Western Blot (lane 2). (B) 5 pM p53
protein was left at 4 °C (soluble) or heated at 42 °C (aggregates) for 24 h and
analyzed by ANS fluorescence (C) Transmission electron microscopy showing
mostly soluble or aggregated p53. (D) Atomic force microscopy showing mostly
soluble or aggregated p53. Scale bars: 500 nm (C) and 1 um (D).
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p53 aggregates enter HeLa and NIH3T3 cells

Similar to other protein aggregates [29-32] we investigated the possibility that p53
aggregates could also enter cells. Hela cells incubated with DyLight 650-labeled
p53 aggregates for different periods of time were treated with 0,25%
trypsin/EDTA and sorted by FACS. Because p53 aggregates were discovered to
be completely digested by 0,25% trypsin/EDTA within 5 minutes (Fig. 8a),
treatment with trypsin was used to remove extracellular aggregates, Ieéving intact
only aggregates that have been internalized. As shown in figure 8b, p53
aggregates enter Hela cells in a time-dependent manner, with the majority of
cells having internalized fluorescent aggregates after 15 h. Aggregate
internalization was also visualized by confocal microscopy in two different cell
lines using the same conditions (Fig. 8c). HeLa and NIH3T3 cells were incubated
with DyLight 650-labeled p53 aggregates for 24 h, treated with 0,25%
Trypsin/EDTA and re-plated onto microscope slides in fresh medium overnight.
Staining of actin with phalloidin was also used to visualize the cell contour and
confirm that the aggregates are intracellular.
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Figure 8 : p53 aggregates are internalized by HeLa and NIH3T3 cells

(A) Aggregated p53 was treated with trypsin for 5 min, resolved by 10% SDS-
PAGE and analysed by Western Blot. (B) HelLa cells were incubated with 1 pM
DyLight 650-conjugated p53 aggregates for 24 h and analysed by flow cytometry.
(C) HeLa and NIH3T3 were incubated with 1 uM DyLight 650-conjugated p53
aggregates for 24 h and visualized by confocal microscopy. Scale bars: 5 pm.

p53 aggregates enter HeLa cells via macropinocytosis

We néxt examined the mechanism by which the aggregates penetrate Hela cells
by adding Dextran-488, a marker of fluid-phase endocytosis, in the cell media
along with DyLight 650-labeled p53 aggregates. Confocal microscopy shows a
partial colocalization of dextran-488 with the aggregates (Fig. 9a, arrows). This

finding indicates that p53 aggregates can enter cells via endoc{ﬂosis. Thus, we
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used inhibitors of different endocytic pathways to pinpoint which ones contributed
to the intemalisation of p53 aggregates. We used chlorpromazine, an inhibitor of
clathrin-coated pits, to determine whether p53 aggregates enter cells via a
clathrin-dependent éndocytosis [33]. Using flow-cytometry analysis, we
determined that chlorpromazine did not affect internalization of Dylight 650-
labeled p53 aggregates (Fig. 9b). Similar results were obtained when cells were
exposed to genistein, a tyrosine kinase inhibitor that inhibits caveolin-dependent
endocytosis (Fig. 9b). Lipid-raft dependent endocytosis inhibition with MBCD,
which disrupts lipid rafts by extracting cholesterol from membranes [34], did not
~ significantly affect internalization of aggregates by the cells. Exposure of cells to
EIPA, an inhibitor of Na*/H* pumps essential for macropinocytosis, however,
greatly diminished entry of p53 aggregates into cells. The actin-polymerization
inhibitor cytochalasin D produced a similar effect to EIPA, suggesting actin is an
important component for internalization of p53 aggregates. Another potent
inhibitor of p53 aggregate entry into cells was the dynamin dominant-negative
mutant K44A (Fig. 9b). Taken togéther, these results suggest macropinocytosis
as the mechanism of entry of the p53 aggregates into HelLa cells, and that normal
function of Na*/H* pumps, dynamin and actin are needed for the internalization to

occur.



52

Hoechst Dextran-488 p53 Dylight 650 Merge

2.0
1.8 1
16 1
1.4+
1.2 1
1.0 1
0.8
0.6
0.4 1
0.2 1
0.0 -

p53 aggregate uptake
relative to control

Genistein
MBCD

EIPA
Dynamin DN

Chlorpromazine
Cytochalasin D

Figure 9 : p53 aggregates are internalized via macropinocytosis

(A) HelLa cells were incubated with 1 uM DyLight 650-conjugated p53 aggregates

“and 50 pg/mL Dextran-488 overnight, and visualized by confocal microscopy. (B)
Hel.a cells were either treated with the indicated component or transfected with
dominant-negative dynamin 24 h before incubation with 1 uM DyLight 650-
conjugated p53 aggregates for 3h and analysed by flow cytometry. Mean value of
3 replicates is shown; 50000 events were recorded per experiment. Scale bars:
10 pm.
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Recombinant p53 aggregates can induce aggregation of soluble p53

We next investigated whether p53 aggregates could induce aggregation of
soluble p53, similarly to PrP° being recruited to form PrP° aggregates. NIH3T3

cells were transiently transfected with p53¢FF

or peGFPN1 (empty vector) and
incubated with soluble or aggregated p53 for 24 h. Aggregation of p53%FF; but not
GFP, was observed following incubation with p53 aggregates (Fig. 10a).

3GFP was much more frequent in cells incubated

Furthermore, aggregation of p5
with p53 aggregates than those incubated with soluble p53 (Fig. 10a). To show
that p53 aggregates are formed only if the cells are incubated with aggregates of
the same protein, the p53%" or GFP-transfected cells were incubated with AB
oligomers. The proportion of cells with p53%"" aggregates was significantly higher
in cells incubated with p53 aggregates than AR oligomers (Fig. 10b). These
results strongly suggest that only extracellular p53 aggregates can induce
aggregation of soluble p53°FF
recombinant p53 aggregates and intracellular p53° ", expression of endogenous
soluble p53 was induced in Hela cells using the topoisomerase inhibitor
etéposide for 2 h following overnight incubation of the cells with DylLight 650-
labeled p53C aggregates. pS3C purification and aggregation were characterized
by SDS-PAGE and electron microscopy, respectively (Fig. 10c). Aggregates
morphology observed by electron microscopy was found to be similar to that
obtained for p53 full length (compare Fig. 10c with Fig. 7c). Incubation of the
external aggregates with cells treated with etoposide and expressing soluble p53
led to co-aggregation, observed by revealing endogenous p53 with 1C12 anfi-p53
antibody, whose epitope is located in the N-terminal part of p53 absent in
truncated DyLight 650-p53C (Fig. 10d). Together, these results show that
exogenous p53C aggregates enter cells and induce intracellular aggregation of

endogenously expressed p53.

in cells. To show direct contact between .
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Figure 10 : De novo aggregation of soluble p53 with recombinant p53
aggregates |

(A) NIH3T3 cells were transfected with pS3GFP or pEGFPN1 24 h prior to
addition of 1 uM purified p53 protein incubated at 4 °C or 42 °C during 24 h. (B)
Relative count of cells containing p53GFP aggregates when incubated with either
.1 uM p53 aggregates, AB oligomers or without aggregates. Mean value of 3

7



55

experiments is shown; 100 cells counted per experiment. (C) Purified p53C
protein was resolved by 10% SDS-PAGE and stained with Coomassie Blue (lane
1) or analyzed by Western Blot (lane 2). Transmission electron microscopy
showing aggregated p53C. (D) NIH3T3 cells were incubated with 1 uM DyLight
650-conjugated p53C aggregates for 24 h, treated with 0,25% Trypsin/EDTA and
re-plated onto microscope slides that were incubated with 100 uM etoposide for
2 h before visualization by confocal microscopy. Scale bars: 5 um (A), 500 nm (B)
and 10 um (C).
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DISCUSSION

Since half of all cancers harbour a WT p53 protein, we investigated whether p53
could form aggregates even in the absence of a structural mutation. In this study,
we emphasize the shared characteristics between p53 and prionoids. The most
notable features of prionoids are protein aggregation, internalisation of
aggregates into cells, co-aggregation with the endogenous corresponding protein
and cell-to-cell transfer of the aggregates. '

The p53 protein has limited structural stability, due in part to the unstructured
nature of its N-terminal domain [7]'not unlike PrP and a-synuclein [35,36]. This
feature is thought to facilitate the aggregation of p53, which has been carried out
previously using heat, acidic pH and high pressure [8,9,16,37]. Nevertheless,
many of these earlier studies only use specific domains of the protein for
aggregation studies; the aggregation of the full-length protein has only received
limited attention, despite its possible involvement in cancer.

Many previous studies show intemalization of aggregates such as aggregated
‘PrP, tau and expanded polyglutamine [30-32]. However, this is the first time that
p53 aggregate entry into cells-has been shown. Colocalization of dextran-488
with the aggregates (Fig. 9a, arrows) indicates that p53 aggregates can enter -
cells via endocytosis, similarly'to PrP and other prionoid aggregates, such as
Tau and SOD1 [29-31]. Despite this finding, one cannot eliminate the possibility
that p53-aggregates penetrates the cell by direct diffusion through the plasma
membrane, similarly to polyglutamine aggregates [32].

The different drugs used to perturb endocytosis confirmed its involvement in p53
aggregate internalization, as p53 entry strongly depends on dynamin | activity'
and is greatly affected by EIPA, a Na*/H* ion pump inhibitor. In fact, the dynamin-
dependent and EIPA-sensitive aspects of p53 aggregate intemalization are
reminiscent of macropinocytosis-like mechanisms involved in bluetongue virus-1
and Ebola virus uptake [{38]. The size of intracellular p53 aggregates (> 1 um) as
seen in figure 8 not only strengthens the possibility that macropinocytosis is
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involved in their internalization but also eliminates the possibility that aggregates
enter cells via clathrin- or caveolin-coated pits. In fact, clathrin or caveolin-coated
vesicles are approximately 120 and 60 nm in size, respectively, whereas
macropinosomes vary in size from 0,2 to 5 um [39,40] . Although genistein and
chlorpromazine had no significant effect on p53 aggregate entry into cells,
clathrin- and caveolin-dependant mechanisms of entry cannot be eliminated as a
possible secondary entry mechanism for p53 aggregates, because small
aggregates may not have been detected by FACS analyses.

Until now, co-aggregation of exogenous p53 aggregates with soluble p53 has
only been shown in vitro with the use of a known mutant of p53C, p53 R248Q
[16]. In the present study we not only show the formation of aggregates using WT
p53, but also that these aggregates can recruit cellular WT p53 to form de novo
' aggregates within the cells. The co-aggregation of protein aggregates and tHeir
corresponding protein in cellulo is found to be a key feature in the p.ropagation of
prion-like protein aggregates, such as TDP-43, a-synuclein, SOD1, tau and
Huntingtin [29,31,32,41,42]. Finally, in this study we emphasize the importance of
using the full-length p53 protein in aggregation studies relating to cancer, as less
than 10% of cancers harbour a truncated form of the protein [43]. Thus, full-length
p53 must be used to mimic physiological conditions as accurately as possible.
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les agrégats de p53 et p53C formés par la chaleur sont
amorphes

La nature amorphe des agrégats de p53 et p53C formés par la chaleur differe de
ce qui a étée observé pour les agrégats de p53 formés a laide d'autres
techniques, comme par la pression ou un pH acide (LEE et al., 2003; RIGACCI et
al., 2008). Ces derniéres conditions transforment en fibres amyloides le domaine
central et le domaine- C-terminal de la protéine ,(HIGASHIMOTO et al., 2006;
ISHIMARU et al., 2003). La morphologie des agrégats observés au microscope
électronique ressemble a celle des agrégats 4de p53C formés par Ano Bom et. al.
en 2012. Ces derniers agrégats liaient la Thioflavine T, un colorant spécifique
pour les structures en feuillet B des fibres amyloides. Par contre, la morphologie
des agrégats de p53FL formés par la chaleur dans la présente étude ne
correspond pas a celle des fibres amyloides, c'est-a-dire que I'on n‘observe pas
de fibres par microscopie électronique. Il est tout de méme possible qu’une faible
proportion de ces agrégats soit des oligomeéres précurseurs des fibres amyloides.
C’est pourquoi il serait intéressant de vérifier si des colorants comme la
Thioflavine T ou le Congo Red se lient aux agrégats de p53FL formés par la
chaleur. Ceci permettrait de déterminer si les agrégats de la protéine p53FL
comportent des pro‘priétés des fibres amyloides.

A 42°C, la protéine p53FL se retrouve entierement dénaturée (BELL et al., 2002).
La chaleur a donc été utilisée pour faire agréger la protéine. A cette température,
la protéine expose les groupements latéraux de sés residus hydrophobes,
comme le montrent les résultats de spectroscopie a fluorescence (figure 7). La
liaison de 'ANS aux groupements hydrophobes exposés a déja été observée
pour des agrégats de la portion N-terminale (résidus 1-63) de la protéine p53 lors



63

d’études structurales (RIGACCI et al., 2008), mais pas pour la protéine p53FL
(résidus 1-393). Puisque dans prés de 90% des cancers, la protéine p53 est
retrouvée sous sa forme pleine longueur, sans troncation ou délétion, I'étude de
p53FL permet de mieux représenter ce qui se passe dans les cancers, par
opposition a p53C ou toute autre forme tronquée de p53. De plus, des
différences de stabilité et de. thermodynamisme ont déja été soulevées entre
p53FL et le'domaine central de la protéine (BELL et al., 2002). En raison de ces
différences, il est possible que des résultats obtenus avec p53C ne refletent pas
ce qui se produit avec pS53FL et vice-versa. C’est pourquoi il est important
d’étudier le comportement fonctionnel et I'agrégation de p53FL plutét que de
p53C si 'objectif est d'appliquer ces connaissances a la maladie du cancer.

Parmi les techniques utilisees pour causer l'agrégation de la protéine p53,
Fincubation en conditions acides semble étre I'evénement le plus probable en
conditions physiologiques. La déstabilisation de la structure de p53 dans un
environnement a pH acide peut se produire si la protéine se retrouve dans un
compartiment cellulaire comme le lysosome, par exemple. D’ailleurs, la protéine
p53 surexprimée dans des cellules MCF7 a déja été colocalisée avec un
marqueur des lysosomes, ce qui suggere que la protéine cellulaire peut sy
retrouver dans certaines conditions. De plus, 'agrégation des domaines N- et C-
terminal de p53 ainsi que la dénaturation du domaine central de la protéine ont
tous été démontrés précédemment en conditions acides (BOM et al., 2010; LEE
et al., 2003; RIGACCI et al., 2008).



64

Les agrégats de p53 sont internalisés par des cellules en culture
via la macropinocytose

Dans le présent ouvrage, I'entrée des agrégats de p53 dans des cellules en
culture est montrée dans deux types cellulaires trés différents, soit des cellules
cancéreuses humaines HeLa (FROST et al., 2009) provenant du col de l'utérus
et des fibroblastes embryonnaires murins NIH 3T3. L'internalisation d’agrégats
protéiques par des cellules en culture est un phénoméne bien documenté pour
des agrégats impliqués dans diverses pathologies neurodégénératives, telles que
les maladies d’Alzheimer, de Parkinson, de Huntington et les maladies a prion
(DESPLATS et al, 2009; FROST et al, 2009; MAGALHAES et al., 2005;
NAGELE et al., 2002; REN et al., 2009). Cependant, le mécanisme d’entrée peut
varier d’'un agrégat a l'autre : l'internalisation de PrP* et du peptide formé des
résidus 243-375 de la protéine tau implique endocytose (FROST et al., 2009;
GREIL et al, 2008; MAGALHAES et al, 2005), alors que les fibres de
polyglutamine semblent pénétrer directement dans la bicouche lipidique pour
atteindre le cytosol (REN et al., 2009).

Jusgu’a maintenant, aucun groupe de recherche n’a caractérisé le mécanisme
d’entrée des agrégats de p53 dans des cellules. Cette étude est donc la premiére
a préciser la voie d'internalisation des agrégats de p53. La premiére approche
utilisée, la colocalisation d’agrégats de p53 fluorescents avec des molécules de
dextran marqué, a montré l'implication de I'endocytose dans le mécanisme
d’entrée. De plus, linternalisation des agrégats de p53 en présence de
cytochalasine D, une mycotoxine inhibitrice de la polymérisation de l'actine,
diminue de fagon importante. Puisque le réarrangement du réseau d’actine sous-
jacent a la membrane plasmique est nécessaire entre autres pour la formation de
vésicules endocytiques, ce résultat suggere qu’une déformation de la membrane

plasmique est nécessaire a I'entrée des agrégats, ce qui renforce I'hypothése
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concernant 'endocytose. Cependant, ce résultat ne permet pas de déterminer
précisément quelle voie d’endocytose est utilisée par les agrégats. En effet,
| plusieurs voies endocytiques existent et dépendent de différents facteurs
protéiques. Elles peuvent étre inhibées en utilisant des drogues ciblant des
facteurs nécessaires a leur bon fonctionnement. Des telles drogues inhibitrices
ciblant chacun des voies d’endocytose ont donc éte utilisées afin de déterminer le
mécanisme exact d’internalisation des agrégats de p53. La diminution importante
d’entrée des agrégats de p53 en présence de la molécule 5-(N-Ethyl-N-isopropyl)
amiloride (EIPA) dans le milieu de culture suggere fortement que la
macropinocytose est une voie importante pour l'internalisation des agrégats de
p53. En effet, 'EIPA fait partie d’'un groupe de composés appelés amilorides, qui
inhibent les pompes échangeuses d'ions Na*/H* dans la membrane plasmique.
La conséquence ultime de la présence de cette drogue est un débalancement du
pH intracellulaire et un arrét de la macropinocytose par la cellule. La diminution
d’internalisation observée en présence de cette drogue suggére donc que les
agrégats utilisent la macropinocytose pour entrer dans les cellules. La
macropinocytose est une voie utilisée par plusieurs types cellulaires pour
internaliser de fagon hon-spécifique des macromolécules situées dans l'espace
extracellulaire. Cette voie d’'endocytose est totalement indépendante de la
clathrine et de la caveoline, deux protéines dont le rdle principal est d’'assembler
un manteau protéique sur la membrane externe des vésicules endocytiques en
formation. De plus, contrairement aux voies d’endocytose dépendantes de la
‘clathrine ou de la cavéoline, la macropinocytose permet I'entrée non spécifique -
de macromolécules, c’est-a-dire méme sans liaison de celles-ci a un récepteur

situé sur la membrane plasmique.
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Figure 11 : Effet des différents inhibiteurs d’endocytose sur les molécules
contréles

L'internalisation des molécules controles fluorescentes dans des cellules
incubées avec différentes drogues inhibitrices de I'endocytose a été mesurée par
cytométrie de flux. Les drogues MBCD et EIPA ont été efficaces pour contrer
Finternalisation des agrégats de p53C Alexa Fluor 647, alors que genistein et
chlorpromazine ne semblent pas avoir au un effet prononcé sur aucune des
molécules ou agrégats. '

Comme illustré a la figure 11, I'entrée de la transferrine, un peptide connu pour
étre internalisé bar la cellule dans des vésicules a manteau de clathrine, n’a pas
été affecté par la présence de la chlorpromazine. C’est le méme résultat qui a
aussi été obtenu pour la sous-unité B de la toxine du choléra (CtxB) et le
lactosylcéramide (LacCer), dont linternalisation n’a pas souffert maigré la
présence des inhibiteurs d’endocytose correspondants, soit genistein et MBCD. I
est possible que les concentrations utilisées des inhibiteurs soient trop faibles
pour avoir un effet sur l'internalisation des molécules contrdles. C’est le cas pour
genistein, laquelle a déja été testée comme étant inefficace pour empécher
Finternalisation de la sous-unité B de la toxine du choléra a une concentration
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quatre fois plus grande que celle utilisée dans I'expérience présente (DOS
SANTQOS et al., 2011). Enfin, la concentration relative des inhibiteurs par rapport
a la molécule contrdle utilisée pourrait aussi étre un facteur important. En fait, en
excés de molécule contrdle, il est possible que méme une concentration
normalement efficace d'inhibiteur n’'aie pas deffet sur I'endocytose de la
molécule. Par contre, il est aussi possible que les drogues inhibitrices n’ayant pas
produit d'effet soient simplement inactives, par exemple dans le cas ou la
conservation du produit a été inadéquate ou trop prolongée. Cela ne semble pas
étre le cas pour le MBCD, puisque celui-ci a eu un effet sur lintemalisation des
agrégats de p53C,. mais c’est une possibilité pour genistein et chlorpromazine.
Pour conclure, puisque les inhibiteurs utilisés n’ont pas eu d’effet significatif sur
Fendocytose des différentes molécules contréles, il est impossible d’éliminer les
voies d’endocytose dependantes de la clathrine, de la cavéoline et du cholestérol
comme des voies possibles d’internalisation des agrégats de p53.

De facon similaire aux agrégats de SOD1 dans les cellules N2a (MUNCH et al.,
2011), les agrégats de p53 semblent entrer par macropinocytose dans les
cellules HeLa puisque, dans les deux cas, la cytochalasine D et EIPA ont inhibé
de fagon significative leur entrée. La différence majeure entre l'internalisation des
agrégats de p53 et de SOD1 est la dépendance ou non a la dynamine .
Effectivement, le mécanisme d'entrée des agrégats de p53 semble dépendre
fotement de la dynamine |, alors que ce n’est pas le cas pour SOD1. Malgré
cette différence, il est possible que les agrégats de SOD1 et p53 soient
~ internalisés tous deux via la macropinocytose. Méme si le role de la dynamine
dans l'endocytose dépendante de la clathrine ou de la cavéoline est bien
documenté (CONNER et SCHMID, 2003), son implication dans les autres voies
d’endocytose indépendantes des manteaux de clathrine ou de cavéoline est trés
peu connue (HUANG et al., 2008). Des mécanismes d'endocytose indépendants
de la clathrine et de la cavéoline mais dépendants de la dynamine ont aussi déja
eté observés pour I'entrée de certains virus, mais leur caractérisation ne permet

pas de préciser si ces virus utilisent la macropinocytose ou une autre voie moins
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bien connue (CAO et al, 2007; HUANG et al., 2008). Donc, sans pouvoir
conclure sur le mécanisme exact d'internalisation des agrégats de p53, I'étude
présente révele que celle-ci dépend d’'un pH intracellulaire équilibré, de I'actine et
de la dynamine . Il est aussi intéressant de noter que la dynamine | est impliquée
dans linternalisation d’agrégats d’a-synucléine, un prionoide connu (DESPLATS
et al., 2009; LEE et al., 2010a).

Une autre caractéristique distingue l'internalisation de SOD1 et p53 : la cinétique
d’entrée. Pour les agrégats de SOD1, 15 minutes sont suffisantes a leur
internalisation par la majorité des cellules (MUNCH et al., 2011), alors que dans
le cas de p53, plus de 3 heures sont nécessaires pour atteindre le méme taux de
cellules positives pbur les agrégats et ce, méme avec une concentration cinq fois
plus élevée dagrégats. Cette observation suggére que le mécanisme
d’internalisation des agrégats de p53 differe de celui de SOD1 et qu’il pourrait
dépendre de facteurs supplémentaires, entre autres de la dynamine |I.
Cependant, puisque la lignée cellulaire utilisée dans les deux études n’était pas
la méme, il est impossible de déterminer la raison exacte pour cette divergence.

Le mécanisme d’internalisation précis n’est connu que pour trés peu d’agrégats'
protéiques jusqu'a maintenant. En ce sens, notre étude portant sur
Finternalisation des agrégats de la protéine p53 est novatrice : elle caractérise
plus précisément le mode d'entrée qu'une simple colocalisation des agrégats
avec des molécules de dextran ou avec le récepteur de la transferrine, deux
méthodes largement utilisées pour déterminer Pimplication de I'endocytose et la

dépendance 4 la clathrine.
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Les agrégats de p53 recombinant co-agrégent avec p53
endogéne

La co-agrégation d’agrégats protéiques internalisés avec la protéine endogene
est aussi une caractéristique importante des prionoides qui a été montrée pour
les agrégats de la protéine Huntingtin, tau, TDP-43, a-synucléine et SOD1
(FROST et al., 2009; FURUKAWA et al., 2011; LUK et al., 2009; MUNCH et al.,
2011; REN et al.,, 2_009). La co-agrégation d’agrégats exogénes de p53 avec la
protéine cellulaire n'avait jamais été montrée auparavant. Cette étude révele
donc une nouvelle caractéristique des agrégats de p53 : leur capacité de causer
'agrégation de la protéine soluble. L’induction de 'agrégation de p53 cellulaire a
d’abord été démontrée indirectement via la formation d’agrégats de p53GFP
dans des cellules en culture incubées avec des agrégats de p53 recombinant. Ce
résultat montre que la présence des agrégats exogénes a eu comme
conséquence l'agrégation de p53GFP dans ces cellules, mais ne montre pas
I'interaction directe des agrégats avec la protéine cellulaire. La co-agrégation a
été visualisée plus tard par microscopie confocale suite a une expérience
d’immunofluorescence. Les résultats de cette expérience ont montré la
juxtaposition des agrégats de p53C fluorescents au marquage correspondant a
p53 endogene. Ensemble, ces résultats confirment que les agrégats de p53C
sont capables d’entrer dans des cellules en culture exprimant p53WT et de |
recruter la protéine p53 endogéne a ces cellules afin de la faire agréger a son

tour.

L’'impact de I'agrégation de p53 cellulaire sur la protéine elle-méme ainsi que les
cellules ne peut étre que spéculé pour linstant, faute de résultats convaincants.
Puisque la présence d’agrégats de p53 in cellulo n'a jusqu'a maintenant été
observée que dans des cellules cancéreuses (MOLL et al., 1996; OSTERMEYER
et al., 1996), une hypothése évidente est celle de la perte de fonction de p53
cellulaire suite a son agrégation, par séquestration de la protéine. La

conséquence d'une telle perte de fonction de la protéine sur la cellule
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* engendrerait, au fil du temps, I'apparition de dommages a 'ADN ainsi qu’'une
forte suscep;tibilité au développement d’'une tumeur. D’ailleurs, ces phénoménes
sont observés dans des animaux transgéniques n’exprimant pas la protéine p53
(DONEHOWER, 1996). En ce sens, l'agrégation de la protéine p53WT lui
conférerait un potentiel oncogénique, méme sans I'apparition de mutations dans

sa séquence primaire en acides aminés.

ldéalement, la co-agrégation d’agrégats de p53 avec la protéine endogéne
devrait étre faite a I'aide d'agrégats de p53FL. Dans le cadre de cette étude, il
était primordial de pouvoir différencier la protéine recombinante exogéne et la
protéine endogéne par deux marquages différents. .L’utilisati'on' d’agrégats de la
p53FL recombinante aurait entrainé leur marquage par l'anticorps anti-p53 utilisé
pour reconnaitre la protéine endogéene, mais puisque I'épitope reconnu par cet
anticorps se trouve en N-terminal de la protéine, des agrégats de p53C pouvaient
étre utilisés pour mimer l'action d’agrégats de p53FL sans étre reconnus par cet
anticorps. Pour ces raisons techniques, p53C a été utilisée dans ces
expériences, mais une démonstration de la co-agrégation d’agrégats de p53WT
plein longueur avec la protéine cellulaire aurait encore plus d’'impact. En effet, la
troncation de la protéine p53 dans le cancer est-une mutation peu fréquente
(moins de 10% des cas) (ROBLES et al., 2002), c’est-a-dire que dans une
grande majorité des cancers la protéine p53 est entiére. C'est pourquoi la co-
agrégation d’agrégats de p53FL avec p53 cellulaire serait une expérience en

conditions plus physiologiques.

Puisque la co-agregation de p53 recombinant avec p53-cellulaire a lieu dans le
cytoplasme, les agrégats de p53 recombinant doivent nécessairement y étre
libérés. Jusqu'a maintenant, la fagon par laquelle un agrégat protéique internalisé
par endocytose accede au cytosol reste inconnue (AGUZZI et RAJENDRAN,
2009). Généralement lors de I’e-ndocytose, les cargos se trouvant dans les
endosomes sont resécrétés a l'extérieur de la cellule ou dégradés, suite a la

fusion de 'endosome avec un lysosome. La possibilité que Pagrégation prenne
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place dans un compértiment cellulaire entourée d’'une membrane ou se trouvent
a la fois I'agrégat de p53 recombinant et la protéine p53 cellulaire n’a pas été
vérifiée. Ceci pourrait étre fait & Faide d’'un marquage des . membranes cellulaires
avec une molécule fluorescente afin de vérifier si une membrane entoure
l'agregat formé. Néanmoins, la protéine p53 cellulaire se situe généralement
majoritairement au noyau et faiblement au cytosol et sa localisation dans d’autres
compartiments cellulaires n’a été que trés peu documentée jusqu’a maintenant,
laissant peu d’espoir pour cette derniere hypotheése.

’

La formation des agrégats de p53 et leur transmission d’une
cellule a I'autre sont-elles envisageables physiologiquement?

Jusgqu’a maintenant, les résultats expérimentaux obtenus ont montré que dans un
environnement contrblé, des agrégats de la protéine pS3WT peuvent étre formés
et peuvent aussi étre internalisés par des cellules HeLa et NIH3T3 en culture.
Cependant, la faisabilité de tous ces événements dans un organisme entier et
surtout, dans un environnement non controlé n’a pas été vérifiée. La section qui
suit discute des points les plus importants qui contribuent- 3 déterminer la
probabilité qu’un tel phénomene se produise de facon naturelle.

D’abord,' la formation des agrégats de pS3WT en laboratoire- s’effectue a l'aide
d’'une concentration relati\)ement élevée de la protéine purifiée (950 mg p53/g
protéine recombinante si on considére une pureté de 95% de la purification
protéique) dans une solution tampon a une température controlée. Comme
mentionné dans lintroduction, le niveau de p53 dans une cellule saine reste
toujouré relativement bas, étant donné la dégradation trés rapide de la protéine
en absence de stress. Dans des lignées de cellules non cancéreuses,
Hassapoglidou et al. ont déterminé que la concentration de p53 est de 0,8-1,4 ug
p53/g protéines provenant du lysat cellulaire, une concentration 1 million de fois.
plus petite que celle utilisée expérimentalement. Toutefois, dans des lignées
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cellulaires cancéreuses, il a été remarqué que la quantité relative de p53 est
généralement plus élevée, et ce phénomeéne est encore plus marqué dans des
lignées cellulaires cancéreuses ou la séquence d’acides aminés de la protéine
p53 comporte une ou plusieurs mutations ponctuelles. Dans ces conditions, la
concentration cellulaire de p53 peut s’élever jusqu’a 108 mg p53/g de protéines
extraites (HASSAPOGLIDOU et al., 1993; LIANIDOU et al., 1999), c’est-a dire
100 fois plus élevée que dans des cellules saines. Une telle augmentation est
significative, certes, mais la concentration de p53 maximale dans une cellule
reste toujours 10 000 fois en decga de la concentration utilisée pour 'agrégation in
vitro. Cependant, la concentration de la protéine p53 n’est pas le seul élément a
considérer lorsque I'on veut determiner sa capacité a agréger; la présence de
chaperones et, de fagon trés importante, le temps, peuvent jouer un role dans la’
capacité d’agrégation in cellulo de p53.

D’abord, certaines protéines chaperones ont été démontrées comme liant p53 in
cellulo. Puisque les chaperones sont des molécules connues pour lier des
protéines afin de faciliter leur bon repliement, la- conséquence directe sur
lagrégation de celles-ci. de leur liaison a p53 Premiérement, la protéine
chaperone HSP90 est connue pour empécher I'agrégation de p53WT ou
catalyser sa désagrégation, du moins in vitro (WALERYCH et al., 2004). D’autres
_publications démontrent une stabilisation de la conformation mutante de p53 par
'HSP90 (PENG et al., 2001), ce qui vient au moins partiellement a I'encontre des
résultats de [I'équipe précédente, puisqu'une telle stabilisation faciliterait
grandement P'agrégation de p53 mutant. Méme si la conséquence exacte d’'une
liasison entre HSP90 et p53 demeure controversée, sa présence semble
effectivement avoir des répercussions sur la stabilite de la protéine. En conditions
de haute température, cette chaperone abondamment exprimée (CREVEL et al.,
2001) pourrait donc grandement influencer la capacité d’agrégation de p53.
Deuxiemement, la chaperone CHIP lie elle aussi la protéine p53 pour réguler sa
_conformation. Elle se lie de maniére plus importante a la conformation mutante

de p53 in vitro, mais son effet exact est encore inconnu. Un point important a
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noter, cependant, est l'effet de la liaison de CHIP sur d’autres protéines qui
agregent : CHIP est connue pour empécher I'agrégation de tau, les protéines a
polyglutamine et CFTR (ALBERTI et al., 2004; MEACHAM et al., 2001; MILLER
et al., 2005; SAHARA et al., 2005; SHIMURA et al., 2004). Plus récemment, des
avanceées ont été effectuées dans ce domaine pour clarifier le role des différentes
chaperones, et leur réle a été découvert comme étant dépendant de la
conformation de p53. En effet, dans des cellules exprimant une forme mutante de
p53, HSPY90 agit comme stabilisateur de p53 mutant en empéchant sa
dégradation par MDM2 et CHIP, et ce, en formant un complexe avec p53, alors
que dans des cellules exprimant p53WT, HSP90 previent I'agrégation de p53 en
jouant son réle classique de chaperone (LI et al., 2011).

Ensuite, un facteur supplémentaire entre en jeu de fagon importante lorsque 'on
parle de probabilité- d’agrégation dans un organisme entier : le temps. En effet,
celui-ci joue en faveur de lagrégation, puisque plusieurs décennies de vie
augmentent la probabilité de nucléation d’'un agrégat de p53. La nucléation, c’est-
a-dire la rencontre de deux molécules dont les domaines-cibles sont exposés et
accessible pour l'agrégation, est connue pour étre l'étape limitante dans la
formation d’agrégats de la protéine prion (BRUNDIN et al., 2010; SOTO et al.,
2006). Si I'étape initiale dans I'agrégation de p53 est une phase de nucléation
-semblable a celle de PrP, il est possible que le haéard d’une rencontre protéine-
" protéine dans une conformation propice a I’agrégation joue un rdle extrémement
important sur la probabilité d’agrégation de p53 dans un organisme vivant. Cette
probabilité dépend inévitablement de la concentration de p53 dans la cellule au
moment précis de la rencontre. Puisqu'une vie s’échelonne sur plusieurs
décennies, cela laisse place a des milliards de rencontres potentielles entre deux
protéines. Plutét que seulement 24 h in vitro, les protéines p53 dans les cellules
de l'organisme disposent d’amplement de temps pour entrer en contact. La
probabilité qu'au cours d’une vie entiére deux protéines p53 mal repliées entrent
en contact et que cette rencontre initie la nucléation d’'un agrégat semble plus

vraisemblable que pendant un court laps de temps compté en nombre d’heures.
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A Tlaide d'un calcul simplifié et en considérant un lien linéaire entre la
concentration de protéine p53 et le temps, on peut facilement déteminer si
Fagrégation de p53 mutant est probable ou non chez un individu comportant un
alléle mutant du géne codant pour p53. Durant les manipulations, 24 h était le
temps requis I'échantillon de p53 purifiée et a concentration élevée pour observer
une agrégation massive de la protéine. A concentration 10 000 fo.is moins élevée,
dans une cellule d’'un organisme par exemple, on pourrait donc s’attendre a ce
que l'agrégation prenne 10 000 fois plus de temps, c’est-a-dire 10 000 jours, ce
qui correspond a un peu plus de 27 ans. Ce calcul, bien que purement
hypothétique, démontre malgré tout que dans de telles conditions, la formation
d’agrégats de p53 chez un individu, méme si elle ne semble que trés peu
probable, n'est pas totalement impossible. En réalité, l'atteinte de conditiohs
optimales pour l'agrégation de la protéine in cellulo est donc peu probable, mais
extrémement difficile a quantifier.

Une autre interrogation pertinente est celle de la capacité de p53 & s’agréger en
présence de mutations ponctuelles dans son domaine de tétramérisation. En
effet, le domaine de tétramérisation de p53, situé en C-terminal de la protéine,
permet un rapprochement des monomeéres, essentiel pour la liaison a FADN. On
pourrait également penser que ce domaine serait nécessaire a I'agrégation de la
protéine. Cependant, de nombreux indices s\uggérent que l'agrégation de p53 ne
dépend aucunement de sa capacité a former des diméres ou des tétrameéres.
- Premiérement, des formes tronquées de p53 comportant uniqguement soit le
_ domaine central de liaison a FADN ou le domaine N-terminal ont été montrées
comme étant capable de s’agréger in vitro (ISHIMARU et al., 2003; RIGACCI et
al., 2008). Deuxiéemement, une étude montre que le domaine de tétramérisation
de p53 seul, soit WT ou comportant la mutation R337H qui inhibe sa
tétramérisation, peut former des fibres amyloides lorsque placé dans des
conditions de haute température in vitro (LEE et al,, 2003). Cette observation
suggéere que peu importe la capacité de tétramérisation de la protéine, cette

derniere peut former des agrégats lorsque placée dans les conditions optimales
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pour leur formation. Finalement, une séquence d’acides aminés responsable de
Fagrégation de p53 a eté identifiée récemment comme étant les résidus 251 a
257 de la protéine. Cette séquence, bien que non suffisante a elle seule pour
faire agréger p53, semble nécessaire a I'agrégation de la protéine pleine
longueur (XU et al., 2011).

Enfin, la deriére partie de cet ouvrage sera dédiée a adresser le probléme de la
transmission des agrégats de p53 d'une cellule a une autre. Pour que ce
phénomene puisse s'effectuer, les protéines en question doivent se retrouver a
Pextérieur des cellules, donc étre sécrétées ou excrétées d'une maniére ou d’une
autre, puis étre réinternalisées par une autre cellule. Grace aux travaux
présentés ici, linternalisation .d’agrégats de p53 est maintenant mieux
caractérisée. Cependant, le mécanisme par lequel les agrégats sont sécrétés
reste encore totalement inconnu, principalement parce que p53 n’a jamais été
documentée comme étant une protéine sécrétée et que la sécrétion des agrégats
de p53 par la cellule n’a toujours pas été documentée. En réalité, comme pour
plusieurs des prionoides connus, le mécanisme exact de propagation d’'une
cellule a lautre des agrégats de p53 est encore flou. Différents modéles
proposeés pour d'autres prionoides pourraient s’appliquer, incluant Putilisation
d’exosomes par les agrégats, I'exocytose qui reldche les protéines dans 'espace
extracellulaire ou encore un transport trans-synaptique ou des «tunneling
nanotubes» (AGUZZI et RAJENDRAN, 2009; LEE et al., 2010b). Certains de ces
mecanismes pourraient étre utilisés par les agrégats de la protéine p53, mais
jusgu’a maintenant aucun résultat ne peut nous le confirmer.

Une théorie distincte a été proposée spécialement pour p53 par une équipe
coréenne. Dans leur publication en 2010, Lee, S.Y., et al. ont émis Fhypothese
comme quoi les agrégats de p53 pourraient étre libérés par les cellules
nécrotiques au centre des tumeurs cancéreuses. En effet, il est généralement
accepté que la mort par nécrose permet le relachement de plusieurs protéines

cellulaires da a la rupture de la membrane plasmique. Leurs résultats, obtenus a
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laide d'un modéle de tumeurs sphéroides cultivées en agar mou, démontrent
qu’une forme insoluble de p53 est retrouvée dans le coeur nécrotique des
tumeurs ((LEE et al., 2010c). Pour illustrer la transmission d’'une cellule a 'autre
des agrégats de p53, on peut ensuite poser Phypothése selon laquelle les
agrégats dans le milieu extracellulaire sont internalisés a laide de Ila
macropinocytose, par les cellules vivantes avoisinantes comme démontré dans
larticle scientifique ci-joint, Pour le moment, la théorie selon laquelle les agrégats
libérés lors de la nécrose sont réinternalisés par les cellules avoisinantes n'a pas
été confirmée, mais elle reste totalement plausible, surtout lorsque I'on consideére
le rble possible des agrégats de p53 dans le cancer.

Conclusions

Comme I'ont montré précédemment d’autres équipes de recherche, la protéine
p53 comportant une mutation ponctuelle est capable d’agréger dans les cellules
cancéreuses et causer l'agrégation de p53WT, ce qui entraine la perte de
fonction de la protéine (ANO BOM et al., 2012; XU et al., 201 1). Les résultats de
la présente étude ajoutent a ce modele le fait que la protéine tronquée mais sans
mutations (p53C) peut produire un effet similaire. La protéine p53FL a été
montrée comme étant capable d’agréger en conditions dénaturantes et d’étre
internalisée par des cellules en culture. De plus, les résultats démontrent que les
agrégats de p53 peuvent entrer dans des cellules selon un mécanisme
dépendant de l'actine, d’'un pH intracellulaire équilibré et de la dynamine |. Enfin,
la co-agrégation des agrégats. exogenes de p53C avec la protéine cellulaire
démontre que p53 posséde une caractéristique importante des prionoides, le
- recrutement de la protéine native. Bien que les connaissances au sujet de
Pagrégation de p53FL soient actuellement limitées, notre étude est un ajout
important & ce domaine et ouvre la porte a des études subséquentes portant sur
d'autres caractéristiques prionoides possibles de p53, comme le transfert des

agregats de cellule en cellule ou d’un organisme a l'autre.
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ANNEXE

Matériel et méthodes supplémentaires
Figure 11

Des cellules HelLa ont été ensemencées au nombre de 20 000 cellule par puits
dans des plaques 24 puits. Le lendemain, les cellules ont été incubées pendant
3 h avec 1 uM agrégats p53C-Dylight 647, 500 nM BODIPY® FLCs lactosyl-
ceramide (Invitrogen), 25 pg/mL transferrin tetramethylrhodamine (Invitrogen),
7,5 ug/mL cholera toxin subunit B Alexa Fluor 488 (Invitrogen) et 50 uM
genistein, 5 uM chlorpromazine, 5 mM MBCD, 100 pM EIPA ou un volume
équivalent de DMSO. Les cellules incubées avec BODIPY® FLCs lactosyl-
ceramide ont été lavées 6 x 10 min dans PBS 5% BSA sans acides gras (Sigma-
Aldrich) (MARTIN et PAGANQO, 1994). ‘

Les cellules incubées avec transferrine tetramethylrhodamine ont été lavées dans
150 mM NaCl, 10 mM acide acétique, 0,1 M glycine, pH 3,5 afin d’éliminer les
molécules de tranferrine liées & la surface extérieure des cellules (SONNICHSEN
et al., 2000).

Toutes les cellules ont ensuite été trypsineées et lavées en preparation pour le
passage au trieur de cellules a fluorescence (FACS Aria, BD Biosciences). Un
duplicata de 10 000 événements a été analysé.

Figure 12

Des cellules HelLa cells ont été ensemencées dans des plaques 24 puits et co-
transfectées avec les plasmides rapporteurs PG13 ou MG15 (Addgene
plasmides 16442 et 16443) (EL-DEIRY et al., 1993), ainsi que p53GFP et pRLTK
Renilla luciférase. Vingt-quatre heures aprés la transfection, les cellules ont été

incubées avec le tampon ou 1 pM d’agrégats ou de monomeéres de p53
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recombinant. L’activité luciférase a été mesurée a laide du systéme Dual-
Luciferase Reporter Assay (Promega) et d'un Iluminometre. L’activité
transcriptionnelle de p53 a été calculée comme un ratio activité luciférase
Firefly/activité luciférase Renilla. Les valeurs ont ensuites été rapportées sur la

valeur obtenue pour les cellules PG13 dans agrégats pour chaque expérience.



