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Liste des abréviations

AD
ADN
ADNr
APOD
ARNmM
ARNTt
ATCase
ATP
CFU
CLS
CP
CQP
CTP
ME
RE
ERC

eRF

EYFP

FU

GDP

GFP
GMP-PNP
GST

GTP

HD

HSG

HSP

INQ
IPOD
JUNQ

Maladie d'Alzheimer

acide désoxyribonucléique

ADN ribosomique

age-associated protein deposit (dépbt protéiquaxesau vieillissement)
acide ribonucléique de messager

acide ribonucléique de transfert

Aspartate carbamoyltransférase

adénosine-5-triphosphate

colony forming units (nombre de cellules pouvamifer des colonies)
chronological lifespan (vieillissement chronologgu

coeur protéolytique du protéasome 26S

Contrdle-Qualité des Protéines

cytosine triphosphate

Microscopie Electronique

Réticulum Endoplasmique

cercle d’ANDr extrachromosomique

eukaryotic translational release factor (facteutedminaison traductionnelle
eucaryote)

enhanced yellow fluorescence protein (protéinerflacente jaune améliorée)
fluorouracile

guanosine diphosphate

green fluorescence protein (protéine fluoresceattey
guanylyl-imidodiphosphate

glutathion S-transférase

guanosine triphosphate

Maladie de Huntington

heat shock granule (granule de shock thermique)

Heat-Shock Protiein (protéine de shock thermique)

intranuclear quality control compartment (compaetithde contrdle qualité
intranucléaire)

insoluble protein deposit (dépbt des protéinesliiges)

Juxtanuclear quality control compartment (compagtitrde contrble qualité
juxtanucléaire)



NAC

NCR
NEF
NTP
prion
PD
pH
PrD
PSG
RAC
RLS
ROS
RP
SD/SC

STEM

TF
Ub

UPS
USA
VHL
YPD

nascent-chain-associated complex (complexe asadaiéhaine polypeptide
naissante)

Nitrogen Catabolite Repression (répression dedbohtes d'azote)
nucleotide exchange factor (facteur d’échange dekatides)
nucléoside triphosphate

proteinaceougnfectious particle (particule infectieuse protéique)
Maladie de Parkinson

potentiel hydrogene

prion forming domain (domaine prion)

proteasome storage granule (granule de stockag¢&agmnal)
ribosome-associated complex (complexe associébasame)
replicative lifespan (vieillissement réplicatif)

Reactive Oxygen Species (dérivés réactifs de |'engy

particule régulatrice du protéasome 26S

synthetic defined / synthetic complete medium (@uilsynthétique de levure)

Scanning Transmission EM (microscope électronigbalayage par
transmission)

trigger factor (facteur de déclenchement)

ubiquitine

systeme ubiquitine-protéasome

uréidosuccinate

Von Hippel Lindau protein (protéine Von Hippel Lieual)

Yeast Peptone Dextrose (milieu riche pour la celdes levures)
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Avant-propos

Cette thése a porté sur I'étude de ‘protéines figleses’ ou prions chez la levure

Saccharomyces cerevisiaecomporte deux volets distincts.

Dans une premiére partie, nous avons exploré patainent par des approches biochimiques
I'articulation entre les chaperons moléculaireke girotéasome dans la dégradation des prions
de levure. Dans une seconde partie, nous nous S®IMM@eeSSES aux propriétés de ces prions
au cours des différentes phases de croissancelelauta, ainsi qu’a leur impact sur la survie

a long terme et le vieillissement chronologique.

Ces deux projets recouvrent des thématiques St complexes gu'il serait beaucoup
trop long de décrire de maniére exhaustive. Jiasiathoisi de débuter I'introduction de ma
thése par une description générale des mécanissmewrdréle qualité des protéines. Jai
notamment mis l'accent sur les chaperons moléadat le systéeme ubiquitine protéasome
du fait de leurs rbles de tout premier plan dansmigintien de la protéostase et le
vieillissement, mais également dans la formatiamrbpagation et I'élimination des prions de
levure. Ensuite, dans la deuxieme partie de I'ohiction jai décrit la croissance et le
vieillissement chez la levure, ainsi que les relai entre I'agrégation protéique et le
vieillissement. La troisieme partie de I'introdusti est consacrée aux prions chez la levure
Saccharomyces cerevisiakai privilégié la description détaillée de$l'] (forme prion de la
protéine Sup35p) eUREJ (forme prion de la protéine Ure2p) qui sont lesuxl prions de
levure les mieux documentés et que nous étudionialmratoire. Les réles joués par les
chaperons moléculaires et le protéasome dans taafmm et la propagation de ces prions

sont aussi décrits, faisant ainsi le lien aveadéaere partie de I'introduction.

Les résultats, présentés sous forme d’articles reglaig, sont précédés d'un résumeé en

francais et accompagnés de résultats complémentaias échéant. Dans un premier volet,

Xl



j'ai décrit la dégradatiom vitro des formes soluble et fibrillaire du prion de leyWre2p par

le protéasome 26S. J'ai ensuite présenté quelquesds complémentaires sur I'articulation
entre les chaperons moléculaires et protéasomé siggradation protéasomale des formes
soluble et fibrillaire de Sup35p. Dans le secontetvdes résultats, j'ai décrit mes travaux
portant sur la caractérisation des modificationbiesi par le prion SI] au cours des
différentes phases de croissance, et sur les comsées inattendues du prioRgl'] sur le

vieillissement chronologique de la levi#accharomyces cerevisiae

Une conclusion et les perspectives ouvertes paragail de these sont proposées a la fin du
manuscrit.
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INTRODUCTION






1  Controéle-qualité des protéines

1.1 La protéostase cellulaire

Au cours de la vie d’'une cellule, dans des cona#tiphysiologiques normales, de nombreuses
protéines doivent étre synthétisées, acquérir leomformation native, rejoindre leur
localisation subcellulaire et éventuellement s’aggoau sein de complexes multiprotéiques
tels que les ribosomes, les polymérases ou le geomée. La plupart des protéines ont une
durée de vie limitée et extrémement variable (delgques minutes a plusieurs jours) selon les
fonctions cellulaires qu’elles accomplissent ou deganismes dont elles sont issues. C’est
pourquoi les protéines dans une cellule doiverd &nouvelées en permanence. L’ensemble
des protéines ayant des structures et des fonctiistsictes qui forment des réseaux
d’interactions protéine-protéine afin d’assurebte fonctionnement de la cellule représente
le protéome de la cellule (Brehme et al., 2014). L’homéostasi@eéique oyprotéostasese
réfere aux processus permettant de controler leerdration, la conformation, les interactions
et la localisation des protéines vis-a-vis destflatons intrinseques ou environnementales
(Balch et al., 2008). Une perte progressive denttbostasie cellulaire est intimement associée
aux processus de vieillissement cellulaire, étaminé@ les fonctions cellulaires essentielles
assurées par les protéines. L'équilibre et lintégdu protéome a donc une importance
primordiale (Hartl, 2016).

Une protéine est une chaine polypeptidique comgiiacides aminés (structure primaire)
dont le repliement fait apparaitre un ou plusiedmnaines, ces derniers pouvant étre
constitué d’hélices, de feuilletsp et/ou de boucles (structure secondaire). Cesrélifté
domaines se replient de fagcon spontanée ou awsidtance de chaperons moléculaires afin
d’acquérir une structure tridimensionnelle natieenpettant a la protéine d’assurer sa fonction
biologique. Le repliement correct des protéines @shc essentiel pour I'homéostasie
cellulaire. Des mécanismes @ontrdle Qualité des Protéines(CQP), également appelé
réseau protéostasique (RP) (Figure 1), influentedestin des protéines, de I'activation des
protéines naissantes et métastables a I'éliminak&mnprotéines en fin de vie, mal repliées ou
agrégées (Klaips et al., 2014; Saarikangas ancaB&®16). Dans chaque cellule, tissu ou
organisme vivant, le CQP est optimisé pour asaumersurveillance constante et efficace du

protéome dans des conditions physiologiques nosné&lependant, I'équilibre délicat entre



synthése, repliement et dégradation des protéiaas §ire rompu, par exemple lorsque les
cellules sont soumises a un stress important (b&c ¢hermique, rayonnements, agents
chimiques, infections par des pathogénes, etc.gpats du vieillissement ou les capacités du
CQP sont réduites, ou encore a cause de mutataosslels génes codant pour des acteurs clés
du CQP ou pour des protéines clientes du CQP. k#sles peuvent, dans certains cas,
répondre a ces situations de crise exceptionnaliehroniques par exemple en augmentant le
niveau d’expression de composants du CQP, telslepiehaperons moléculaires qui ont
d’ailleurs été identifiés comme étant des protéimekiites par un choc thermiqueldat-
Shock ProteingiiSP) (Balch et al., 2008; Brehme et al., 2014).
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Figure 1. Réseau protéostasique. (Figure adaptée de Balch et al., 2008)

Le réseau protéostasique est représenté en fleches rouges. L’homéostasie protéique résulte de la
synthése/dégradation, repliement/dépliement et agrégation/désagrégation des protéines ; elle est
indispensable pour la vie d’'une cellule. Les facteurs de contréle qualité des protéines (facteurs CQP,
représentés par des ronds magenta) restaurent I’homéostasie protéique en cas de déséquilibre.



L’adaptation spatio-temporelle de la protéostadéula@e est nécessaire en raison de la
présence d’'un protéome en évolution continuells. dadlules synthétisent continuellement de
nouvelles protéines structurelles, de ménage orteponse a divers stimuli et doivent faire
face a I'accumulation de protéines mépliées ougggre au cours du vieillissement. De plus,
certaines protéines ne sont que marginalementestalix températures et pH physiologiques,
et la cellule doit veiller a maintenir la concetitia et la localisation cellulaire de chaque
protéine. La protéostase est donc une tache asphasant sur un équilibre délicat qui peut
étre facilement rompu. Dans certains cas, tel qwuass thermique modéré, le CQP est
robuste et permet de rétablir I'équilibre. Au codts vieillissement, une perte progressive (en
nombre et en qualité) des acteurs de la protéogiase conduire a lI'accumulation de
protéines mal-repliées et a la formation d’agrégatstéiques cytotoxiques. A terme, ces
défauts non corrigés peuvent étre la cause delpgths (Balch et al., 2008; Kim et al., 2013;
Taylor and Dillin, 2011). Parmi les maladies cassgmr le mauvais repliement ou
I'agrégation protéique, on retrouve notamment ledadies neurodégénératives (les maladies
d’Alzheimer, de Parkinson et de Huntington, et alzssclérose amyotrophique latérale). Ces
maladies peuvent survenir de maniére sporadiqueeciacon héréditaire via des mutations
souvent dominantes (Ayyadevara et al., 2015; Betdll., 2008; Kim et al., 2013; Taylor and
Dillin, 2011).

1.2 Repliement et agrégation protéique

Les structures tridimensionnelles de la plupartgteseines représentent un compromis entre
la stabilité thermodynamique et la flexibilité comhationnelle requise pour leur fonction
biologique. Par conséquent, les protéines sontestdumétastables dans leurs environnements
physiologiques et donc susceptibles au mauvaigerapht et a I'agrégation (Anfinsen, 1973;
Bartlett and Radford, 2009). De plus, une propartioportante de protéines dans les cellules
eucaryotes (30%) est classée comme intrinséquedésurdonnées. Elles contiennent des
régions flexibles qui ne pourraient adopter unacstre ordonnée qu'aprés interaction avec
leurs partenaires dans la cellule. Ces protéinesparticulierement susceptibles de s’agréger
(Dunker et al., 2008).

Les études pionniéres d’Anfinsen ont révélé gu'petite protéine, la ribonucléase dénaturée
adopte spontanément sa structure nativevitro, ce qui démontre que la structure

tridimensionnelle d’'une protéine est dictée parsgguence primaire en acides aminés
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(Anfinsen, 1973; Bartlett and Radford, 2009). Denboeux travaux nous ont depuis permis
de comprendre comment la séquence linéaire ensaaitnés code la conformation native
d’'une protéine et dirige le processus de repliem€doimme le nombre de conformations
gu’une chaine polypeptidique peut adopter au cdunsrocessus de repliement est trés grand,

le repliement est une réaction hautement complekétérogéne.

D’un point de vue énergétique, la structure tridigiennelle native d’'une protéine représente
I'état de plus faible énergie libre (Anfinsen, 197Be paysage énergétique du repliement
protéiqgue peut étre représenté sous forme d'unnanto (Figure 2). Le polypeptide
désordonné se trouve au bord de I'entonnoir indigui@nergie libre la plus élevée. En
général, I'entonnoir de repliement a une apparemtiennée. Les chaines polypeptidiques
forment des intermédiaires de repliement métasapiallées) puis passent par des états de
transition (collines) pour atteindre leur conforioatnative, état ou I'énergie libre est la plus
faible. Le repliement partiel ou le mauvais repkar conduisent a I'exposition d’acides
aminés hydrophobes au solvant, ce qui peut conduifagrégation protéique (Chiti and
Dobson, 2006; Dunker et al., 2008). L'agrégatios gdetéines peut conduire a la formation
d’agrégats amorphes ou a des assemblages beaucsuprgonnés tels que les amyloides
(voir 3.1.1). Alors que la plupart des protéinesimnt adopter ces structures hautement
ordonnéesin vitro (dans des conditions physicochimiques souvent mesé et non
physiologiques), la situation est heureusementémdfite in vivo ou les conditions
physicochimiques et l'intervention des chaperondémdaires notamment empéchent leur
formation (Chiti and Dobson, 2006; Eichner and Radlf 2011; Kim et al., 2013). La
formation d’intermédiaires oligomérigues solublesampagne souvent la formation des
agrégats fibrillaires insolubles. Les oligomeresuyemt étre considérées comme des
intermédiaires dynamiques qui doivent subir desraégements structuraux considérables

pour former les fibres amyloides, I'état le plusbde.
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Figure 2 Paysage énergétique du repliement protéique. (Kim et al., 2013)

Des interactions intramoléculaires (partie verte) énergétiquement favorables sont stabilisées au
cours du repliement protéique vers I'état natif. Des conformations non-natives mais
énergétiquement favorables conduisent a la formation de protéines partiellement dépliées ou mal-
repliées momentanément piégées dans des puits de faible énergie. Les chaperons moléculaires et
leurs cofacteurs peuvent aider cette population de protéines a surmonter la barriere d’énergie
libre et empécher les interactions intermoléculaires (partie rouge) qui peuvent conduire a

I’agrégation protéique.

1.3 Les chaperons moléculaires

1.3.1 Généralités sur les chaperons moléculaires

Les chaperons moléculaires sont des protéinessgistant le repliement ou I'assemblage en
complexes d’'autres protéines sans faire partiesttestures finales. lls sont présents dans
tous les organismes et tous les compartimentslaiedia. Il existe différentes classes de
chaperons moléculaires dans la cellule. lls onirgtialement classés en différentes familles
en fonction de leurs masses moléculaires : pdtisgs Hsp40, Hsp70, Hsp90 et Hsp100. Les



chaperons moléculaires sont exprimés de maniéerstititive et/ou inductible par un stress
afin d’assurer des fonctions de ménage (e.g. meplw des protéines nouvellement
synthétisées, trafic intracellulaire) d'une partré@ondre a des situations de stress protéo-
toxique (e.g. choc thermique, agrégation protéiqliayitre part (Bukau et al., 2006; Hartl,
1996; Kim et al., 2013).

1.3.2 Activités des chaperons moléculaires dans le cytosol

L’'organisation générale des activités des chapenmdéculaires dans le cytosol est
hautement conservée au cours de I'évolution (Fi@irdDans tous les domaines du vivant
(procaryotes, archaea, eucaryotes), des chapenoimgegaction avec les ribosomes (e.g. TF
(trigger facton, NAC (nascent-chain-associated complekisp70 spécialisés) interagissent
en premier lieu avec les chaines polypeptidiquéssaates qui sont ensuite éventuellement
prises en charge par d’autres types de chaperapsHgp70, Hsp60). Le repliement débute
des la traduction et s’acheve post-traductionnedl@mapres la libération de la chaine
polypeptide par le ribosome ou aprés le transiectcdnaperons en aval. La dépendance vis-a-
vis des chaperons moléculaires est variable entifonaes protéines clientes, de leur
localisation intra- ou extracellulaire finale, desyanismes et des conditions de croissance
(Hartl and Hayer-Hartl, 2009; Kim et al., 2013).
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Figure 3 Activité des chaperons moléculaires dans le cytosol chez les procaryotes (A) et les
eucaryotes (B) (Hartl and Hayer-Hartl, 2009; Kim et al., 2013)

Les chaperons en interaction avec le ribosome (TF chez les procaryotes et NAC chez les eucaryotes)
assistent le repliement des chaines polypeptides naissantes de fagon co-traductionnelle deés la
sortie du ribosome. Pour des chaines polypeptides plus longues, la famille Hsp70 (DnaK chez les
procaryotes et Hsp70 chez les eucaryotes), avec ses co-chaperons Hsp40 et facteurs d’échange (NEF)
modulent le repliement de facon co-traductionnelle ou post-traductionnelle. La préfoldine (PFD)
peut assister le repliement en aval de NAC. Les protéines naissantes partiellement repliées
peuvent étre transférées aux chaperonines (GroEL-GroES chez les procaryotes et TRiC/CCT chez les
eucaryotes). Le systeme Hsp90 recoit ses substrats a partir de Hsc70 et permet le repliement et
I'activation de certaines protéines. Dans I'encart est représenté le systeme des chaperons
moléculaires en interaction avec le ribosome chez la levure ou complexe RAC. RAC est composé de
Ssz1 (Hsp70 spécialisée) et de la zuotine (Hsp40). Il assiste le repliement des chaines naissantes
avec Ssb, un autre type d’ Hsp70 associée aux ribosomes. Les pourcentages indiquent les flux
approximatifs de protéines passant par les divers systémes de chaperons.

Les chaines polypeptidiques sont prises en chagdeddébut de synthése protéique par des
chaperons moléculaires en interaction avec le oilmes(Hartl and Hayer-Hartl, 2009; Mayer,
2010). Chez les procaryotes, le facteur TRgger Facto) protége les régions hydrophobes
des chaines polypeptidiques naissantes dés |dig darribosome pour maintenir la solubilité
des protéines. Le systeme Hsp70 (DnaK) interviestige pour les chaines polypeptidiques

plus longues (Deuerling et al., 1999; Teter et 2399 ). Il est constitué de Hsp70, ses co-



chaperons Hsp40 (DnaJ) et d'un facteur d’échangé (HEcleotide exchange factoGrpE).

Ce systeme favorise les repliements co- et podt#ttéonnels. Certaines protéines nécessitent
I'intervention des chaperonines (GroEL/GroES). thaperonines sont de larges complexes
cylindriques qui encapsulent au moins une porties chaines polypeptidiques pour faciliter
leurs repliements dans un environnement confink#Bet al., 2006; Hartl, 1996; Hartl and
Hayer-Hartl, 2009; Kim et al., 2013; Mayer, 201010).

Chez les eucaryotes, le complexe RARIbpsome-Associated Compleohez la levureS.
cerevisia¢ ou MPP11 et Hsp70L1 (chez les mammiferes) renaplate TF. Le complexe
RAC de levure est un hétérodimére stable compo&sde (Hsp70 spécialisée) et Zuol (une
Hsp40). RAC stimule I'activité ATPase d’'une autrespHO liée au ribosome, Ssb1/2, et
favorise ainsi la fixation de la chaine naissanteSsb1/2. Le complexe NA@lascent chain-
Associated Complexhez les eucaryotes) peut également s’associeribosomes et aux
chaines naissantes. NAC est constitué de deuxsoiés, a et f. La liaison de NAC au
ribosome se fait uniquement par la sous-upjtét les deux sous-unités interagissent avec la
chaine polypeptidique naissante. Le role de NAGsdarrepliement des protéines n’est pas
bien connu. Les Hsp70 et un autre chaperon moléeula préfoldine (PFD), peuvent
délivrer les protéines clientes aux chaperonind&iCICCT). Les Hsp70 peuvent également
transférer les protéines naissantes au system@0Hsptamment pour le repliement des
protéines de régulation comme les kinases et tésues de transcription. (Bukau et al., 2006;
Hartl, 1996; Hartl and Hayer-Hartl, 2009; Kim et, &013; Mayer, 2010, 2010).

1.3.3 Les différentes familles de chaperons moléculaires liées a cette étude

Les différentes familles de chaperons moléculaipésentées brievement ci-dessus
fonctionnent de maniére synergique pour maintenprotéostase cellulaire. Les Hsp70 jouent
un réle central dans le repliement des protéinélss [Eooperent avec les autres familles de
chaperons moléculaires (Hsp40 et Hspl104 etc.)s Blbmt impliqguées dans les systemes de
contrble qualité dans le cytosol, les mitochondmsle réticulum endoplasmique. Elles
s'articulent également avec d'autres systemeslagihs comme les voies de dégradation et
de transport protéique. Chez la levure, Hsp104 jousdle important dans la re-solubilisation
et la renaturation des agrégats protéiques en camp@otamment avec le systeme Hsp70/40.
Ces deux grandes familles de protéines jouentd@les importants et parfois opposés dans la
formation et la propagation des prions.
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1.3.3.1 Le systeme Hsp70

Les chaperons moléculaires de la famille Hsp70 sosetclasse de protéines ubiquitaires. Ils
sont présents dans tous les organismes et toasrgsartiments cellulaires. lls font partie des
protéines les plus conservées au cours de I'éwolutis sont impliqués dans un spectre tres
large de fonctions de CQP, telles que le repliemdentovodes protéines, le repliement des
protéines dénaturées par divers stress, le trandesiprotéines, la translocation membranaire

et 'adressage vers des voies de dégradation guatéi

Organisation structurale des Hsp70 et mode d’action

Toutes les protéines de la famille Hsp70 partageetarchitecture structurale commune : un
domaine ATPase en N-terminal (aussi appelé dom&iB® pour Nucleotide Binding
Domair), un domaine PBDReptide Binding Domajnet un domaine ‘couvercléid)’ en C-
terminal. Lelinker entre les domaines NBD et PBD est hautement coéisdrjoue un role
crucial dans la régulation allostérique des Hspebéni and Martineau, 2008) (Figure 4).

Les Hsp70 peuvent se lier a des motifs hydrophebessés a la surface des protéines en
cours de repliement ou mal-repliées. Leurs réleg de prévenir I'agrégation des protéines,
de promouvoir le repliement des protéines mal-éegli de solubiliser les protéines agrégees
et de transférer les protéines mal-repliées ou gég® aux systémes de dégradation
protéolytique. Les cycles d'interaction et de ldtérn des protéines clientes par les Hsp70
sont couplés a des changements conformationnelsd&pBndants. Lorsque Hsp70 est liee a
I'ATP, les domaines PBD did sont dans une conformation dite ‘ouverte’ pernmetia
liaison avec la protéine cliente. Aprés hydrolyse’dTP en ADP, les domaines PBD lat
adoptent une conformation dite ‘fermée’ qui stail’association avec le substrat (Figure 4).
L’échange de I'ADP pour de I'ATP est aussi crugmur la libération du substrat et le
recyclage des Hsp70. Ce processus de changemenbrdermation est soigneusement
controlé par des co-chaperons spécifiques tels lgaechaperons Hsp40 qui stimulent
l'activité ATPase des Hsp70 et les facteurs NERsic{eotide Exchange FactQrgyui
facilitent I'échange ADP-ATP (voir ci-dessous) (Buket al., 2006; Kabani and Martineau,
2008; Kim et al., 2013).
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Etat fermé: Etat ouvert:

Figure 4 Structure de Hsp70
Les structures représentées sont des structures cristallographiques de DnaK d’Escherichia coli (Etat
fermé, code PDB : 2KHO ; Etat ouvert, code PDB : 4B9Q).

Co-chaperons de Hsp70

Les co-chaperons Hsp40 (ou protéines a domainelel &acteurs d’échanges (NEF) régulent
le cycle Hsp70 (Hartl and Hayer-Hartl, 2009; May2010). Les protéines Hsp40 constituent
une grande famille de plus de 40 membres chez bPhenfKampinga and Craig, 2010).
Toutes les protéines de la famille Hsp40 contiehmendomaine J permettant l'interaction
avec Hsp70 et la stimulation de son activité¢ ATRadenad et al., 2011; Jiang et al., 2007).
Certaines Hsp40 (dites de classes | et Il) fonogorh indépendamment comme des chaperons
et permettent le transfert de protéines clientesHsp70. D’autres Hsp40 (dites de classe III)
constituent une famille plus diverses de protégtesombinent le domaine J avec une variété
de modules fonctionnels (Kampinga and Craig, 20LWteraction des Hsp40 avec Hsp70
stimule fortement (> 1000 fois) I'hydrolyse de I'RTié sur Hsp70 en ADP, ce qui permet de
stabiliser la liaison de Hsp70 avec ses substktdstl(and Hayer-Hartl, 2009; Mayer, 2010).
La fixation de NEF sur le domaine NBD de Hsp70litecia dissociation de I'ADP et la re-
fixation d’une nouvelle molécule d’ATP, ce qui dérthe la libération du substrat (Figure 5).
Des cycles d’association-dissociation de Hsp70 ases protéines clientes par Hsp70

permettent le repliement progressif de ces dermiér@réviennent leur agrégation.
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Figure 5 Cycle de réaction du systéme Hsp70-Hsp40-NEF (Kim et al., 2013; Mayer, 2010)

La fixation d’ATP sur le domaine NBD stabilise I’état ouvert de Hsp70, ce qui permet la fixation du
substrat recruté par son co-chaperon Hsp40 pour Hsp70. Hsp40 stimule I’hydrolyse de I’ATP, ce qui
conduit a la fermeture du domaine lid sur le substrat lié. NEF stimule la libération de I’ADP et la
fixation d’ATP conduit a la libération du substrat.

1.3.3.2 Hsp104

La protéine Hsp104 monomérique est une protéinkd@ekDa de la superfamille des AAA
ATPase. Elles ne sont présentes que chez les podeanClpB), les champignons et levures,
ainsi que chez les plantes. Hsp104 est constiteéd domaines : le domaine N-terminal
(NTD), deux domaines de fixation des nucléotideB@ et NBD2), un domaine hélical MD
inséré dans le domaine NBD1, et un petit domainger@inal (Figure 6A). Les deux
domaines NBDs sont indispensables pour I'activitéperon de Hspl04. Les domaines NTD,
MD et CTD de Hspl104 (Figure 6A) jouent égalemerst iides importants dans la régulation
des propriétés fonctionnelles de Hsp104. Ces daaaont impliqgués dans la spécificité de
liaison aux substrats, dans la régulation allogtéripar fixation et hydrolyse de I'ATP

permettant la liaison et la translocation du suabs#& lintérieur de I'enzyme, dans la
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stabilisation de Hspl04 hexamérique (Figure 6B),dahs la fixation des cofacteurs

(Grimminger-Marquardt and Lashuel, 2010).

Hspl104 n’est fonctionnelle qu’en complexe hexameFi(Figure 6B). La quantité de Hsp104

dans les cellules est faible en conditions normadesortement augmentée en condition de
stress (Wendler et al., 2009). Hsp104 est connue s fonction ‘désagrégase’, c’est-a-dire

sa capacité a faciliter la dissociation et la rersdion des agrégats protéiques formés par
exemple aprés un choc thermique (Parsell et 804;1%/endler et al., 2009). Le mécanisme

moléculaire intervenant lors de ce processus esiplexe. Il a été montré que Hspl04

resolubilise les agrégats protéiques par extracties chaines polypeptidiques couplée a
'hydrolyse de I'ATP (Schaupp et al., 2007; Tessatzal., 2008; Weibezahn et al., 2004;

Wendler et al., 2009) (Figure 6C). De plus, cedviaés de renaturation des protéines

agrégées par Hsp104 nécessitent sa coopératiorieasgsteme Hsp70/Hsp40. Le spectre de
substrats de ces chaperons moléculaires compremublgpeptides mal-repliés, les agrégats
amorphes de diverses protéines et les agrégatsom®yl résistants a la protéolyse

(Grimminger-Marquardt and Lashuel, 2010).

1 163 411 532 557 870 9208

@ Etat de transition, forte interaction avec les substrats et grand changement conformationnel

@ Hsp104-ATP en interaction transitoire avec les substrats E\ﬁog%
-

@ Hsp104-ADP, faible affinité avec les substrats ‘7 )

Figure 6 Organisation structurale et mode d’action de Hsp104 (Grimminger-Marquardt and Lashuel,
2010; Mayer, 2010)
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A : Structure primaire de Hsp104. NTD : domaine N-terminal ; NBD1 et NBD2 : domaines de fixation
des nucléotides ; MD : un domaine hélical inséré dans le domaine NBD1. CTD : domaine C-terminal.
B : Reconstitution en cryo-microscopie électronique des hexaméres de Hsp104 en différents états.
Panneau supérieur : vue de coté ; panneau central : vue de coté coupée verticalement ; panneau
inférieur : vue de haut coupée longitudinalement.

C: Mode d’action de Hsp104. La fixation et I’hydrolyse de I’ATP conduisent a des changements
conformationnels de Hsp104 hexamérique et a la fixation du substrat. Tout d’abord, les substrats
interagissent transitoirement avec Hsp104 liée a I’ATP. Hsp70/Hsp40 facilitent la fixation du
substrat par Hsp104. Des cycles successifs d’hydrolyse de 'ATP permettent des réarrangements
structuraux du substrat. Le nombre de cycles dépend de la stabilité du repliement ou du degré
d’agrégation du substrat. Aprés la libération par le domaine CTD de Hsp104, le substrat déplié
pourrait étre transféré aux chaperons Hsp70/Hsp40 pour des étapes de repliement ultérieures.

1.4 Le systéme ubiquitine-protéasome

Le systeme CQP est crucial pour controler le bpfiement des protéines et ainsi maintenir
les fonctions cellulaires. Une composante impoetaiut CQP est la dégradation des protéines
en fin de vie, mal repliées ou devant simplemerg éiminées par leur implication dans des
processus cellulaires hautement régulés tels gd&ikion cellulaire. Le systeme ubiquitine-
protéasome (UPS), composé des enzymes de conjogdsol’'ubiquitine (Ub) et du
protéasome 26S, joue un role prépondérant damsdeanismes de CQP.

1.4.1 Ubiquitination des protéines

L'ubiquitine (Ub) est une petite protéine de 76dasi aminés qui est extrémement conservée
chez les eucaryotes mais absente chez les proearydtibiquitination des protéines peut se
faire par la liaison covalente d'une ou plusieursléaules d’'ubiquitine (Figure 7) (von
Mikecz, 2006). L'ubiquitine peut former des chaimamiifiées dans lesquelles les molécules
d’'ubiquitine sont reliées entre elles par I'un dark 7 résidus lysine (K6, K11, K27, K29,
K33, K48 et K63). Elles peuvent également étreéedipar une liaison entre leur méthionine
N-terminale et un motif di-glycine en C-terminalide autre molécule d’'ubiquitine.
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Figure 7 Représentation schématique de I'ubiquitination (Tsakiri and Trougakos, 2015)

La conjugaison des ubiquitines aux protéines aemist un processus ATP-dépendant médié
par une série d’enzymes d’ubiquitination (Figure P)us spécifiguement, une molécule
d’ubiquitine est activée par I'enzyme activatrické & transférée de facon ATP-dépendante
sur le site actif, un résidu cystéine de I'enzynie [Eubiquitine activée est ensuite transferée
sur un groupement sulfure de I'enzyme de conjugaisd. Et finalement I'ubiquitine est
transférée via une ubiquitine-ligase E3 a un grongrég amyle d’une lysine exposée a la

surface de la protéine cliente (von Mikecz, 200&Kiri and Trougakos, 2015).

En plus de son role essentiel dans la dégradatmggsomale, I'ubiquitination est impliquée
dans de nombreux processus cellulaires tels queélenses immunitaires, I'endocytose
régulée de récepteurs protéiques, le trafic intide@e, la regulation de la transcription, la
réparation de 'ADN et 'assemblage de complexesigdralisation. La longueur de la chaine
d’ubiquitines ainsi que les résidus lysine par ledigs elles sont reliées constituent un
véritable code déterminant le destin des protéui®quitinées (Hochstrasser, 2009; Tsakiri
and Trougakos, 2015).

1.4.2 Organisation structurale du protéasome 26S

Chez la levureSaccharomyces cerevisiade protéasome 26S est une nanomachine
protéolytique d’'une masse moléculaire de 2.5 MDast constitué d’'un cceur protéolytique
(CP) 20S et d'une ou deux particules régulatrié®) (19S situées de part et d’autre de la
particule CP (Figure 8). Le CP a une structure ndylgue composée de 4 anneaux
heptamériques empilés les uns sur les autres @hitddt une cavité dans laquelle les
protéines clientes sont protéolysées. Les deuxaamnexternes sont composes de 7 sous-
unitése différentes et contrdlent I'entrée des substrdimt@rieur de la cavité catalytique du
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protéasome. Les deux anneaux centraux sont comppes&ssous-unité8-différentes qui
possedent trois activités protéolytiques de typmpase 1), trypsine 2) et chymotrypsine
(B5). La RP est constituée de 17 sous-unités quidntrdeux sous-domaines : le domaine
« couvercle I{d) » constitué de 11 protéines qui permet de déuitmgr les substrats; et le
domaine « base » qui possede 6 sous-unités difé&rayant des activitées ATPase spécifiques
et non-redondantes facilitant le dépliement dedépes clientes et leur translocation a

l'intérieur du coeur catalytique (Leggett et al.080Tsakiri and Trougakos, 2015).

19S (RP)

20S (CP)

19S (RP)

Figure 8 Le protéasome 26S de levure (Lasker et al., 2012)

A gauche est présentée une représentation schématique du protéasome 26S. Le protéasome 26S
est composé d’une particule centrale 20S (CP) et deux particules régulatrices 19S (RP). Le 20S est
composé de 4 anneaux héptamériques. La RP peut étre divisée en deux parties : lid et base. A
droite est présentée une modélisation obtenue par cryo-microscopie électronique. Le 20S est
présenté en rouge, la base est en bleue et le lid est en jaune.

Le protéasome chez les mammiféres ressemble a delda levure. Plusieurs types de
particules régulatrices (e.g. PA28, PA200) sontoretés chez les mammiféres avec des
fonctions spécifiques, dans 'immunité par exengiec la formation d'immuno-protéasomes
(Lasker et al., 2012; Leggett et al., 2005; Tsakmdl Trougakos, 2015; Voges et al., 1999).

1.4.3 Fonctions du systeme ubiquitine-protéasome (UPS)

Le systeme ubiquitine-protéasome (UPS) est une deia@légradation principale dans les
cellules. Il est impliqué dans le CQP du noyau,cgitosol et du réticulum endoplasmique.

L’'UPS est également associé a d’autres voies dadagon comme 'autophagie, un systeme
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de dégradation des constituants cellulaires dandymsomes (ou vacuoles chez la levure)
(Tsakiri and Trougakos, 2015). Le protéasome estmachinerie moléculaire sophistiquée
qui reconnait et dégrade les substrats protéighegitinés en générant des petits fragments
polypeptidiques et en permettant le recyclage dmquitines (Voges et al., 1999). Il est
important de noter que l'ubiquitination n'est pacessaire pour la dégradation de certaines
protéines, telle que 'ornithine decarboxylase (&kami et al., 1992). Les protéasomes 26S et
20S peuvent ainsi dégrader une portion signifieatide protéines dans la cellule
indépendamment de l'ubiquitination. Une région désonée du substrat semble étre requise
comme motif universel de reconnaissance par leéasoime (Baugh et al., 2009; Yu et al.,
2016). En accord avec ces observations, nous amongé que des protéines prions de levure
peuvent étre efficacement dégradées par le pratéasovitro sans ubiquitination préalable.
Leur dégradation est initiée par et nécessite ldommaines prions (voir 3.4.2) désordonnés
(Kabani et al., 2014; Wang et al., 2015). La fomatialité du systeme UPS est optimale dans
les organismes jeunes, mais elle est progressivgpeedue au cours du vieillissement ce qui
entraine I'augmentation du stress protéotoxiqudteQaerte d’efficacité de 'UPS contribue
certainement de facon importante aux maladies &@egeillissement (Tsakiri and Trougakos,
2015).
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2 Agrégation des protéines et vieillissement chez la levure

2.1 Croissance cellulaire de la levure Saccharomyces cerevisiae

2.1.1 Croissance et division cellulaire

La croissance cellulaire correspond a 'augmentagiobale de la biomasse de la population

suite a la division des cellules d’'une part, magialément a la vie et au développement de ces
cellules au cours du temps d’autre part. En labartla croissance cellulaire des levures est
généralement mesurée en suivant la densité opdica@ nm au spectrophotomeétre (Figure

10, courbe rouge). Une culture de levure dans dieumilonné passe par plusieurs phases de
croissance (voir 2.1.2.2).

La division cellulaire chez la levur®accharomyces cerevisige fait par bourgeonnement.
Elle se produit selon un cycle mitotique typiqu&yng durée d’environ 90-100 min, avec
succession des phases G1 (pré-réplication de I'ADSI)(réplication de I'ADN), G2
(préparation de la mitose) et finalement M (mitose)la cellule fille se sépare de la cellule
meére (Figure 9). Le nombre de divisions d’'une deltie levure (voir 2.2.2) peut étre suivi et
quantifié par micromanipulation sous microscopersLde I'épuisement en nutriments du
milieu de culture, les cellules cessent de se @liyimais la croissance se poursuit, dans le sens

ou les cellules sont vivantes et métaboliquemetites:
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Figure 9 Cycle cellulaire des levures
A : Image en microscopie des cellules en division.
(Source d’image : http://archive.bio.ed.ac.uk/jdeacon/FungalBiology/sacch2a.jpg)

B : Représentation schématique des phases du cycle cellulaire de la levure S. cerevisiae. La
longueur des banderoles représentent la durée des phases correspondantes. Les numéros en
dessous des cellules représentatives correspondent aux numéros indiqués dans A.

La disponibilité en nutriments, aussi bien d’'unmale vue quantitatif que qualitatif (nature
des sources de carbone, sources d'azote, acidezesmiitamines etc.) sont, avec la
température, les principaux facteurs environnementpi affectent la progression du cycle
cellulaire et la croissance cellulaire chez la teviAlberghina et al., 2012; Busti et al., 2010;
Gutteridge et al., 2010; McKinney and Cross, 19@2noni et al., 1984). Ainsi, lorsqu’une
source de carbone pauvre, telle que I'éthanolaestule source disponible dans le milieu, les
cellules se divisent et poussent lentement, praduide grandes cellules meres et de tres
petites cellules filles. En présence d’'une sourceatbone préférentielle, telle que le glucose,
les cellules poussent rapidement et la taille @esdeons est plus grande (Porro et al., 2009).
La croissance cellulaire d& cerevisiaest dépendante de la température, la vitesse mixima

de croissance exponentielle étant atteinte a 3Ua@dni et al., 1984).
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2.1.2 Les phases de croissance de la levure

2.1.2.1 Conditions de croissance en laboratoire

En laboratoire, les levures sont typiguement cééisra 30°C sous agitation réguliére dans un
milieu liquide riche (YPD) contenant des sourcegférentielles en carbone, azote et

vitamines (glucose, peptones et extrait de leviEejtaines conditions expérimentales telles
que la sélection de marqueurs d’auxotrophie néesssie faire pousser les levures dans des
milieux synthétiques définis (appelé SD ou SC) mainhes que le YPD et dans lesquels les
levures poussent souvent moins bien). Les levuzasgnt également étre cultivées sur boites
de Petri sur un milieu solidifié avec de l'agaroét elles forment des colonies. Ainsi, afin

d’obtenir une culture de levures pour des expédsnen laboratoire, une pré-culture est
généralement inoculée avec une colonie prélevébdite et incubée pendant environ 16 h

(sur la nuit). Cette pré-culture saturée (c’esira-d@ontenant des cellules ayant épuisé le
glucose et ne se divisant plus ou tres lentemenit 2.1.2.2) est ensuite diluée dans du milieu

frais et incubée jusqu’a atteindre la densité tahel souhaitée par I'expérimentateur.

2.1.2.2 Les phases de croissance

Dans les conditions de croissance au laborat@eecéllules passent d’abord par une courte
phase de latence pendant laquelle les cellulegagment leurs métabolismes en réponse a la
présence renouvelée de glucose dans le milieus Eldrent ensuite dans une phase de
croissance active ou elles se divisent de facororexqtielle (Figure 10, courbe rouge en
section bleue) avec un temps de doublement de B amin pourS. cerevisiaege qui est
exceptionnellement rapide pour des cellules eutasydendant cette période, les cellules
fermentent le glucose par glycolyse (Figure 10 rlgewiolette en section bleue), libérant de
I’éthanol (Figure 10, courbe jaune en section blelaas le milieu. Lorsque le glucose devient
limitant, les cellules arrétent transitoirementrletoissance et passent par une phase dite de
transition (ou shift) diauxique (shift diauxiqueigére 10, section blanche) permettant le
passage a un métabolisme respiratoire (Figureebfipa rose). Les cellules recommencent a
croitre a une vitesse réduite en utilisant 'oxygén I'éthanol (Figure 10, courbe jaune en
section rose) qui a été produit préecédemment leréadphase exponentielle de croissance.

Lorsque I'éthanol est épuisé, les cellules rentdamts une phase dite stationnaire (Figure 10,
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section rose pale) ou elles sont arrétées en hask cycle cellulaire et ne se divisent plus
(Figure 10, courbe rouge). Selon la durée de qeitese stationnaire et les conditions de
croissance, les cellules peuvent étre retrouvéas davers états physiologiques tels que la
quiescence (cellules en attente de conditions ganiale se diviser et croitre a houveau) ou
la senescence (cellules vivantes mais ne pouvastsd diviser), et finissent éventuellement

par mourir.

2.1.2.3 Originalité de la croissance de S. cerevisiae

La principale originalité métabolique & cerevisiaeest son exceptionnelle adaptation a la
fermentation alcoolique grace a quoi, méme en poesed'oxygene, elle convertit
efficacement les sucres en éthanol, ce qui esh@orie moins efficace d'un point de vue
énergétique. En présence d'oxygene, la grande i#ajdes cellules eucaryotes adopte un
métabolisme respiratoire qui produit 36 moléculéAT& par molécule de glucose.
Cependant, en présence de grandes quantités desegjues levures fermentent le glucose en
éthanol méme en présence d'oxygéene, et ne produjsern2 molécules d’ATP par molécule
de glucose. Lorsque les sucres fermentables somtésy les levures réorientent leur

métabolisme vers la respiration de I'éthanol.

Dans la nature, les levures vivent dans un enveoramt microbien complexe et doivent
développer des atouts leur permettant de surviréa acompétition inter-espéces. La
fermentation alcoolique est probablement une atlaptavolutive qui permet aux levures de
consommer rapidement les sources de carbone corsnaumemicroorganismes et maintenir
une prolifération rapide. La production d’éthanoupait étre une maniére de stoker I'énergie
sous une forme externalisée mais aussi un moydatte contre d’autres micro-organismes

moins tolérants a I'éthanol que la levure
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Figure 10 Croissance de la levure Saccharomyces cerevisiae en milieu riche.

La courbe rouge représente la croissance cellulaire suivie par sa DO (densité optique) a 600 nm. La
courbe bleue représente le taux de synthése protéique au cours de la croissance (voir texte pour
explications détaillées). Dans I’encart, les niveaux du glucose et d’éthanol dans le milieu de culture
sont représentés respectivement par des courbes violette et jaune.

2.1.3 Phase stationnaire et quiescence

2.1.3.1 Caractéristiques des cellules en phase stationnaire

Comme mentionné ci-dessus, en cas de carenceivajthits levures arrétent de croitre et se
préparent a I'entrée en phase stationnaire. L'ergréphase stationnaire est un processus tres
complexe, hautement régulé, qui active un progranpmer la survie a long terme en
'absence de nutriments. Elles subissent diversgdments physiologiques, biochimiques et
morphologiques. Des analyses moléculaires ont iftlentdes changements dans la
transcription et la traduction des protéines dassckllules en phase stationnaire. Le taux de

23



transcription globale est d’environ 3 a 5 fois plaible pour les cellules en phase stationnaire
gu'en phase exponentielle (Choder, 1991). Cependastcellules en phase stationnaire
peuvent mettre en place des réponses transcripliesnsimilaires a celles en phase
exponentielle en réponse a différents stress glgliat al., 2000). De plus, elles sont capables
d’'induire tres rapidement la transcription de nosobr genes permettant la reprise de la
division cellulaire lorsque les nutriments sont mguveau disponibles. Au niveau de la
traduction, le taux de synthése protéique (Wernasiidurne et al., 1996)(Figure 10, courbe
bleue) diminue fortement lors de la transition digue, mais augmente légerement au cours
de la phase post-diauxique. Lorsque les celluléeeginen phase stationnaire, le taux de
synthése protéique diminue spectaculairement a@n@.3% par rapport a celui de cellules
en phase exponentielle (Herman, 2002; Werner-Wasbkbat al., 1996). Les cellules en
phase stationnaire ont des parois cellulaires ggaigle Nobel et al., 2000) et contiennent des
mitochondries plus abondantes et des chromosometensés morphologiquement distincts
(Galdieri et al., 2010; Herman, 2002; Werner-Washbuet al., 1996). Elles induisent
I'autophagie, et sont plus résistantes a la chaeaux stress osmotiques (Plesset et al., 1987)
ainsi qu'aux traitements avec des drogues toxigdedNobel et al., 2000). En effet, certains
changements des cellules en phases diauxiquetemstire ressemblent a ceux observés
chez des cellules ayant subi des stress oxydtlsque I'induction des genes de chaperons
moléculaires et I'accumulation de tréhalose (Grayale 2004; Herman, 2002; Werner-
Washburne et al., 1996). Pour que les cellulesspnisdévelopper ces caractéristiques de
résistances lors de I'entrée en phases diauxigisegtationnaire, les cellules ont besoin de
détecter sensiblement et correctement I'épuisenmm@miinent de nutriments essentiels.
Certaines carences nutritionnelles ne provoquestlgatrée en phase stationnaire. Ainsi
lorsque des acides aminés nécessaires a la croesdancellules auxotrophes sont limitants,
ces dernieres meurent rapidement au lieu de reatrgghase stationnaire (Saldanha et al.,
2004).

2.1.3.2 Leslevures en quiescence

L’existence d’'un véritable état de quiescence cledevure a fait I'objet d'un débat
scientifique car il est difficile de distinguer @msent les cellules en croissance lente en phase
G1 des cellules en quiescence (Brauer et al., 2008er, 2011; Klosinska et al., 2011). Pour
ces raisons, dans de nombreuses études, la ddérentre levures en croissance lente,
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levures en carence nutritive et en arrét de dimisievures en croissance diauxique,
guiescentes voire sénescentes ou mortes, n'esbygasirs clairement établie.

La quiescence est un état physiologique ubiquitaies cellules eucaryotes. Elle est
généralement caractérisée par l'arrét réversibléaddivision cellulaire, la réduction de la
taille cellulaire, 'augmentation de la toléranaexatress, la réduction du débit traductionnel
et transcriptionnel, I'induction de l'autophagie let prolongement de la longévité (Coller,
2011; Galdieri et al., 2010; Gray et al., 2004)a leté montré que les cultures de levure en
phase stationnaire n’étaient pas synchroniséesngieanent un mélange des cellules avec et
sans bourgeons (Gendron et al., 2003). Une étummntet basée sur la densité des cellules
(Figure 11) a montré que les cellules en phaséstatire sont des populations mélangées
ayant des propriétés morphologiques et physiolagiqdifférentes. La population la plus
dense est homogeéne et a la capacité d'initier ageuun cycle cellulaire lorsque les cellules
sont remises dans un milieu frais (Allen et al.0&0 Cette population a été considérée
comme étant constituée de véritables cellulesardétquiescence (cellules Q) (Aragon et al.,
2008; Li et al., 2013; McKnight et al., 2015; Milesal., 2013).

Temps aprés inoculation (h)

19 20 36

245

Figure 11 Purification des cellules de levure quiescentes. (Allen et al., 2006)

Séparation de cellules de levures en différentes phases de croissance sur un gradient de densité
par centrifugation. Les cellules en phase stationnaire contiennent des populations ayant des
propriétés morphologiques et physiologiques différentes. Les fractions en haut qui sont moins
denses contiennent des cellules bourgeonnées et non-bourgeonnées. Les fractions en bas qui sont
plus denses contiennent uniquement des cellules sans bourgeons. (Barre d’échelle = 10 um)
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2.1.3.3 Les marqueurs de la quiescence

Des analyses du métabolome global des cellulessqnt rentrées en quiescence par
différentes voies n'ont pas révélé de marqueurdeosignatures métaboliques spécifiques a la
quiescence (Aragon et al., 2008; Klosinska et24l11). Cependant, ces études ont montré
que le transcriptome des cellules en quiescencelastment différent de celui de cellules

arrétées en phase GO (Gasch et al., 2000; Maréhet, 2004; Radonjic et al., 2005). Par

ailleurs, les profils obtenus sont tres différeets fonction des conditions d’entrée en

quiescence (Gresham et al., 2011; Klosinska et@l]l; Saldanha et al., 2004; Wu et al.,

2004).

Certaines protéines et complexes protéiques sgagisent au sein de différentes structures
cytoplasmiques lorsque les cellules entrent ensgaigce : I'actine, le principal constituant du
cytosquelette, forme des corps d’actine (Sagol.eR@06); le protéasome se réorganise en
particules PSGspfoteasome storage granu)e@.aporte et al., 2008) ; I'assemblage des P-
bodies impliqués dans la dégradation des ARNm (@res et al., 2005; Teixeira, 2005) ; la
phosphoribosylpyrophosphate amidotransférase Adesp ré-organise en granules
(Narayanaswamy et al., 2009; Noree et al., 201€3; @rotéines telles que la CTP (cytosine
triphosphate) synthase Ura7/Ura8 s’assemblent mrctstes filamenteuses (Noree et al.,
2010). De plus, dans les cellules quiescentesprgpaction de la chromatine est augmentée
grace a l'activité de I'histone H1, Hholp (Sché&earl., 2008). Une étude récente a également
révélé I'importance d’'une lysine désacétylase Rpdidms la répression transcriptionnelle lors

de I'entrée en quiescence (McKnight et al., 2015).

Les pluparts de ces réorganisations ont été ob=e@ns des cellules quiescentes produites
lors de la carence en sources de carbone. Nousvoass pas Si ces réorganisations sont
spécifiques a la quiescence ou s'il s'agit seuldnd@me réponse a des signaux nutritionnels
concomitants a l'entrée en quiescence. En effetsignal spécifique peut déclencher la
réorganisation de complexes protéiques indépendainteel’établissement de la quiescence.
Par exemple la formation des filaments de CTP sag#ldépend de la disponibilité en NTPs
(nucléosides triphosphate), le produit final deCIBP synthase. La présence de NTPs inhibe
I'activité enzymatique de la CTP synthase et cassgolymérisation dans le cytoplasme

(Noree et al., 2010). La présence d’adénine danslieu de culture entraine la formation de
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granules d’Adedp (Noree et al., 2010). De mémefédihts stress cellulaires peuvent
conduire a induire la formation de P-bodies (Braxsget al., 2005; Teixeira, 2005).

2.2 Vieillissement de la levure Saccharomyces cerevisiae

2.2.1 La levure Saccharomyces cerevisiae, un modele de recherche sur le

vieillissement

2.2.1.1 Lalevure Saccharomyces cerevisiae, un modele de cellule eucaryote

De nombreux genes, machineries cellulaires et psusemoléculaires sont trées conservés
entre la levureS. cerevisiaeet d’'autres especes eucaryotes, y compris I'Homiest ainsi
remarguable que de nombreux genes de levure peétrengfficacement remplacés par leurs
homologues humains, et ce malgré I'énorme distavodutive qui sépare ce champignon
unicellulaire de 'ensemble des eucaryotes supévieDe plus, cet organisme unicellulaire
facilement manipulable a été caractérisé en détails niveaux génétique, génomique et
moléculaire, et des outils puissants ont été depéls pour modifier ou contrbler la quasi-
totalité des processus cellulaires. La levBrecerevisiaest le premier organisme eucaryote
dont le génome ait été entierement séquencé (Goéeal., 1996). Ces atouts ont fait de la
levure S. cerevisiaeun modele biologique puissant dont I'étude a peraes avancées
importantes dans la compréhension du fonctionnerdante cellule eucaryote et de ses
interactions avec son environnement. On peut pamele citer des études pionniéres sur la
régulation de l'expression génique, sur les méoaess moléculaires impliqués dans la
réponse au glucose, sur le trafic intracellulairées mécanismes de sécrétion ou encore sur
I'apoptose (Denoth Lippuner et al., 2014; De Voslet2011). Plusieurs prix Nobel ont été
attribués sur la base de découvertes réaliséeslebdevuresSaccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pomhen autre modeéle biologique de choix. Le dernierdate a
récompensé en 2013 le Dr. Randy W. Schekman (gunsiles Drs Thomas C. Siudhof et

James E. Rothman) pour ses travaux sur le traicuidire chez la levure.
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2.2.1.2 Vieillissement de la levure Saccharomyces cerevisiae : un modele biologique du

vieillissement des cellules eucaryotes

Les signes de vieillissement sont évidents cherupart des organismes multicellulaires. En
revanche, les organismes unicellulaires ont longgegté considérés comme immortels. Par
exemple, une culture de levuBaccharomyces cerevisipeut étre maintenue indéfiniment si
les nutriments sont renouvelés périodiqguement.dquaBarton a suivi la division des cellules
de levure en enlevant systématiquement les celfilles produites, il a découvert que les
cellules meres individuelles finissent par mouBaiton, 1950). De plus, cette mortalité
augmente progressivement avec le vieillissementrtfMer and Johnston, 1959). Des lors,
beaucoup d’études ont prouvé que la le\&ireerevisia@st un modele précieux pour étudier
la régulation du vieillissement de cellules euctggcen division active (Longo et al., 2012;
Maskell et al., 2003). De plus en plus d’évidenoetprouvé que la levur®. cerevisiaen
phase stationnaire est également trés utile paupcendre le processus de vieillissement de
cellules eucaryotes post-mitotiques (Coller, 2@Hdhrizio and Longo, 2003; Gray et al., 2004;
Longo et al., 2012).

2.2.2 Notions de vieillissement réplicatif et chronologique

Comme tous les organismes vivants, la levure natf, et finit par mourir, parfois de
« vieillesse ». Ainsi la levure a été utilisée awmces comme modele pour étudier les
mécanismes impliqués dans la longévité. Il exigtexdoaradigmes d’étude du vieillissement
chez la levure : levieillissement réplicatif (RLS, replicative lifespah et le vieillissement

chronologique (CLS, chronological lifespap(Hartl, 2016; Longo et al., 2012).

Le RLS est défini par le nombre de cellules fillgsune cellule mere peut produire avant
d’entrer en sénescence (Mortimer and Johnston,)1@€3faque division cellulaire laisse une
cicatrice (Figure 12) permettant de compter le narde cellules filles produites (Pringle,
1991). Cette cicatrice est issue du double anneaegtine qui se forme au niveau du site de
bourgeonnement et qui permet la constriction etelgaration de la cellule fille de la cellule
mere. Le RLS peut étre mesuré avec plus de précipar micromanipulation sous
microscope en déplacant et en comptant les petidlsles filles au fil des divisions
cellulaires. La principale conclusion de la rechersur le RLS est que les cellules de levure

28



ne se divisent pas éternellement. Au contraireseffarrétent aprés un nombre limité de
divisions cellulaires (normalement 20 a 25) avaenhuler dans une période de senescence

suivie par la mort cellulaire (Mortimer and Johmst©959).

Figure 12 Images représentatives des cicatrices de bourgeonnements

A : Le bourgeonnement laisse des cicatrices (visibles en microscopie électronique) sur la surface
des cellules méres.
(http://www.microbiologyonline.org.uk/themed/sgm/img/slideshows/3.1.4 fungi 2.png)

B et C: Images en microscopie confocale de cellules vierges (B, barre d’échalle = 5 pm) qui
présentent une seule cicatrice et des vieilles cellules (C, barre d’échelle = 3 pm) qui présentent
plusieurs cicatrices en fonction de leurs ages. (Powell et al., 2003)

Le CLS est défini par la durée pendant laquelle ailsiles de levure quiescentes peuvent
rester viables en I'absence de nutriments. La Niélast évaluée par la capacité des levures a
se diviser et former des colonies (CRChlony Forming Unik lorsqu’elles sont transférées
d’'un milieu appauvri ou de I'eau a un milieu riclhes levures cultivées en milieu minimum
atteignent normalement la densité maximale en mae$ jours d’incubation et survivent
pendant environ 6 jours. La phase post-diauxiqurs da milieu synthétique est extrémement
courte. Au contraire, en milieu riche, apres 3 godiincubation, les cellules maintenues dans
le milieu YPD épuisé ou transférées dans I'eau geusurvire pendant plusieurs semaines.
Elles ont donc une phase stationnaire prolongébri@a and Longo, 2003; Longo et al.,
2012).

Ces deux modeles de vieillissement chez la leBireerevisiagdmais également che3.
pombé@ sont des outils utiles pour I'étude mécanistigtida comparaison des processus de
vieillissement de cellules proliférantes et nonlifgcantes. Le RLS est considéré comme
comparable a des phénomenes de vieillissement \aéissasthez les cellules eucaryotes
supérieures en division ; le CLS est utile pourvieillissement des cellules en arrét de
division telles que les neurones (Denoth Lippurteale 2014; Fabrizio and Longo, 2003;
Hartl, 2016; Longo et al., 2012).
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2.2.3 Marqueurs du vieillissement

2.2.3.1 Les marqueurs du vieillissement

Kennedy et ses collegues ont montré que la durégedies cellules filles était moins longue
lorsque celles-ci sont issues de vieilles celluteses (Kennedy et al., 1994). Ces données
suggerent que les cellules meres vieilles « trattemdeur age » aux dernieres cellules filles
gu’elles produisent au cours de leur vie. Une agituele a montré que lorsque 'on croise une
cellule vieille avec une cellule jeune, la duréeveréplicative du zygote est déterminée par
la cellule haploide la plus agée (Miuller, 1985),qce suggere que le vieillissement est un
phénotype dominant. Toutes ces observations omtuiba proposer I'existence de marqueurs
du vieillissement qui s’accumulent dans les ceiide cours de leur vie. Ces marqueurs du
vieillissement sont retenus dans la cellule mérs e la division cellulaire au cours du
vieillissement réplicatif (Denoth Lippuner et &014; Shcheprova et al., 2008). lls sont aussi
accumulés dans les cellules au cours du vieillisserohronologique. Il a ainsi été montré
que les cellules maintenues en phase stationnaimdapt longtemps ont des durées de vie
réplicatives raccourcies (Ashrafi et al., 1999; kidket al., 2003).

Les marqueurs du vieillissement devraient répoadyeatre criteres (Denoth Lippuner et al.,
2014; Henderson and Gottschling, 2008) : 1, ilsraiemt s’accumuler avec l'age; 2, ils
devraient étre séquestrés asymétriguement dansidss cellules lors de la mitose ; 3, la
prévention ou la réduction des marqueurs du \@siliment devraient conduire a I'extension
de la durée de vie cellulaire ; et 4, 'augmentatio niveau des marqueurs de vieillissement
devrait réduire la durée de vie cellulaire. Cetédirdtion suppose que les marqueurs du
vieillissement sont des composants cytotoxiqueslegieellules n’arrivent pas a restaurer ou
éliminer. Plusieurs marqueurs du vieillissementétgtidentifiés chez la levuf® cerevisiage

tels que les agrégats protéiques, les mitochonthagsnentées et endommagées, les grosses
vacuoles, les cercles d’ADNr extrachromosomiquefR(E), etc. (Figure 13) (Denoth

Lippuner et al., 2014).
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2.2.3.2 Les marqueurs de vieillissement sont asymétriquement distribués entre les

cellules meres et les cellules filles

La division cellulaire asymétrique est un processusles composants cellulaires sont
distribués asymeétriqguement dans deux cellules ayescaractéristiques et destins différents.
Ce processus est essentiel pour le développemlariaire et pour la maintenance du nombre
et de la différenciation des cellules souches daszrganismes supérieurs multicellulaires
(Higuchi-Sanabria et al., 2014). Il est présentlégant dans les cellules unicellulaires

comme les bactéries et la levure (Denoth Lippubhet.e2014; Higuchi-Sanabria et al., 2014;

Lord and Wheals, 1980).

Durant la division cellulaire chez la levure, lesmposants endommagés sont séquestrés et
retenus asymétriguement dans les cellules mergar@-iL3). Plusieurs études ont révelé que
le cytosquelette cellulaire pourrait agir de facactive ou passive dans la distribution
asymétrique des marqueurs du vieillissement auscdeida division cellulaire (Fehrenbacher
et al., 2004; Liu et al., 2011). Il pourrait agoneme un filtre pour empécher la transmission

des matériels endommagés de la cellule mére dllgecile (Higuchi et al., 2013).

ERCs i 4P s
J acidité vacuolaire W CEAlE T mE T
2 o taille vacuolaire
agregats proteiques 1 ROS 1 1 ROS
J acidité vacuolaire J ¥ mitochondrial

perte de ’ADN mitochondrial
agrégation mitochondriale
agrégats protéiques

fragmentation mitochondriale
agrégats protéiques

mitochondries
ERCs fragmentées / agrégées
protéines agrégées

mitochondrie
n

oyau

protéines carbonylées

5 10 15

naissance T T
-15 -10

Figure 13 Rétention asymétrique des marqueurs de vieillissement dans les cellules méres au cours
du vieillissement. (Denoth Lippuner et al., 2014)
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Les marqueurs du vieillissement sont retenus de fagon asymétrique et s’accumulent
progressivement dans les cellules meéres. Dans le cytoplasme, les protéines agrégées et
carbonylées sont retrouvées dans les vieilles cellules. Les agrégats protéiques sont souvent
attachés a la membrane (IPOD et JUNQ) et co-localisent avec Hsp104 ; La taille ainsi que I'acidité
de la vacuole augmentent dans les cellules méres au cours du vieillissement ; Dans le noyau, les
cercles d’ADNr extrachromosomique (ERCs) sont formés par la recombinaison homologue des
répétitions d’ADNr. Les ERCs sont fortement retenus dans les cellules méres ; Les mitochondries
sont fragmentées et agrégées dans les vieilles cellules, et leurs potentiels membranaires ({)
diminuent également. En méme temps, le niveau de ROS augmente dans les vieilles cellules méres.

Chez la levures. cerevisiagles marqueurs du vieillissement sont retenus aosllule mere

et les organelles fonctionnelles et les facteunsagginissement sont transportés et/ou enrichis
dans la cellule fille au cours de la division cldite. Cela permet la production d’une cellule
fille immaculée ayant la potentialité d'avoir unarréde de vie compléte (Figure 14)
(Shcheprova et al., 2008). La présence des margjaewieillissement raccourcit la durée de
vie cellulaire et ralentit la croissance cellulaires cellules filles de trés vieilles cellules
meres ont une durée de vie réduite (Kennedy efl@94); la durée de la division cellulaire
augmente progressivement pour les cellules mérepoet les derniéres cellules filles
produites tardivement avant la mort cellulaire (Bgz and Jazwinski, 1989). Cependant, ces
derniéres produisent des cellules filles dépoundgeses marqueurs de vieillissement et ayant
une durée vie normale (Figure 14, premiere colandeoite) (Egilmez and Jazwinski, 1989;
Kennedy et al., 1994; Lee et al., 2012; Xie et2012).

/ /
— @ — (&

naissance mort

Figure 14 Représentation schématique du vieillissement réplicatif chez la levure. (Denoth Lippuner
et al., 2014)

La rétention asymétrique des marqueurs du vieillissement permet le rajeunissement des cellules
filles. La taille des cellules augmente au cours du vieillissement. Les couleurs correspondent a I’age
des cellules. Les cercles représentent les cicatrices laissées par chaque bourgeonnement. Les points
représentent les marqueurs du vieillissement.
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2.3 Liens entre agrégation des protéines et vieillissement chez la levure

Saccharomyces cerevisiae

Lors que les cellules vieillissent, les protéined@mmagées commencent a s’accumuler dans
le cytoplasme en formant des agrégats protéiquess @grégats protéiques sont
préférentiellement conservés dans la cellule mareacars de la division cellulaire, ce qui
permet la production d’'une cellule fille avec ungék de vie complete, mais en méme temps
accélere le vieillissement des cellules meres (Behippuner et al., 2014; Higuchi-Sanabria
et al., 2014). Deux hypotheses peuvent expliquéte ceegrégation asymetrique : 1, la
séquestration des protéines endommagées dans llelescenéres ; 2, I'élimination des
agrégats protéiques des cellules filles (soit gayradation soit par transport rétrograde de la
cellule fille vers la cellule mére). Les deux premgs sont importants pour assurer la survie
des cellules rajeunies (Liu et al., 2011; Spoketral., 2012). Trois exemples types d’agrégats

protéigues sont présentés un peu plus en détaitslda prochains paragraphes.

2.3.1 Les différents types d’agrégats protéiques dans les cellules

Agrégats induits par le choc thermique

Le stress induit par un bref shock thermique pewdaire a 'agrégation des protéines. Les
agrégats protéiques induits par le choc thermigd&Q, heat shock granu)e sont
préférentiellement retenus dans la cellule merateQétention asymétrique est médiée par
des composants du CQP tels que les chaperons Hspd6g42 ou encore le protéasome
(Escusa-Toret et al.,, 2013; Specht et al.,, 201uzat al., 2011). Des liens importants
existent aussi avec le cytosquelette (Liu et 81113 et des compartiments cellulaires tels que
le réticulum endoplasmique (ER) ou les mitochorgdrighou et al., 2014). Une étude
protéomique par spectrométrie de masse a perrdsntification de plus de 170 protéines
endogénes qui sont sensibles a la chaleur (Wadtaak, 2015). De plus, ils ont montré que la
plupart des agrégats protéiques induits par un therenique sont resolubilisés et renaturés

lors que les cellules sont remises a la tempéraimaale.

IPOD et JUNQ
Deux structures correspondant a des inclusiongigres ont été identifiees: JUNQ/INQ

(juxtanuclear/intranuclear quality control compartntget IPOD (nsoluble protein depogit
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Ces deux compartiments protéigues sont invariabiene¢enus dans la cellule mére lors de la
division cellulaire (Kaganovich et al., 2008). U&ODs sont formés suite a la surexpression
de prions de levure, telles que Rnglp, Ure2p, @orende I'exon-1 de I'huntingtine humaine
contenant un domaine polyglutamines (Htt103Q). &Bsctures se retrouvent a proximité de
la vacuole et échangent tres peu avec le cytoplasege JUNQS/INQs sont formés suite a
I'inhibition du protéasome par le MG132 et contienhdes protéines ubiquitinées telles que
VHL (Von Hippel Lindau protein JUNQs/INQs sont retrouvés a proximité ou atérreur

du noyau cellulaire et peuvent étre désassemblé&pton du protéasome et des chaperons

moléculaires.

Dépots protéiques associés au vieillissement

La plupart des investigations sur cette problématignt été réalisées sur des cellules
soumises a divers stress comme facteurs déclemsctiarttagrégation protéique. Récemment,
Saarikangas et Barral ont étudié I'agrégation detmes dans des conditions normales chez
la levureS. cerevisia@u cours du vieillissementt. lls ont montré gueléxyures développent
un dépdbt de protéines agrégées (APOD) pendanteidfissement précoce qui est retenu
asymeétriquement dans la cellule meére et se matrnt@nme un seul dép6ét protéique pour le
restant de la vie cellulaire. Cette structure agso@u vieilissement est difféerente des
inclusions protéiques induites par les stress. dmandtion du dépét APOD dépend du
chaperon Hsp42 qui recrute de fagon non-aléat@septiotéines clientes pour la machinerie
de repliement Hsp104/Hsp70/Hsp40. Parmi ces prdéifientes, on retrouve par exemple la
forme soluble de la protéine prion Sup35p. De plasperte de Hsp42 conduit a une
distribution symétrique des agrégats protéiqugsabnge la durée de vie de la cellule mere.

(Saarikangas and Barral, 2015).

2.3.2 Effet des agrégats protéiques sur le vieillissement

L’homéostasie cellulaire est finement contrblée dar nombreuses voies cellulaires en
interaction les unes avec les autres et avec agsufa environnementaux (Figure 1). Un
systeme CQP entierement fonctionnel constitue stésye tampon contre les déstabilisations
causées par différents stress (Figure 15, cercte @ependant, des protéines mutées ou des
protéines intrinsequement désordonnées métast@dtedes protéines prions) ont tendance a
s'agréger lorsque la capacité du systeme CQP pasdée (Figure 15, cercle rouge) (Balchin
et al., 2016; Hartl, 2016; Kim et al., 2013; Taykmd Dillin, 2011). La capacité du CQP
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s’effondre progressivement au cours du vieillisseim@alchin et al., 2016; Hartl, 2016).

L’aggregation protéique interfere directement algefonctionnalité du CQP, et constitue a la
fois le résultat et la cause d’'un CQP effondré Feégl5). Autrement dit, le vieillissement et
'agrégation protéique forment un cercle viciel& perte de fonctionnalité du CQP au cours
du vieillissement favorise I'agrégation protéiquen; retour I'agrégation protéique accelére le

vieillissement.

déficience de la
protéostase

[caP équilibré | quehnd"
T (mauvaisrep“eme"t/) ¥e

agrégation protéique
désagrégation/
repliement

dégradation

Interactions
aberrantes

Figure 15 CQP équilibré versus CQP effondré. (Balchin et al., 2016)

La gestion des agrégats protéiques est critique ldadétermination de la viabilité et la durée
de la vie cellulaire. Les protéines ont été optéass pour maintenir leur solubilité a des
températures et des concentrations physiologiquescars de I'évolution. Ainsi, des
variations de température ou d’abondance peuvemtuiee a une perte de solubilité de
certaines protéines particulierement sensiblessgpaeametres. De maniére intéressante, des
études récentes ont proposeé que les cellules géenuteactivement les protéines en surplus ou
mal repliées dans des dépbts protéiques transitourestables lorsque leur dégradation rapide
echoue (Cohen et al., 2006; Escusa-Toret et dl3;Zalsone et al., 2012; Kaganovich et al.,
2008; Sontag et al., 2014; Wallace et al., 2015ltMga et al., 2015). Il a aussi été supposeé
que la formation de certaines inclusions protéigpesvaient correspondre a une réponse
cellulaire adaptative impliquée dans la régulatienprocessus cellulaires par modification
d’activités enzymatiques (Petrovska et al., 20108),'expression génétique (Decker and
Parker, 2012) ou par le stockage de complexesigqua® (Laporte et al., 2008). La formation
de ces structures est souvent contrélée par lggeotr@s moléculaires. Pour les distinguer des
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agrégats amorphes causées par des protéines hidesepde telles structures ont été
nommeées « corps coalescents » (Tableau 1).

Bien que la présence de corps coalescents pudselas cellules a survivre sous certaines
conditions de stress, la persistance a long teragrébats protéiques tels que les agrégats
amyloides sont intimement liés aux pathologiesidilligsement.
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Tableau 1 Caractérisation des corps coalescents chez les levures

protéine(s)

C Etat physi t Princi d . h
orps atp y.s[qtlxee r|ncnpe(_s) € Fonction(s) Localisation  chargée(s) ¢ aper_o’n(s)
coalescent stabilité formation ) associé(s)
étudiée(s)
Vraisemblablement  Formation durant . .
(oA et . Site de collection des
Dépot des agrégations le vieillissement .. . Hsp104
. AT . proteines agrégees
protéique amorphes ou réplicatif. Favorisé Ry . . Hsp70
L . qui régule le contrdle non prion .
associé au amyloides (non par Hsp42, et o . (. Ydj1
- . ) o qualité protéique au  caractérisé Sup35p .
vieillissement  caractérisé). Faible empéché par vtosol. Associé avec les petits
(APOD) turnover. Persistant  Hsp104/Hsp70 et ¥ o Hsps
.y . le vieillissement.
etirréversible. Mcal.
~ 170
. Ag_regats Mécanisme de prote!nes Hsp110
induits par le . endogénes. Hspl104
Vraisemblablement stockage des cytoplasme
choc ... . . Des Hsp90
. des agrégations Formation lors du  protéines pendantle et noyau
thermique. . . marqueurs Hsp70
. amorphes. Turnover stress thermique. stress. Favorise (membrane R .
(Q-bodies, G, . . , . exogenes Ydj1l
élevé. Réversible. I'hnoméostasie ER) .
CytoQ, stress cellulaire comme les petits
foci) ' UbcOts et Hsps
VHL.
, localisé
Des agrégats oca ::e sur Rnqlp,
amyloides. Fa_uble Surexpre§§|on des membrane UrgZp,_ Hsp104
IPOD turnover. Persistant protéines Huntingtin
. N dela Hsp42
(vraisemblablement amyloidogéniques. PolyQ (103),
. . vacuole du
irréversible) . (Ubc9ts)
cOté cytosol
Site de stockage ou
Surexpression de  d'opération pour les Hsp104
, VHL et inhibition protéines mal- associé VHL Hsp70
Des agregats du protéasome. repliées ubiquitinées avec (Ubcots) Sis1
INQ/JUNQ  amorphes. Turnover ! protea. ) P IqH - L )
e o4 . Déstabilisé par la Organisation I'enveloppe 13 protéines les petits
élevé. Réversible. PR . s R
désubiquitinase nucléaire en cas nucléaire  endogeénes. Hsps
Ubp3 d'endommagement Btn2
ADN.
PSG Formation lors de
t , . I'entrée a la ph Rpn12, Scli1,
(proteasome Réversible en ree.a a phase non caractérisé cytoplasme pn ¢ Hsp42
storage de quiescence, Pre6
granules) chut de pH.

(Saarikangas and Barral, 2016)
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3 Les protéines prions chez la levure Saccharomyces cerevisiae

3.1 Généralités sur les prions de levure

3.1.1 Les prions, agents infectieux de nature protéique

Les prions sont des protéines qui ont la capacidogiter des conformations non natives qui
serviront d’'amorces pour la conversion et le remngnt de monomeéres homologues au sein
d’agrégats insolubles de haut poids moléculaires’dbit donc de vecteurs d’'une véritable
hérédité structurale qui peuvent se propager daetlele a I'autre, voire d’'un organisme a
l'autre, transmettant ainsi leur conformation analenaux protéines homologues dans un

mécanisme qualifié d’auto-réplicatif.

Le terme <«prion » a été proposé pour la premiere fois en 19823panley B. Prusiner
(Prusiner, 1982), et correspond a l'acronyme pl®teinaceous infectious particles?our

« sa découverte d’'un nouveau principe biologiquéiniection, le prion », Stanley Prusiner a
été lauréat du prix Nobel de Physiologie ou Médean 1997. En effet, diverses hypothéses
ont été proposées dans les années 80 concernaatuta des agents infectieux qui causaient
des maladies dégénératives telles que la trembtiteouton, la maladie de Creutzfeldt-
Jakob ou le Kuru. La résistance étonnante de cest@gnfectieux a la digestion par des
nucléases ou encore aux irradiations UV n’était gzaspatible avec des agents infectieux a
base d’acides nucléiques, telles qu’une infectiaraler ou microbienne. En revanche,
plusieurs groupes de recherche ont montré quegasgsainfectieux pouvaient étre inactivés
par des protéases (protéinase K, trypsine, etc.panudes dénaturants agissant sur les
protéines (thiocyanate de guanidium, SDS, phéndde etc.), suggérant que ces agents
infectieux pouvaient étre de nature protéique. iRenset ses collégues ont isolé une protéine
nommée prion (Pr¥, Sc pour scrapie) & partir de cerveaux de hamsteectés par la
maladie de la tremblante du mouton (Bolton et1#882). Des travaux ultérieurs ont montré
que l'agent infectieux PrP et la protéine native PfPsont codés par le méme géne
chromosomique (Basler et al.,, 1986; Oesch et 8B5)L La démonstration qu’une souris
transgénique dépourvue du géne codant pour la RP idsensible a I'agent pathogene
responsable de ces encéphalopathies transmissbliestement soutenu I'hypothése de

transmission par un agent de nature uniquemengigt@ protein-only (Sailer et al., 1994).
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Plusieurs autres protéines se comportant commeraes ont été également identifiées chez
'Homme tels que le peptide amyloifleet tau pour la maladie d’Alzheimer (AD),a¥

synucléine pour la maladie de Parkinson (PD) éulaingtine pour la maladie de Huntington
(HD). Toutes ces protéines peuvent former des atgépgrotéiques infectieux qui sont a

I'origine de l'initiation et de la progression descpathologies.

Des prions sont également retrouvés chez des mgaoismes tels que la levure de
boulanger Saccharomyces cerevisiagt le champignon filamenteuRodospora anserina
(Aguzzi and Calella, 2009; Brundin et al., 2010;l&yoand Prusiner, 2011; Liebman and
Chernoff, 2012).

3.1.2 Les prions de levure, un modeéle d’étude des protéines infectieuses

Les prions de levure et les protéines prions huesaprésentent des similitudes évidentes en
terme de structures, de mécanismes de formatiahe gbropagation ou encore en terme
d’interaction avec les chaperons moléculaires (Betiand Melki, 2002). La levure a ainsi été
utilisée comme systeme modeéle pour I'étude de dgation de protéines impliquées dans des

maladies neurodégénératives (e.g. AD, PD et HD).

Dans les années 60-70, les chercheurs ont déettlanevureéSaccharomyces cerevisifes
phénotypesBSI] (Cox, 1965) et JREJ (Aigle and Lacroute, 1975) et montré qu'’ils étdie
dominants et hérités de maniere non-Mendéliennasi@@rant des travaux sur la protéine
prion PrP° chez les mammiféres, le généticien Reed Wickrlermemier proposé en 1994
gue ces phénotypes sont causés par les formess ptas protéines Sup35p (Patino et al.,
1996; Paushkin et al., 1996; Ter-Avanesyan et18194) et Ure2p (Wickner, 1994). Les
arguments en faveur de cette hypothése sont leargsi:1) les phénotypes[SI] et [UREJ
correspondent respectivement a des mutations e-gerfonction » des geneSUP35 et
UREZ2; 2) ces phénotypes peuvent étre perdus par les ceBolgs certaines conditions, mais
sont capables de réapparaitre spontanément sesduiction d’'un matériel génétique étranger
(plasmide ou virus) dans les cellule3);la propagation dePSI'] et [UREJ nécessite la
présence de domaines pri@rD), requis pour I'agrégation des protéines Sppa3Ure2p 4)

la fréquence d’apparition de ces phénotypes augmientement lorsque Sup35p ou Ure2p
sont surexprimées (Bousset and Melki, 2005).
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[PSI] et [UREJ sont les prions les plus étudiés chez la levorais une vingtaine d’autres
prions ont été recemment identifiés chez la leBuireerevisia€Alberti et al., 2009; Crow and
Li, 2011; Nizhnikov et al., 2014). Les protéinesops chez la levur&. cerevisiagartagent
des caractéristigues communes comme la présenae D, domaine généralement
dispensable pour la fonction de ces protéinesdlmscelle-ci est connue) mais strictement

requis pour leur conversion vers leur forme prion.

3.2 Les prions [PSI*] et [URE3] chez la levure Saccharomyces cerevisiae

3.2.1 Les protéines prions Sup35p et Ure2p

Sup35p est un facteur de terminaison de la traolyctiomologue de la protéine humaine
eRF3 Eukaryotic translational release factor).3Ure2p est un régulateur négatif de
I'utilisation des sources d’'azote pauvre en présatiéléments nutritifs préférentiels tels que
I'ammonium. Ces protéines sont respectivementrigliee des phénotype®$5l'] et [UREJ

chez la levuré&accharomyceserevisiae

Chez la levure, le géensUP35codant pour Sup35p est un géne essentiel, saoméktant
létale pour les cellules. La protéine Sup35p pas$ib acides aminés et est composée de
trois domaines (Figure 16A)L) le domaine N-terminal N(PrD), comprenant les résidag3,

est strictement requis pour I'agrégation de Sup88ps sa forme prion. Ce domaine est
particulierement enrichi en glutamines et aspaesggiet contient également des répétitions
d’'un oligopeptide ayant comme séquence consensuSGYQQ-YN; 2) le domaine
intermédiaire M (résidus 124-253) est riche en exidminés chargés et requis pour la
solubilité de la protéine et la stabilité d&['] ; 3) le domaine C-terminal C (résidus 254-685)
posséde une activité GTPase et il est impliqué @afsction de terminaison de la traduction

(Stansfield et al., 1995). Ce domaine est nécessasuffisant pour la viabilité de la levure.

Le geneUREZ2 codant pour Ure2p n’est pas essentiel et des tsula®2A sont viables. La
protéine Ure2p est composée de 354 acides aminée glivisent en deux domaines (Figure
16B) : 1) un domaine PrD en N-terminal riche en Q/N est Adine de I'apparition du prion
[UREJ ; 2) un domaine C nécessaire pour sa fonction de réguldu métabolisme azoté.
Sous sa forme native, Ure2p forme des diméeresanademaine C (Thual et al., 2001). Le

domaine C de Ure2p a une structure similaire & aidk glutathion-S-transférases (GST) et se
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lie au glutathion avec une grande affinité (Bousdedl., 2001a, 2001b). Il a été montré que
Ure2p a également une activité peroxydaseitro (Bai et al., 2004). Ure2p pourrait donc
avoir un role supplémentaire dans la protection ashkiles contre les stress oxydants. En
effet, les cellules mutant@gire2 sont hypersensibles & un grand nombre d’agentabity et
métaux lourds (Cardenas et al., 1999).

A 1 123 253 685
PrD M

MSDSNOQGNNQQNYQQYSQNGNQQ
QGNNRYQGYQAYNAQAQPAGGYYQ
NYQGYSGYQQGGYQQYNPDAGYQQ
QYNPQGGYQQYNPQGGYQQQFNP
QGGRGNYKNFNYNNNLQGYQAGFQ
PQSQG

B 1 93 354

MMNNNGNQVSNLSNALRQ
VNIGNRNSNTTTDQSNINFE
FSTGVNNNNNNNSSSNNN
NVQNNNSGRNGSQNNDNE
NNIKNTLEQHRQQQQAFSD

Figure 16 Organisation structurale des protéines prions Sup35p et Ure2p chez la levure S. cerevisiae
(Kabani and Melki, 2011)

Les domaines PrDs sont représentés en gris foncé et leurs compositions en acides aminés sont
montrées. Les répétitions d’oligopeptides dans le domaine PrD de Sup35p sont soulignées. Le
domaine M de Sup35p est représenté en gris clair. Les domaines C-terminaux sont représentés en
noir et leurs fonctions biologiques sont indiquées. Les structures atomiques de Sup35p (code PDB :
1R5N) (Kong et al., 2004) et Ure2p (code PDB : 1G6Y) (Bousset et al., 2001b) sont aussi montrées.
Les images en microscopies électronique en coloration négative des fibres de Sup35p et Ure2p sont
présentées a droite (Barre d’échelle = 0.1 pum).

Les domaines PrD de Sup35p et Ure2p sont supptreédéSordonnés dans la protéine native
de ces protéines car ils sont notamment sensibdkep@téolyse (Kabani et al., 2014; Taylor
et al.,, 1999; Wang et al., 2015). Seuls les donsalDequi sont structurés ont permis des
études structurales au niveau atomique (FigurdB@)sset et al., 2001a; Kong et al., 2004).
Lors de la polymérisation de Sup35p en fibres, BoD subit de grands changements
conformationels qui conduisent a la formation daseur amyloide (Gorkovskiy et al., 2014;
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Schitz et al., 2014). L'organisation structuraleddmaine C au sein des fibres sera discutée
plus loin. Par contre, Ure2p sous sa forme fibrélaonserve une conformation quasi-native
(Bousset et al., 2002, 2003, 2004; Redeker e2@D7).

3.2.2 Fonctions et phénotypes [PSI*] et [URE3]

3.2.2.1 Laterminaison de la traduction médiée par Sup35p et le phénotype [PSI*]

Chez les eucaryotes, la terminaison de la traduct® met en place lorsqu’'un codon stop
(UAA, UGA, UAG) entre dans le site accepteur A thosome. Ce processus nécessite deux
protéines, eRF1 et eRF3 (connues respectivemestles noms Sup45p et Sup35p, chez la
levure), qui se fixent sur au niveau du site A dloosome en formant un complexe
eRF1/eRF3/GTP. eRF1 est responsable de la receanaes du codon stop. Aprés hydrolyse
du GTP par eRF3, eRF1 déclenche I'hydrolyse dupsgtidyl-ARNt et permet la libération
de la protéine nouvellement synthétisée (Jacksoal.e2012; Mugnier and Tuite, 1999).
Frolova etal. ont montré que eRF1 stimule I'activité GTPaseR&3 (Frolova et al., 1996).
Kononenko etal ont montré que le domaine C-terminal de eRF1 s&ihit pas suffisant
pour stimuler la fixation et 'hydrolyse du GTPrpeRF3. Le domaine intermédiaire M de
eRF3 (mais pas son domaine N-terminal) est égaleragigé pour les deux procédés
(Kononenko et al., 2007). En retour, eRF3 stimidetivité peptidyl-ARNt hydrolase de
eRF1 , et cette réaction est abrogée en présenGd&PNP, un analogue non hydrolysable
du GTP, GMP-PNP (Alkalaeva et al., 2006). Ainsi,FéRet eRF3 agissent de facon
synergique pour la reconnaissance des codons sttp lbération des polypeptides néo-
synthétisés.

L’étude de la terminaison de la traduction cheZehure a été facilitée par I'étude de
mécanismes de translecture au niveau de mutationsens. Un exemple type est l'alléle
adel-14du geneADEL qui comporte un codon stop UGA précoce dans lass@mp codante

de ce géne impliqgué dans la voie de biosynthéskadénine (Chernoff et al., 1995; Cox,
1965). Cet alléle est couramment utilisé pour \lisaala présence du prio®$l'] chez la

levure. Ainsi, dans des souclexdel1-14 les cellulessi] sont auxotrophes pour I'adénine et
forment des colonies rouges alors que les cel[l#&] sont prototrophes pour 'adénine et

forment des colonies blanches (voir explicationwitiées dans la Iégende de la Figure 17).

43



De plus, il existe différentes souches du priB$[[] ayant des phénotypes de suppression
non-sens différents et qui forment des coloniestagas couleurs allant du rose au blanc
(voir 3.2.4).

[psi]

AAAA adel-14
mRNA

ribosome % YPD
Sup35p native
Adelp tronquée
non fonctionnelle
[PSI*]

Adelp entiére

fonctionnelle

Sup35p agrégée

Figure 17 Systéme rapporteur permettant de visualiser la présence du prion [PSI'] chez la levure S.
cerevisiae. (Crédit photo : Gary W. Jones)

La terminaison de la traduction dans des cellules non-prion [psi] (haut) est médiée par l'interaction
de Sup45p et Sup35p. L’allele adel-14 contient un codon stop UGA qui empéche la synthése d’une
protéine Adelp fonctionnelle. Les cellules [psi] sont donc auxotrophes pour I’adénine et
présentent une coloration rouge due a I'accumulation d’un précurseur métabolique dans la voie de
biosynthése de I‘adénine. Dans des cellules [PSI'] (bas), une fraction significative de Sup35p est
agrégée sous sa forme prion. La terminaison de la traduction est ainsi moins efficace et le taux de
translecture plus élevé. Des protéines Adelp fonctionnelles peuvent donc étre synthétisées. Les
cellules [PSI'] sont prototrophes pour I’adénine et les colonies sont blanches.

3.2.2.2 Larégulation du catabolisme azoté par Ure2p et le phénotype [URE3]

Ure2pest un régulateur du métabolisme azoté chez ladevucerevisiadCoschigano and
Magasanik, 1991). Lorsque les sources d’azote a@bdisn comme l'ammonium ou la
glutamine sont disponibles, Ure2p agit comme umémoesseur transcriptionnel qui inhibe
notamment les activateurs transcriptionnels Gln3gatlp. GIn3p et Gatlp sont requis pour
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'expression de genes impligués dans le métaboliamwé (Figure 18) (Courchesne and
Magasanik, 1988; Cunningham et al., 2000). UreZpegtilocalisée dans le cytosol se fixe
aux formes phosphorylées de GIn3p et Gatlp, eemegéche de pénétrer dans le noyau
(Cardenas et al., 1999; Cox et al., 2000; Cunnimgke& al., 2000). Les cellules ou Ure2p
n’est pas fonctionnelle ne répondent plus a la deie@épression du catabolite azoté (NCR,
Nitrogen Catabolite Repressipat peuvent donc utiliser des sources d’azote gamnéme en
présence de sources préférentielles (CoschiganoMaghsanik, 1991; Courchesne and
Magasanik, 1988).

Le premier systéme rapporteur ayant permis de enettrévidence le priotJREJ3 est basé
sur des souchaga2A (voir détails dans la légende de la Figure 18pdbdant, cette souche
ne permet ni de visualiser facilement la présenckatsence du prionJREJ, ni de faire la

distinction entre différentes souches de ce pr8ohlumpberger et al., 2001).

Voie de synthése
de UMP

x' Aura2

Ure2p
agrégée

native

Figure 18 La croissance de cellules ura2/A en présence d’uréidosuccinate dépend de I'activité de
Ure2p. (Figure adaptée de la thése de Jimmy Savistchenko, 2008)

La voie de biosynthése de l'uracile est bloquée dans des cellules ura2A en raison de I'absence
d’activité ATCase (aspartate carbamoyl transferase). La croissance de ce mutant nécessite la
présence d’acide ureidosuccinique (USA) dans le milieu. Dal5p est une perméase membranaire
capable d’importer I'USA dans la cellule. L’activation de Dal5p nécessite un activateur
transcriptionnel GIn3p (fleche rouge). En présence d’une source d’azote riche dans le milieu de

45



culture, I'activité de GIn3p est réprimée par Ure2p, ce qui entraine l'inhibition de I’expression de
Dal5p (fleche d’inhibition en noir). Les souches ura2A [ure-0] (sans prion) ne peuvent donc pas
pousser sur un milieu contenant de I’'USA. Dans des cellules [URE3], lorsque Ure2p est agrégée sous
sa forme prion, Ure2p ne peut plus inhiber GIn3p et I’expression de Dal5p est donc possible, méme
en présence de sources d’azote répressives. Les cellules ura2A [URE3] peuvent importer et
métaboliser I’'USA présent dans le milieu de culture et s’y développer.

Pour faciliter les études sur le priodRE3J, Schlumpberger e&l., ont mis au point un
nouveau systéme rapporteur analogue a celui utitbsé [PSI], basé sur I'expression Ure2p-
dépendante du gerfeDE2 (Schlumpberger et al., 200{yoir détails dans la Iégende de la
Figure 19). Les cellulesufe-Q sont auxotrophes pour l'adénine et forment dderges de
couleur rouge. Les cellule¥)REJ sont prototrophes pour I'adénine et forment dalsries
dont la couleur va du rose au blanc, en fonctiotag@oportion de protéines Ure2p agrégées
dans différentes souches de prifiREJ (voir 3.2.4).

[ure-0]

| ADE?2
% YPD
[URE3]
Ure2p agrégée
@ —
_| Ppas | ADE2

Figure 19 Systéme rapporteur permettant de visualiser la présence du prion [URE3] chez la levure S.
levure (Figure adaptée de (Schlumpberger et al., 2001)). (Crédit photo : Gary W. Jones)

Le promoteur de DAL5 (Ppa5), contenant le site de fixation de GIn3p, est inséré en amont du géne
ADE2. Dans les cellules [ure-0] (haut), Ure2p est active. En présence d’une source préférentielle
d’azote, Ure2p inhibe GIn3p ce qui empéche I'induction du promoteur Pp,s. Les cellules [ure-0]
sont donc auxotrophes pour I'adénine et forment des colonies de couleur rouge. Dans les cellules
[URE3] (bas), Ure2p est agrégée sous sa forme prion et GIn3p peut donc activer le promoteur Pp;s
et la transcription de ADE2. Les cellules [URE3] sont donc prototrophes pour I’adénine et forment
des colonies de couleur blanche.
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3.2.3 Etudes structurales des assemblages fibrillaires de Sup35p et de Ure2p

3.2.3.1 Prions et amyloides

Il a été proposé que les protéines prions formestfibres de type amyloide, des agrégats
protéigues hautement ordonnés. Les fibres amylokm® généralement ramifiees et
constituées de bring plissés perpendiculaires a lI'axe des fibres. Libse$ amyloides
montrent une biréfringence jaune-verte a la lumpgrarisée lorsqu’elles sont liées au Rouge
Congo. Des fluorophores tels que la thioflavinetiTlaprimuline présentent des changements
détectables de leurs spectres d’émission de floeneg apres fixation a des fibres amyloides.
Ces fluorophores sont couramment utilisés au ldabvea comme marqueurs de la
polymérisation en fibres des protéines prions. @dpet, ces colorants sont des rapporteurs
imparfaits car ils ne sont pas nécessairement fapées a un seul type de structures
fibrillaires (Bousset et al., 2003; Groenning et 8D07). Les fibres amyloides peuvent étre
visualisées par microscopie électronique ou ekegrésentent comme de longs filaments non
ramifiés avec des diameétres de 6-12 nm (Figure Z8Ahde and Blake, 1997). La structure
interne caractéristique des fibres amyloides &#tdiée par diffraction au rayon X et montre
1), une réflexion méridienne a environ 4.7 A corresfaon aux liaisons hydrogéne entre les
brinsp ; 2), une réflexion équatoriale & environ 6-11 A coroesfant a la distance entre des
empilements de feuillefs (Figure 20, B et C) (Greenwald and Riek, 2010).

Figure 20 Structure de fibres amyloides (Greenwald and Riek, 2010)

(A) Fibres amyloides visualisées par microscopie électronique en coloration négative.

(B) Représentation schématique des feuillets-B croisés au sein des fibres amyloides. Les liaisons
hydrogéne sont représentées par des pointillés

(C) Un cliché typique de diffraction aux rayons X avec une réflexion méridienne 3 4.7 A (boites
noires en pointillés) et une réflexion équatoriale a 6-11 A (boites blanches en pointillés).
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Bien que les amyloides soient constitués de bfinplissés, plusieurs arrangements
structuraux des brir au sein de fibres amyloides ont été proposésj@ucet sont résumés
dans la Figure 21 (Shewmaker et al., 2011). Lesslffi peuvent étre agencés de facon
paralléles ou antiparalleles et former des fesilktper-plissés le long de I'axe de la fibre. A
noter que les polypeptides qui peuvent formeretles structures peuvent avoir une structure
tres differente dans leur forme monomérique, vd@te completement désordonnés. La
structuration en bring se fait de facon concomitante a I'assemblagelepdi L'organisation
en brinsP plissés paralleles (Figure 21, A et E) est I'amtture classique des amyloides
pathologiques comme Ig,-microglobuline, A1.40€t AP1.42, ainsi que celle des prions de
levure Rnglp et Sup35p (Shewmaker et al., 20093. ged¢its peptides tels que les fragments
de AB (APBie22, ABi12set ABsssp) forment des fibres amyloides constitués de bfins
antiparalleles (Figure 21B). Une étude récente BMNRIu solide a montré que la mutation
Osaka de Bi-40 E22A entrainait la formation d’amyloides composés dedfi antiparalléles
(Schitz et al., 2015). Les héliceqFigure 21C) sont composées d’enroulement des Prin
autour de I'axe de filament avec des liaisons hgénes intramoléculaires qui stabilisent la
structure. Le prion [Het-s] chez le champignonnfiemteuxPodospora anserinpossede une
telle structure. D’autres organisations structwalat été proposées (Figure 21D), avec par
exemple un empilement de protéines dans une coafam quasi-native dans la forme
fibrillaire de Ure2p (voir ci-dessous). Cette disiég structurale est sans doute a l'origine de

I'existence de différentes souches de prions (¥@r4).

D. empilement des sous- .
unités globulaires riches E.feuillets p
A. feuillets B paralléles C. hélices B empilées en brins B paralléles repliées

sur elles-mames S

B. feuillets B antipar

_—

— —

— —
D —

axe du filament

— filament

il —
a— 2 axe du
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Figure 21 Les différents arrangements structuraux proposés pour les filaments amyloides. (adaptée
de la figure 1 de Shewmaker et al., 2011)

Les brins B peuvent étre agencés de fagon (A) paralléles ou (B) antiparalléles et empilés le long de
I’axe du filament avec une interdistance de 4.7 A. (C) Les hélices B empilées sont formées par
I’enroulement d’un polypeptide le long de I’axe de la fibre et par la formation de brins B paralléles
intramoléculaires. (D) Certaines protéines peuvent s’assembler linéairement en structure
filamenteuse par d’autres mécanismes, par exemple par I’échange et I'’empilement de domaines
riches en feuillets B. (E) Les feuillets B paralleles peuvent se replier sous la forme de feuillets dans
I’axe de la fibre. Par ailleurs, des interactions des chaines latérales peuvent favoriser la stabilité de
ces feuillets B.

3.2.3.2 Etudes structurales des fibres de Sup35p

Le domaine prion N-terminal de Sup35p joue un rétacial dans la formation et la
propagation du priorP[SI'] (DePace et al., 1998). La protéine entiére (Spp3dbs domaines
N et M (Sup35NM) ou encore le domaine N seul (SiN)3%ont capables de s’assembler
spontanément en fibres amyloidesvitro (Figure 22) (Glover et al., 1997; King and Diaz-
Avalos, 2004; Krzewska and Melki, 2006; Krzewskaakt 2007; Shewmaker et al., 2009;
Tanaka et al., 2004). Les fibres formées par Supdfere, Sup35NM et Sup35N sont
infectieuses dans le sens ou elles sont capahledude efficacement I'apparition du prion
[PSI] lorsqu'elles sont introduites dans des cellulpsi] (King and Diaz-Avalos, 2004;
Tanaka et al., 2004). Il a été cependant montrdrpéiN du solide que les fibres formées par
Sup35p et SUp35NM présentent des différences gigtifes (Figure 22), malgré le fait que
les deux assemblages reposent sur un cceur amyoitdens3 constitué des 30 premiers
acides aminés (Luckgei et al., 2013, 2014; Schiigt.£2014). De plus, Sup35p et Sup35NM
présentent des différences notables dans leurssedede polymérisation et dans leurs
propriétés infectieuses (Krzewska et al., 2007)Igkéason utilité comme modele d’étude,

Sup35NM n’est donc pas complétement représeneaf{P8[] (Kabani and Melki, 2011).
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Figure 22 Comparaison de la structure secondaire du cceur amyloide des fibres de Sup35NM (haut)
et de Sup35p entiére (bas) étudiée par RMN du solide (Luckgei et al., 2013).

Les brins B sont représentés par des fleches. Les fleches en pointillés représentent des extensions
possibles des brins-B comprenant des résidus glycine. Les images en microscopie électronique des
fibres correspondantes sont montrées a droite (Barre d’échelle = 0.2 um).

Le domaine M de Sup35p est flexible dans la pretéative et au sein des fibres (Baxa et al.,
2011; Luckgei et al., 2014; Schiitz et al., 2014) dGmaine n’est pas requis pour I'agrégation
de Sup35p ni pour la formation degr]. Il jouerait un réle dans la solubilité de Sup38p
serait requis pour la stabilité de@$I'] au cours de la division cellulaire (Liu et alQ@2). Le
domaine M serait également le site de fixation detains chaperons moléculaires (e.qg.
Hsp104) qui jouent un role important dans la prepiag de PSI] (voir 3.4.1) (Helsen and
Glover, 2012).

Une perte complete de la fonction du domaine C wlg35p est Iétale pour les levures. Les
levures peuvent cependant tolérer une réductionifigtive du niveau d’expression de
Sup35p (Valouev et al., 2002). De plus, il a ététroque la protéine Sup35p agrégée sous
sa forme prion pourrait conserver au moins unageéd ses fonctions biologiques (Krzewska
et al., 2007; Pezza et al., 2014). Ainsi, ces desrstiggerent que le domaine C conserve sa
structure native au sein des fibres. Une étudergmmicroscopie électronique de fibres de

Sup35p générédn vitro a en effet suggéré que les domaines C « flottdibrement autour
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du cceur amyloide des fibres avec lequel elles esdraeliées via tout ou une partie du
domaine M dans une conformation flexible et éten(Bexa et al., 2011). Néanmoins, une
étude menée au laboratoire sur des mutants du dertaterminal de Sup35p a montré que
ce domaine avait une influence significative sas$emblage de la protéine en fibres et

pouvait contribuer a la propagation du pri®s[ ] (Kabani et al., 2011).

3.2.3.3 Etudes structurales des fibres de UreZ2p

La nature amyloide ou non-amyloide des fibres fesngar Ure2p est sujette a controverse.
Au laboratoire, la caractérisation structurale dep a été réalisée sur une protéine purifiée
et assemblée en fibres dans des conditions de pd s¢ls physiologiques. Thualadt, ont
observé des profils de dégradation protéolytiquaparables pour Ure2p soluble et fibrillaire.
lIs ont proposé pour la premiere fois que seulspdtts changements conformationnels
accompagnent la polymérisation de Ure2p en fibrEsudl et al., 1999). Depuis, de
nombreuses études biochimiques et biophysiquesustigales ont montré que le domaine
globulaire C-terminal de Ure2p fait partie intégmmle l'architecture des fibres, et qu'l
conserve une structure native au sein des fibresig&et et al., 2001b, 2002, 2003, 2004,
2010; Fay et al., 2005; Habenstein et al., 2012pulet et al., 2009; Redeker et al., 2007).

Les fibres de Ure2p présentent des caractéristitgmgquement associées aux amyloides:
elles ressemblent morphologiqguement a des fibredoéties en microscopie électronique;
elles sont résistantes a la protéolyse ; ellesesg & la thioflavine-T ; elles montrent une
biréfringence jaune-verte en lumiére polarisée apaéson du Rouge Congo (Bousset et al.,
2001b; Taylor et al., 1999; Thual et al., 1999, PO@ependant, ces propriétés ne sont pas
spécifigues aux fibres amyloides (Bousset et a0p4 Une étude des échanges
hydrogene/deutérium en spectrométrie de massetvasaomparer I'accessibilité au solvant
entre la forme soluble et fibrillaire de Ure2p rpas permis de trouver des changements
structuraux majeurs (Redeker et al., 2007). Leeranen structures de type bfirdes fibres

de Ure2p (~20%) est comparable a celui de la pretédluble (~17%). De plus, des études en
spectroscopie infra-rouge (FTIR), par diffractiomxaayons X et par RMN du solide des
fibres de Ure2p ont montré I'absence des signatypques des amyloides (e.g. épaulement
du spectre infrarouge & 1623-1618 tmune réflexion & 4.7 A) (Bousset et al., 200H)2
Habenstein et al., 2012; Loquet et al., 2009). Wsdéte « quasi-natif » de I'organisation
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structurale des fibres de Ure2p a ainsi été propasé@boratoire (Figure 23B) (Loquet et al.,
20009).

Ure2p dimére Domaine N-terminale de Ure2p

Le signal du peptide SNAL qui expose au
solvant diminue significativement lors
de la polymérisation de Ure2p en fibres.

Les interactions intermoléculaires possibles au sein des fibres

N- et C- terminale N- et N- terminale

interaction intermoléculaire entre deux Ure2p
dimériques consécutives

Ure2p fibrillaire

Figure 23 Modeles de I'organisation structurale proposés pour les fibres de Ure2p (Kajava et al.,
2004; Loquet et al., 2009)

A) modele « feuillets B paralléles ». Le modéle montre une vue axiale le long du filament avec 12 B-
serpentines empilées (6 en bleues et 6 en jaunes) qui forment un coeur amyloide. Les domaines C
de Ure2p qui gardent leurs conformations natives entourent le coeur amyloide.

B) modele « quasi-natif ». Les dimeéres de Ure2p a I'état quasi-natif au sein des fibres sont
représentés par une double sphére. Le domaine N-terminal est représenté par un fil courbé en
pointillé. Les résidus SNAL dont I'accessibilité au solvant change de fagon significative dans les
fibres sont représentés en ruban rouge. Différentes interactions intermoléculaires entre deux
dimeéres de Ure2p consécutifs peuvent étre établies et sont représentées.

Kajava et al. ont proposé un modele trés diffémmi feuilletsp paralléles » (Figure 21A,
Figure 23A) dans lequel le PrD de Ure2p forme unrcamyloide (Kajava et al., 2004). Il est
cependant important de noter que le modele « &sfl paralleles » est principalement basé
sur I'étude du domaine PrD seul et non pas surdgée entiere. Le domaine PrD isolé peut
s'agréger de facon différente par rapport a la et entiere, comme c'est le cas pour
Sup35p (Figure 22). En effet, il a été montré choiatoire que les fibres formées par le
domaine PrD de Ure2p sont effectivement amyloigésnontrent une réflexion a 4.7 A en
diffraction aux rayons X (Bousset et al., 2010)p&wdant les fibres formées par le PrD ne
sont pas infectieuses, contrairement a celles fesnpar la protéine Ure2p entiere, et ne sont
donc pas représentatives du pribiREJ (Habenstein et al., 2012).
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3.2.4 Les souches de prions [PSI*] et [URE3]

Une méme protéine prion, la PrP, peut causer diwlpgies aux caractéristiques distinctes
chez 'Homme ou chez les animaux (e.g. scrapie dutom, encéphalopathie spongiforme

bovine, maladie de Creutzfeld Jacob). Dickinsosest collegues ont isolé difféerents agents
pathogenes impliqués dans la scrapie du moutoroetrénque les caractéristiques de chacun
de ces agents (e.g. sévérité de la maladie, deréedle I'animal) sont conservées apres leur
transmission en série (Dickinson and Meikle, 198@ser and Dickinson, 1973). Par la suite,
on qualifiera ces différentes formes deokches de priom. Dans les années 90s, il a été
montré que ces souches différaient par le nivegcogylation de la PrP (Otvos and Cudic,

2002).

De nombreuses études ont depuis suggéeré que lewesode prion proviennent d’une
variabilité structurale, c’est-a-dire la capaciténd méme protéine prion a adopter plusieurs
conformations différentes (Bousset et al., 2013bZand Prusiner, 2011; Colby et al., 2009;
Collinge et al., 1996; Peelaerts et al., 2015).r€@rouve ce phénomene de souches dans les
protéines de type prion impliquées dans les madadieurodégénératives. Ainsi, au
laboratoire, il a été montré queadsynucléine est capable de former des assemblages
fibrillaires structuralement différents (‘fibrest erubans’) qui sont capables d'induire un
phénotype de type ‘maladie de Parkinson’ ou de tgfyephie multi-systématisée’ lorsqu’ils

sont injectés dans des animaux modeéles (Bousakt 2013; Peelaerts et al., 2015).

Les prions de levure forment également différestesches caractérisées par des structures et
des conséquences phénotypiques distinctes (Friedatrial., 2014). Ainsi, la protéine prion
Sup35NM recombinante est capable de former deuférdifts types de fibres aprés
polymérisation a 4°C ou 37°C. Ces deux types dedilpeuvent induire deux souches de
[PSI] phénotypiquement distinctes, appelées respectuerort ctrong ou faible (veal,
lorsqu’elles sont réintroduites dans des cellupes][par transformation (Diaz-Avalos et al.,
2005; King and Diaz-Avalos, 2004; Tanaka et al.080 Ces phénotypes fort ou faible
correspondent a différents taux de suppressionseas-au niveau de I'allekdel-14(voir
3.2.2.1), ce qui conduit a la formation de colomeses (faible) ou blanches (fort) (Figure
24A). Au niveau cellulaire, ces deux souches seifestent d’'une part par des ratios Sup35p
soluble/Sup35p agrégee différents (Figure 24BJ, aitre part par une différence de taille des

particules de prion résistantes aux détergentsi(€ig4C). Les fibres de Sup35NM formées a
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4°C et 37°C présentent des différences notabletegne de cinétique d’assemblage, de
stabilité thermodynamique, d’agencement du cceurladey et d’interaction avec les

chaperons moléculaires (Tanaka et al., 2004; Tessid Lindquist, 2007; Toyama et al.,

2007)

&o* “o‘«’
total surnageant culot D ‘;‘\ ‘,\x\"
¢ ¢
el -

Sup35
por -
. __Sup35p
[PSI*] strong — ‘ soluble

fr— SDD-AGE

WB: anti-Sup35p (2% SDS)

% YPD

Figure 24 Les souches du prion [PSI’]

Les souches que nous utilisons au laboratoire nous permettent de distinguer les différentes
souches du prion [PSI'] au niveau phénotypique. La souche sans prion [psi], les souches [PSI']
weak et strong présentent respectivement des couleurs rouge, rose et blanche sur un milieu
appauvri en adénine (gauche), en fonction du taux de séquestration de la protéine soluble par les
particules prions. Par conséquent, les protéines sont solubles dans la souche [psi] et
majoritairement agrégées dans la souche [PSI'] strong. La souche [PSI'] weak présente un
phénotype intermédiaire (milieu). En outre, une analyse sur gel d’agarose en condition semi-
dénaturante (SDD-AGE) montre que les particules de prions résistantes au SDS sont plus grandes
dans la souche [PSI'] weak que [PSI'] strong (droite).

Ure2p est également capable de former des soudf@®igktes qui vont se manifester par des
colorations des colonietJREJ allant du rose au blanc dans des souches ayasyistéme
rapporteur Bas-ADE2 (voir 3.2.2.2) (Brachmann et al., 200bx caractérisation structurale
de ces variants n'a pas encore été faite. Néanmlesslifférences obtenues entre différents
laboratoires concernant la nature amyloide ou moyla@ide des fibres de Ure2p (voir 3.2.3.3)

reflete sans doute cette diversité structurale.
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3.3 La réplication et la propagation des protéines prions chez la levure

Saccharomyces cerevisiae

3.3.1 Modéeles de réplication des protéines prions

Deux modeéles de travail ont été proposés pour guxgtila réplication des protéines prions
(Figure 25) (Aguzzi and Calella, 2009; Bousset Malki, 2005; Brundin et al., 2010). Les
deux modeéles font appel a un changement de confimmqui peut étre un événement de
repliement alternatif du polypeptide ayant des pén@s de prion. En effet, une protéine peut
exister sous différentes formes dans la cellutefotme native fonctionnelle (majoritaire) et
des formes non natives (minoritaires) parmi ledgaela forme prion est celle qui a la
capacité de polymériser en fibres ordonnées. Cénament est rare, sinon toutes les
protéines prions s’agrégeraient rapidement. De, gleitaines mutations peuvent déstabiliser
la structure native des polypeptides et favoriaerdnversion vers des formes non natives et
augmenter la probabilité d’apparition des prion$i€@ et al., 2003; Kabani et al., 2011;
Tanaka et al., 2004).

Dans le premier modele, dit de « conversion assis{&igure 25A), I'apparition de la forme
prion est normalement réprimée par une barrieregétique élevée. La conversion de la
forme native en forme prion nécessite I'interactdirecte des deux formes de la protéine.
L’apparition spontanée de la forme prion ou l'imlnation de formes prions exogenes conduit
a I'agrégation des protéines prions. Dans ce modelsont les molécules sous forme native
qui sont recrutées. Dans le second modele, ditrdeckéation-polymérisation » (Figure 25B),
la forme native est en équilibre avec la forme mridinteraction des formes prions les unes
avec les autres entraine leur stabilisation etat&phinsi I'équilibre vers la forme prion. Ce

sont les molécules ayant la méme conformation pyiorsont recrutées.

Dans ces deux modéles, les polymeres peuventragméntés dans certaines conditians,
vitro par des forces mécaniques (e.g. sonicatianjivo par des chaperons moléculaires (e.g.
Hspl04 (Wegrzyn et al., 2001)). La fragmentatios @grégats prions augmente le nombre de
noyaux disponibles pour le recrutement de monomeéres®nduit donc a leur réplication de

facon efficace (Figure 25, A et B, fleches grises).
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L’étude de la polymérisation des protéines prionwitro (Figure 25C) favorise plutot le
second modeéle dans lequel I'équilibre se déplags iz formation du prion lorsque des
oligoméres stables de prion se sont formés (Gleveal., 1997; Scherzinger et al., 1999;
Vanik et al., 2004). Cependant, un argument forftaeeur du modéle de conversion assistée
est le fait que les prions obtennsvitro par polymeérisation en présence de noyaux preformes
ou in vivo par transformation de fibres ont la méme iderditécturale que le matériel ayant
servi a les induire (e.g. variant fort or faibl®ir{g and Diaz-Avalos, 2004; Tanaka et al.,
2004).

A Modeéle de conversion assistée

la conversion est
empéchée par la
barriére d’énergie

@ ——

B Modeéle de nucléation-polymérisation

en équilibre
B —_—

> =u—=m= I
"

C Cinétique de polymérisation des protéines prions

Plateau

Polymérisation

Nucléation

Temps

Figure 25 Modéles de réplication des protéines prions. (Aguzzi and Calella, 2009; Bousset and Melki,
2005; Brundin et al., 2010)
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(A) Le modele de conversion assistée postule une interaction entre la forme prion (représentée par
des carrés), qui peut étre d’origine exogene, et la forme native (représentée par des ronds). La
forme prion convertit la forme native en forme prion et la recrute au sein de complexes
macromoléculaires. Le polymeére non natif peut continuer a croitre par addition et conversion des
formes natives des protéines prions. La conversion spontanée de la forme native en forme prion
est empéchée par une barriére d’énergie élevée.

(B) Dans le modéle de nucléation-polymérisation, la forme native est en équilibre avec la forme
prion. Les protéines sous leurs formes prions peuvent interagir de facon transitoire les unes avec
les autres de maniére spontanée. Lorsqu’un noyau hautement ordonné et suffisamment stable est
formé, d’autres monomeéres sous forme prion peuvent alors étre trés efficacement recrutés.
L’équilibre entre les deux formes est alors modifié en faveur de la forme prion.

(C) L’agrégation des protéines prions peut étre suivie expérimentalement grace a des fluorophores.
La formation d’oligoméres stables est thermodynamiquement défavorable, ce qui se traduit par
une phase de nucléation (courbe bleue). Les oligoméres stables s’allongent en recrutant des
substrats monomériques de maniére exponentielle jusqu’au plateau ou tous les monomeéres ont
été recrutés. La cinétique de polymérisation est représentée par une courbe sigmoidale (courbe
bleue). La phase de nucléation peut étre abolie par I’addition de prions dans la réaction de
polymérisation (courbe rouge).

3.3.2 Modeéle de propagation des prions de levure

La réplication des protéines prions se produit darcytoplasme. Deux voies de propagation
des protéines prions sont connues a ce jour. Legylas infectieuses de prion (également
appelées ‘propagons’) peuvent étre transmisescatrinent de la cellule mére a la cellule
fille lors de la division cellulaire (Figure 26) guar mélange de cytoplasmes lors d'un
croisement sexuel (Aigle and Lacroute, 1975; C&65). Les roles que jouent les chaperons
moléculaires et le systeme ubiquitine-protéasonres da propagation des prions de levure

seront discutés dans la partie suivante.

La découverte au laboratoire que Sup35p sous ssefprion infectieuse est sécrété dans le
milieu extérieur a l'intérieur de vésicules extiaidaires (Figure 26) a conduit & proposer un
nouveau mode de propagation verticale des prot@ness chez la levure. Dans ce modéle,
les propagons encapsulés dans ces vésicules sepaggagés de I'action des chaperons
moléculaires, des systemes protéolytiques et deamsnes de ségrégation asymétriques des
agrégats lors de la division cellulaire (Kabani andlki, 2015, 2016). La possibilité d’'un
transfert horizontal des prions de levure par expois import de vésicules chargées en
prions a également été proposée. La transmissionontale de cellule a cellule pourrait étre

possible dans certaines conditions physiologiqu#su eenvironnementales spécifiques
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(restant a déterminer) permettant aux vésiculeBalerser la paroi cellulaire des levures et
d’étre internalisées dans le cytoplasme (KabaniMelki, 2015, 2016).

O O CELLULE FILLE

O —
EXPORT MEDIE

@ PAR EV

TRANSMISSION
VERTICALE
? MEDIEE PAR EV

~-_; "
T2 / ®
Nm? ! !
R NP S

S \ \\
CELLULE MERE \ ] VESICULES

e ] N :
. @ CHARGEES DE PRIONS
IMPORT MEDIE PAR

EV (TRANSMISSION O
HORIZONTALE)

Figure 26 Modeéle de propagation des protéines prions chez la levure. (Kabani and Melki, 2015,
2016)
La réplication des protéines prions est représentée par une fleche orange pleine. La conversion des

REPLICATION

protéines prions de leur forme native (carrés) vers leur forme prion (triangles) ainsi que la
formation d’agrégats de taille diverse ont lieu dans le cytoplasme. Les propagons peuvent étre
transmis verticalement de la cellule mére a la cellule fille lors de la division cellulaire (fleche verte
pleine).

Les protéines prions peuvent étre adressées dans des vésicules et exportées dans le milieu
extracellulaire (fleche violette pleine). L’export des protéines prions pourrait se faire via la voie
MVB (multi-vesicular bodies). La transmission horizontale des protéines prions pourrait étre
possible si les vésicules chargées de prions pouvaient traverser la paroi cellulaire et étre importées
dans la cellule dans des conditions spécifiques (fleche rouge pointillée). La transmission verticale
des protéines prions de la cellule mére a la cellule fille pourrait étre également médiée par des
vésicules intracellulaires (fleche verte solide) ou extracellulaire lors de I’établissement du
bourgeon (fleche verte pointillée) pendant la division cellulaire.

Au laboratoire, la transmission des prions estigéalsouvent par introduction de matériel
infectieux exogéne dans des levurpadn] dont les parois cellulaires ont été détruites par
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I'action d’enzymes telle que la lyticase (FigureA2{King and Diaz-Avalos, 2004; King et
al., 2006; Tanaka, 2010; Tanaka et al., 2004).dlacton pour un marqueur d’auxotrophie
permet la sélection de levures ayant internaliséndtériel exogéne. Cette technique permet
de démontrer la naturgrotein-only des prions et destimer la nature infectieuse
(quantitativement par la fréquence d’induction ealgativement par les phénotypes prions
induits) d’objets obtenus et caractérig@sitro sur les plans biochimique et structural (e.g.
oligomeres, fibres amyloides ou non-amyloides,cieta ou traitées par des chaperons

moléculaires, protéases, etc.) (Kabani and Me(k1,12.

Le transfert cytoplasmique de prions peut égalersenfaire par cytoduction (Figure 27B)
(Zakharov and Yarovoy, 1977). Seule la fusion cigsmique, et non pas la fusion nucléaire,
est requise entre la cellule donneuse et la cetiéteptrice pour la transmission du prion
(King et al., 2006). La cytoduction repose karl,un mutant de caryogamie, qui empéche la
fusion des noyaux qui a normalement lieu apresement de deux cellules de signes sexuels
opposés. Ainsi, apres croisement, le contenu cgsoplgue des deux cellules parentales est
mélangé mais le diploide obtenu est instable eithbda formation de cellules haploides lors
des divisions suivantes (Wickner et al., 2006; Zakk and Yarovoy, 1977). Cette technique
permet de démontrer la nature cytoplasmique ettiefese d’'une protéine prion car aucun
matériel génétique nucléaire n'est échangé entrecddlules donneuses et receveuses. Elle
permet également d'étudier I'effet de mutationstipalieres présentes dans la cellule

receveuse sur la propagation du prion (Wicknet.eP@06; Zakharov and Yarovoy, 1977)
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Figure 27 Présentation schématique de la transformation de sphéroplastes par introduction de
matériel infectieux exogéne (A) et de la cytoduction (B). (Halfmann et al., 2012a; King et al., 2006;
Tanaka, 2010; Zakharov and Yarovoy, 1977)

3.4 Les chaperons moléculaires et le systeme ubiquitine-protéasome dans

la formation et la propagation des prions

La formation, la propagation et I'élimination desops de levure sont contrdlées par de
nombreux facteurs cellulaires (e.g. chaperons mtd&es, systémes protéolytiques,
cytosquelette) et soumise a l'influence de facteummdronnementaux (e.g. nutriments, stress,
température). Dans cette étude, nous nous somn@esses plus particulierement aux
chaperons moléculaires et au systeme ubiquitineé@some (UPS), dont les effets sur les

prions de levure sont présentés ci-apres.
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3.4.1 Chaperons moléculaires et propagation des prions de levure

3.4.1.1 Chaperons moléculaires et formation de novo des prions de levure

La formationde novodes prions de levures est intimement liée au oivdBaxpression et a

I'activité des principaux composants du CQP, tels tgs chaperons moléculaires Hsp70 ou
Hspl04. Elle dépend également des conditions emvementales qui vont venir perturber la
protéostase. L’'apparition spontanée des prionsaisi fortement induite par des stress
protéo-toxiques tel qu’un choc thermique, un sti@sgdant ou de fortes concentrations en

sels (Tyedmers et al., 2008).

La formationde novodes prions demeure cependant un événement ext&meane car le

repliement correct des protéines en général estestrent controlé par les composants du
CQP. L'apparition spontanée des prions est enepletrésultat d’'un échec du CQP ou les
protéines prions mal-repliées échappent au conttéldeur repliement par les chaperons

moléculaires et a leur dégradation par les macies@rotéolytiques.

Diverses études ont montré que la surexpressioBsdép et la délétion de Ssblp et Ssh2p
augmentent la formatiote novodu prion PSIF] (Chernoff et al., 1999; Newnam et al., 1999).
L’altération de I'activité des facteurs HSRke@t-shock transcription factpiqui régulent les
niveaux d’expression des HSPs influence fortemanformation spontanée du prion et
modifie le spectre des soucheBS[] induites (Park, 2006). L’augmentation du niveau
d’expression de Hspl04 induit la formatide novodu prion JREJ (Kryndushkin et al.,
2011). L’altération des niveaux d’expression delydjKryndushkin et al., 2011) ou de Sselp
(orthologue de Hsp110 chez la levure) (Fan eR8D;7) perturbe aussi I'apparition spontanée
de [PSI] et [UREZJ.

Il faut noter que, dans certains cas, la formatiennovodes prions dépend aussi de la
présence d’un autre prion. L’exemple le mieux éatile plus spectaculaire eBS['], dont
I'induction de novoest strictement dépendante de la présence du fRIdfi] (voir 3.5) ou
d’autres agrégats protéiques riches en Q/N (Denkatd Liebman, 2007; Derkatch et al.,
1997, 2001).
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3.4.1.2 Chaperons moléculaires et propagation des prions de levure

Les chaperons moléculaires protegent les cellubedre I'agrégation protéique induite par
divers stress. lIs reconnaissent aussi les agragatides et jouent un rdle important dans la
propagation des prions chez la levure. Des pefttioris dans le fonctionnement des
chaperons moléculaires peuvent conduire a laugatient du taux d'apparition ou
d’élimination des prions (ou les deux) (Chernovalet2014; Liebman and Chernoff, 2012).
Les effets des chaperons moléculaires principauxiesypropagation des prion®$[] et

[UREJ sont résumeés dans le Tableau 2.

Tableau 2 Effets des chaperons moléculaires sur la propagation des prions [PSI'] et [URE3]

Chaperons moléculaires Effet sur les prions
Famille Protéine Surexpression Délétion ou inactivation
Hsp100 Hsp104 cure [PSI'] cure [PSI'] et [URE3]
déstabilise [PSI']
Ssa(1-4) antagonisme avec la surexpression de déstabilise [PSI']
Hsp104 cure [URE3] (Ssa2)
Hsp70 cure [URE3] (Ssal)
déstabilisation [PSI'] . .
. . antagonisme avec la surexpression de
Ssb(1,2) synergie avec la surexpression de Hep104
Hsp104 P
Sis1 synergie avec la surexpression de défavorise [PSI']
Hsp104 cure [URE3]
Hsp40
Ydj1 cure [URE3] ne cure pas [PS/']

Hsp104 dans la propagation des prions de levure

Hspl04 est unedésagrégasesupposeée capable de fragmenter les fibres amygloide
augmentant ainsi le nombre d’extrémités capablesedeiter des monomeres nouvellement
synthétisés (Inoue et al., 2004; Kryndushkin et 2003; Shorter and Lindquist, 2004). Il a
tout d’abord été montré que le prioR9l'] requiert Hsp104 pour sa propagationvivo
(Chernoff et al., 1995). Mis a patSP'] (voir 3.5), la propagation de tous les priondedeire
connus a ce jour dépend de Hspl04 (Chernova e2(l4; Liebman and Chernoff, 2012).
L’inhibition de l'activité ATPase de Hspl04 parjbat de concentrations milli-molaires de

chlorure de guanidine (GdHCI) dans le milieu petdarcroissance cellulaire conduit a une
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perte progressive des prions (Ferreira et al., 200dss et al., 2002) (Tableau 2). La
surexpression de Hsp104 élimine les prioRSI] (Chernoff et al., 1995) (Tableau 2) et
[MOD'] (voir 3.5) (Suzuki et al., 2012), mais pas leg@siprions de levure.

Hsp70 et Hsp40 dans la propagation des prions derée

La surexpression de Ssalp peut défavoriser la gatioa du prion PSI'] (Allen et al., 2005;
Borchsenius et al., 2001, 2006) (Tableau 2), esgmée ou non deP[N'] (Mathur et al.,
2009). Au niveau moléculaire, la surexpression dalf augmente a la fois la taille des
polyméres de Sup35p et aussi la proportion de Sup8h-agrégé (Allen et al., 2005). Ssalp
interagit physiquement avec les agrégats de SupR&po (Krzewska and Melki, 2006) @t
vivo (Bagriantsev et al., 2008). La surexpression delgsiéstabilise les souches ®RS[]
weak(Chacinska et al., 2001; Kushnirov et al., 200hleau 2). Des mutations daBSAl
(Jung et al., 2000) ou la délétion §8A2déstabilisent certaines souches B8I] (Newnam

et al., 2011) (Tableau 2).

Tous les chaperons moléculaires de la famille $gssent sur PSI] dans le méme sens
lorsqu’ils sont surexprimés dans les cellules (Allet al., 2005). Cependant, des effets
différents ont été observés lorsque chacune ddasipes Ssa est exprimée individuellement
dans des cellulessal-A (Sharma and Masison, 2008; Sharma et al., 20@3) pkotéines de
la famille Ssa different les unes des autres déepas effets sur d’autres prions de levure. Par
exemple, UREJ peut étre curé par la surexpression de Ssalys (paai par celle de Ssa2p) et
par la mutation de Ssa2p (mais pas de Ssalp) (Becheri and Masison, 2002; Tibor Roberts
et al.,, 2004) (Tableau 2). Une différence d’aciaeirg a la position 83 entre les deux
protéines est supposee étre responsable de c&eddés (Sharma and Masison, 2011).

Les Hsp70 cooperent avec leurs co-chaperons dantdléd Hsp40, Ydjl et Sisl, dans la
propagation des prions de levure (Hines et al., 1201oriyama et al., 2000; Sharma and
Masison, 2009). Une protéine Sislp fonctionneltenesamment requise pour la stabilité des
prions PIN'] (Sondheimer et al., 2001 R $§[] et [UREJ (Higurashi et al., 2008).

Articulation de Hsp104 et Hsp70/Hsp40 dans la pggieon des prions de levure

Données in vivo

La propagation des prions requiert I'articulatiamtre les chaperons Hsp104 et les familles
Hsp70 (Ssal-4p et Ssbl/2p) et Hsp40 (Ydjlp et hi®gaucoup d'études de la mutation ou
de la surexpression d’'un ou plusieurs chaperons sertaines conditions de stress ont été

effectuées pour illustrer I'effet des chaperons lauformation et la propagation des prions
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(Chernova et al., 2014; Liebman and Chernoff, 2qTapleau 2). Ssalp et Ssblp présentent
des effets opposés sur la propagation BSI]. La surexpression de Ssalp facilite la
propagation dufSI] en présence d’un niveau élevé de Hsp104 (Allea.e2005; Newnam

et al., 1999) (Tableau 2). En revanche, la suresgiwa de Ssblp augmente l'efficacité de
cure du prionPSI] par la surexpression de Hsp104, alors que laidélédeSSB1/2a I'effet
inverse (Chernoff et al., 1999) (Tableau 2). Le dora de fixation du substrat est responsable
pour les différents effets de Hsp70 observés (Adleal., 2005). La surexpression de Sislp
facilite la cure dePSI] par la surexpression de Hsp104 (Kirkland et2011) (Tableau 2).
La capture de Sup35p par 4BAP, une forme ‘piegeHdpl04 inactive, dépend de Sislp
(Tipton et al., 2008). Cela suggere que Sislp pelenecrutement de Ssalp et Hsp104 aux
agrégats de prions. Cependant, des résultats dartiaes ont montré que le domaine de
fixation du substrat de Sislp est dispensable fopropagation deFSI] (Kirkland et al.,
2011).

Il semblerait que la conséquence des actions daseabns moléculaire suP$I'] dépende de
I’équilibre entre Hsp104 et Hsp70/40, plutét qudalguantité de chacune de ces protéines en
soi. Par exemple, suite a un choc thermiqgue moal&@°C pendant 30-60 min le niveau de
Hspl104 augmente plus vite que celui de Hsp70, ceanduit a la déstabilisation du prion
[PSI] weaklorsque les cellules sont remises a températun@aie (Newnam et al., 2011).
Une incubation plus longue (plusieurs heures) dehtampérature restaure I'équilibre entre
Hspl04 et Hsp70, et la stabilité du prion (Newnanale 2011). Des études récentes ont
montré une fragmentation efficace des agrégatsridn [PSI] lorsque le complexe Ssalp/
Sislp se lie aux agrégats et puis recrute Hspl®dalisence de Ssalp, et méme en
surexprimant Hspl04, la désagrégase n’est pasbleaple fragmenter efficacement les
agrégats du prion (Seyffer et al., 2012; Winklealegt2012).

Données in vitro.

Les données obtenue&s vivo par mutation ou surexpression de certains facteursla
propagation deASI] ne sont pas toujours simples & interpréter eddesées contradictoires
sont parfois publiées par différents groupes. Urayae en tubes a essais est ainsi nécessaire
pour documenter les effets simples ou combinéglaagserons moléculaires décrits ci-dessus.
Plusieurs étudesn vitro ont ainsi documenté les effets des chaperons wmialées sur
'assemblage spontané des protéines prions soluddlesur le désassemblage des fibres
préformées des protéines prions (Krzewska and M@R0D6; Savistchenko et al., 2008;
Shorter and Lindquist, 2008). Elles ont montré #lsp70 seul ou en combinaison avec ses
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co-chaperon Hsp40 peut inhiber 'assemblage de up8de Ure2ifKrzewska and Melki,
2006; Savistchenko et al., 2008; Shorter and Lirelg2008). Au contraire, Hsp104 a faible
concentration stimule leurs assemblages en patialg hauts poids moléculaires (Figure 28)
(Shorter and Lindquist, 2008). Hsp104 a forte catration resolubilise les particules de
prions. Cette activité peut étre réduite par Ssaliprenforcée par Ssblp (Shorter and
Lindquist, 2008) (Figure 28).

Hsp104
(faible concentration)

Hsp70/Hsp40 Hsp70/Hsp40
%, ——— e —
f T S
Hsp70/Hsp40
Ssb1|Ssal Ssb1|Ssal
Hsp104 Hsp104
(forte concentration) (forte concentration)

Figure 28 Représentation schématique des effets des chaperons moléculaires sur I'assemblage ou

le désassemblage de Sup35p ou Ure2p. (Krzewska and Melki, 2006; Savistchenko et al., 2008;
Shorter and Lindquist, 2008)

De telles étudem vitro ne sont pas non plus exemptes de problemes etegémarfois des
données contradictoires entre différents laborespiet pouvant en partie s’expliquer par des
différences dans les méthodes de purification, alis® et d'assemblage des protéines

d’intérét (Krzewska and Melki, 2006; Shorter anddquist, 2008).

Ainsi, une vision plus réaliste de I'effet des chams moléculaires ou d’autres composants
cellulaires (e.g. protéasome) ne pourra étre oltegu'en combinant les deux types

d’approches : génétique et cellulaire d’un cétécbimique et structurale de l'autre.

3.4.2 Le systéme ubiquitine-protéasome et la dégradation des protéines prions

La présence de dépbts protéiques intracellulaioaguiiinilés est caractéristique de certaines
maladies neurodégénératives telles que les malatke$arkinson, d’Alzheimer ou de

Huntington (Lennox et al., 1988; Lowe et al.,, 1988 systéme UPS joue un role
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prépondérant dans I'élimination de protéines antesgotentiellement cytotoxiques. Un
dysfonctionnement du systéme ubiquitine-protéasesheependant fréquemment associé a la
présence d’inclusions protéiques cytosoliques (Begtcal., 2001; Kristiansen et al., 2007).
Chez la levure, des liens avaient été suggérés &mtvoie UPS et la propagation du prion
[PSI] (Allen et al., 2007; Chernova et al., 2003). L&édion du gén&JBP6 (codant pour un
enzyme impliqué dans le recyclage de l'ubiquitidéjavorise I'expression phénotypique et
I'apparition de novode [PSI] (Chernova et al., 2003). Au contraire, 'augméiotadu pool
d’ubiquitine libre favorise I'expression phénotypé et I'inductionde novode [PSI], et
supprime tous les défauts causés ydap&\ (Chernova et al., 2003). La délétion des génes
UBC4 (codant pour une enzyme de conjugaison de I'ubigation) ouUBP6 peut réduire
I'efficacité de cure du priorF[SI'] par la surexpression de Hsp104 (Allen et al.,720abc4A
facilite aussi I'apparition spontanée du prid®S[] (Allen et al., 2007). Des travaux au
laboratoire ont plus directement révélé un rolepdatéasome dans le turnover de protéines
prionsin vivo etin vitro (Kabani et al., 2014; Wang et al., 2015). Sup3&pcsimule dans des
mutantsrpn4A qui expriment moins de protéasome (Kabani et24114). Le turnover de
Ure2p in vivo est dépendant de l'activité protéasomale (Wanglet2015). Les formes
solubles de Sup35p et Ure2p peuvent étre dégradéds protéasomia vitro (Kabani et al.,
2014; Wang et al., 2015). La dégradation de Sum23pre2p est initiée par leurs domaines
PrD déstructurés et ne nécessite pas leur ubigtidim (Kabani et al., 2014; Wang et al.,
2015). En revanche, tandis que les fibres de Sup8tpent étre dégradées par le protéasome
in vitro, nous avons montré au cours de cette these qgfieries de Ure2p sont completement
résistantes (Kabani et al., 2014; Wang et al., 2015

3.5 Les autres protéines prions chez la levure Saccharomyces cerevisiae

Au cours des derniéres années, il est devenu deeplyplus évident que les protéines prions
sont beaucoup plus répandues que ce que l'on peridaez la levureSaccharomyces

cerevisiae plusieurs prions ont été identifiés et caracésrgs des niveaux divers (voir Tableau
3 pour une liste non exhaustive). Ces protéinestrnpas d’homologies de séquence entre
elles, mais partagent certaines caractéristiquies gue la présence d’un domaine prion riche
en Q/N. Il est intéressant de noter que la plugartes protéines participent directement ou

indirectement a la régulation de I'expression géeigt du métabolisme cellulaire.
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[PSI] et [UREJ ont été initialement identifiés comme des priates par leurs propriétés
génétiques inhabituelles (Wickner, 1994). Le pfiBtN'] (ou [RNQ']) a été identifié comme
étant nécessaire a la formatide novodu prion PSI'] (Derkatch et al., 1997, La désignation
du [PIN’] est pour] PSI'] inducibility). La présence deP[N’] facilite aussi la formatiomle
novod’autres prions chez la levure, y comptisRE] (Bradley et al., 2002). La formation du
prion [PIN’] est due a la conversion de la protéine Rnglpt(ofonction biologique n’est
pas connue) sous une forme prion. Il faut cependatér que d'autres prions peuvent
également présenter des propriétés de tN'] (Derkatch et al., 2001; Osherovich and
Weissman, 2001).

D’autres protéines ont été identifiees par desagms bio-informatiques comme des prions
putatifs sur la base d’algorithmes recherchantldais de séquence tels que ceux retrouves
dans les domaines PrD riches en Q/N déja connush@isch and Weissman, 2000). Un
criblage a grande échelle plus récent a permisedtifier 19 nouveaux PrD potentiels
capables de s’agréger sous une forme prion darceliedes lorsqu’ils sont surexprimés sous

la forme d’une fusion avec eYFP (Alberti et aD09).

[SWI] est la forme prion de Swilp, une des 11 soustanie SWI/SNF, un complexe de
remodelage de la chromatine qui joue un role ingmrtans la régulation transcriptionnelle
(Du et al., 2008). Lorsque Swilp est sous sa fopnen [SWI], il se délocalise du noyau
vers le cytoplasme. Le phénotype associé au p&WI[| se traduit par une vitesse de
croissance réduite sur des sources de carbonguelke raffinose, le galactose et le glycérol
(Du et al., 2008).

[OCT] est la forme prion de Cyc8p qui est égalementigmpe dans la régulation globale de
la transcription (Patel et al., 2009). Cyc8p foramecomplexe corépresseur avec 4 molécules
de Tuplp $sn6-Tuplcomplexqui réprime des genes impligués dans la spoomatt le
croisement sexuel, dans la réponse au stress aneimeentaux, dans la réparation d’ADN et
dans la répression par le glucose (Smith and Johrn2000). Comme pourSWI], le
changement conformationnel de Cyc8p vers la forrmOCT ] conduit & sa délocalisation

du noyau vers le cytoplasme ou elle s’accumule Bofame d’agrégats (Patel et al., 2009).

Le déterminant du priolMOT3'] est le facteur de transcription Mot3p (Albertiatt, 2009).
Mot3p intervient principalement dans la répressies genes anaérobiques pendant la

croissance aérobique (Abramova et al., 2001). Ma@8p également impliquée dans la
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régulation des genes impliqués dans la synthésealegosants de la paroi cellulaire, tels que
DAN1 et FLO11 (Holmes et al., 2013), et dans la signalisationlpamphéromones sexuelles
(Grishin et al., 1998). Dans les cellules soumidasn stress osmotique éleve, Mot3p est
nécessaire pour la répression de la biosyntheserdestérol afin de rigidifier la membrane
cellulaire (Montafiés et al., 2011). Les celluls&)T3] présentent les phénotypes associés a
la perte de fonction de Mot3p (Alberti et al., 209

Parmi les 8 prions ayant des fonctions connues I€aab3), la moitié dentre eux est
impliquée dans la régulation de la transcriptiores Lagrégats de prions se localisent
généralement dans le cytoplasme, a I'exception dion ISP ] qui forme des agrégats
nucléaires (Rogoza et al., 2010). Le prid8F] est la forme prion d’un autre régulateur
globale de la transcription, Sfplp. Contrairemenx autres prions décrits a ce jour, le
phénotype ISP’] ne se manifeste pas simplement comme une perferdéion de Sfpip.
[ISP'] se manifeste par un phénotype « d’anti-supprassia est-a-dire de suppression de la
translecture de codons stop. De plus, et contraing@ux autres prions mentionnés ci-dessus,

la propagation du prio$P'] ne dépend pas de Hsp104 (Rogoza et al., 2010)

[MOD'] est un nouveau prion chez la levure qui confére tésistance a l'azole, un agent
antifongique, et au 5-fluorouracile (5FU). A l'ext®n de Mod5p, une isopentenyl-
transférase d’ARNt chez la levure, qui a un dom&ri2 riche en acides aminés hydrophobes,

les autres PrDs sont riches en acides aminés Q/dukSet al., 2012).

[NUP10d] est la forme prion d’'une nucléoporine Nup100pcomposant du complexe NPC
(Nuclear Pore ComplgxNup100p présente toutes les caractéristiquaseduotéine priomn
vivo et in vitro. Cependant la forme prioNJP100] conduit & trés peu de conséquences

phénotypiques (Halfmann et al., 2012b).

En plus des prions a base «amyloide », d'autredngghenes a base de protéines
transmissibles ont été aussi décrits chez la lewer@rion [GAR'] est formé par un complexe
de deux protéines, Std1lp (une protéine de sigtialispar le glucose) et Pmalp (une pompe
membranaire & protons). La présence du pr@AR] conduit & la croissance cellulaire sur
glycérol en présence d’un analogue de glucose némbulisable. La propagation dBAR']

ne dépendant pas de Hspl04, et le complexe Stdad{’rme montre pas de caractéristiques
d’'un amyloide (Brown and Lindquist, 2009). Un aupkénoméne a base de protéines

transmissibles est basé sur l'autocatalyse enzgmafplutdét que sur I'agrégation protéique.
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La protéine impliquée est la protéase B qui peueggr spontanément un état héritable de
facon cytoplasmique, appelé][dans les cellules qui manquent de protéasesétifmnelles.
[f] est un prion parce gu’il est infectieux, curabd¢,sa formatiorde novoinduite par la

surexpression du gene codant pour la protéase Befoand Wickner, 2003).
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Tableau 3 Prions chez la levure Saccharomyces cerevisiae

Localisation fonction Structure domaine
prion protéine intracellulaire biologique de la phénotype associé au prion de type riche en
protéine native amyloide Q/N
terminaison de la perte de fonction
[PSI] Sup35p cytoplasme traduction (augmen.tation dela Oui Oui
suppression non-sens)
régulation du erte de fonction (utilisation
[URE3] Ure2p cytoplasme catabolisme de P , Non Oui
j des sources d'azote pauvres)
I'azote
+ + stimulation de la formation de . .
[PIN]/[RNQ’] Rnglp cytoplasme ND novo des autres prions Oui Oui
réeulation de la perte de fonction
[swir] Swilp noyau & - (perturbation de I'exploitation Oui Oui
transcription
de carbone)
régulation de la perte de fonction
[0CT’] Cyc8p noyau transcription (perturbation du métabolisme ND Oui
(répresseur) carboné, floculation)
régulation de la perte de fonction
[MOT3"] Mot3p noyau transcription (changement de composition Oui Oui
(répresseur) de la paroi cellulaire)
régulation de la
[ISP1] Sfplp noyau transcription antisuppression ND Oui
(activateur)
modification augmentation du niveau
[MOD"] Mod5p membrane d'ARNE d'ergostérol et résistance aux Oui Non
drogues antifongiques
deux cotés de légére augmentation de la
[NUP100']  Nupl00p NPC(nuclear  FG-nucléoporine g & ND Oui

pore complex)

vitesse d'import nucléaire

(Chernova et al., 2014; Liebman and Chernoff, 2012; Tuite, 2013)
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3.6 Les effets biologiques des prions de levure

Alors que les prions chez les mammiferes sont gégr@ent liés a des maladies (Aguzzi and
Calella, 2009; Brundin et al., 2010), la questian savoir si les prions de levure sont des
entités « bénéfiques » ou « déléteres » est enldattue (Halfmann et al., 2012a; Liebman
and Chernoff, 2012; Tuite, 2013; Wickner et al.1 20 L'agrégation et la perte de fonction de
protéines prions peuvent étre considérées commeéd@sements pathologiques pour la
levure. Cependant, les prions chez la levure né généralement pas létaux. De par leurs
réles dans la régulation génétique et métaboligaepourraient contribuer a la plasticité

phénotypique des levures en fonction des condit@ngronnementales. Un méme prion de
levure pourrait avoir des conséquences phénotypiques différentes en fonction du

génotype de I'hote, de I'environnement, ou des Besicle prion.

3.6.1 Arguments en faveur d’'un réle physiologique des prions de levure

3.6.1.1 Existence d’amyloides fonctionnels

Il a été montré que les séquences de plus de 2@@ides protéiques partagent des similarités
avec des PrD (Harrison and Gerstein, 2003; MickeHiand Weissman, 2000), ce qui suggere
que la formation de prions est un trait tres ane@ancours de I'évolution qui pourrait étre
aussi répandu chez d’autres organismes. En effetewouve des amyloides fonctionnels
chez des organismes répartis dans tous les dondingisant. HET-§ chez le champignon
Podospora anserinast le premier prion qui a été décrit comme béunéfipour les cellules
d’hétes (Coustou et al., 1997). Il est impliqué slda régulation de la formation des
hétérokaryons. Chez la bactérie, la polymérisatien fibres Curli est impliquée dans la
formation de biofilm et l'invasion de I'h6te (Evaret al., 2015). De plus, les amyloides
fonctionnels sont aussi présents dans les orgasisméicellulaires et sont impliqués dans le
stockage des hormones peptidiqgues (Maji et al.9R0@ production de soie (Rémer and

Scheibel, 2008) ou encore la mémoire a long te®net(al., 2010)
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3.6.1.2 [PSI*] et [PIN*] sont retrouvés dans la nature

[PSI] et [UREJ ont longtemps été considérés comme des artitieeboratoire n’existant
pas chez les levures a I'état naturel (Cherno#fl et2000; Nakayashiki et al., 2005; Resende
et al., 2003). En 2012, Halfmann et ses collegugsdécouvert la présence degl'] dans
certaines souches sauvages (Halfmann et al., 20D2ajacon remarquable, presque toutes
les souches sauvageRd['] identifiées portent également le prio®IIl*] (Halfmann et al.,
2012a). Ces données suggerent @IBIT] est nécessaire pour la formatida novode [PSI]
dans la nature comme au laboratoire. En accord @la¢ une étude récente a montré que les
souches de levures sauvages comportent des piRdNS/[RNQ] capables d’'induire trés
efficacement la formation déHI] conduisant la plupart du temps a l'acquisitiontcts
phénotypiques nouveaux (Westergard and True, 2014).

3.6.1.3 [PSI*] confere de nouveaux phénotypes

La plupart des souches de prions étudiés en labaatont tres stables et bien tolérées par les
cellules. Une des raisons d'étre des prions chdeviare serait de conférer une plasticité
phénotypique permettant une adaptation rapide a aw@wlitions environnementales

particuliéres (Halfmann and Lindquist, 2010).

Il a ainsi été proposé que l'altération du protéonuiite par PSI'] permet 'adaptation des
levures vis-a-vis de divers changements environném& en permettant I'expression de
nouveaux phénotypes (Baudin-Baillieu et al., 20Iye and Lindquist, 2000; True et al.,
2004). En effet,PSI'] peut favoriser la croissance des souches donuestiou sauvages sous
certaines conditions de stress (Halfmann et all2a80True and Lindquist, 2000; True et al.,
2004). Ces effets sont dépendants du fond génétigsesouches et aucun effet cohérent de
[PSI] sur l'adaptation & de nouveaux environnements @@ détecté. SI'] module
également un événement naturel de décalage du dadexture au niveau du gene codant
pour I'antizyme, un régulateur négatif de la bidbgse des polyamines cellulaires (Namy et
al., 2008). La fluctuation des niveaux de polyamin@urrait expliquer en partie les

phénotypes médiés p&$I'] (Namy et al., 2008).
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3.6.1.4 Les prions de levure, une réponse adaptative aux changements

environnementaux

Des changements phénotypiques rapides peuventé&ieeminants lorsque les cellules font
face a des stress environnementaux pouvant caaseoit cellulaire (Suzuki and Tanaka,
2013). MOD"] est la forme prion de Mod5p (voir 3.5) chez lauee S. cerevisiaelLe prion
[MOD'] illustre parfaitement comment un prion peut petreeune réponse rapide a un
changement de I'environnement (Figure 29). Ce pdonfere aux cellules de levure une
résistance aux antifongiques comme le fluconaz&8ez(ki et al., 2012). L’ajout de
fluconazole a une population de cellulesofd] augmente la fréquence de formatie novo
de MOD'], augmentant ainsi les chances de survie dedellLorsque la pression sélective

est levée, la population retourne progressivemégatat [mod] (Suzuki et al., 2012).

[MOT3'] est un autre prion chez la levie cerevisiagvoir 3.5) qui est issu de I'agrégation
de Mot3p. Mot3p présente une fréequence élevée ieecsion spontanée vers sa forme prion
(Alberti et al., 2009). Le prionMOT3'] est aussi retrouvé dans environ 6% des souches de
levures sauvages testées (Halfmann et al., 2012ajormation et I'élimination du prion
[MOT3'] est une réponse adaptative aux conditions envenmentales (Figure 29). Le stress
lié a I'éthanol augmente la fréquence d’apparitihn prion MOT3'], alors que I'hypoxie
élimine le prion MOT3'] (Montafiés et al., 2011; Sertil, 2003). Dans ltureg les levures
subissent fréquemment des transitions entre lesstte I'éthanol produit par la fermentation
du sucre (voir 2.1.2.3) et I'hypoxie. Par conséquénformation et I'élimination du prion
[MOT3] fonctionnent comme un adaptateur moléculaire épomse aux changements

environnementaux dans la nature.
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[prion’] [PRION*]
(ex: [mod] et [mot37]) (ex: [MOD?] et [MOT3%])

A

protéine 0 |:> protéine

prion

prion
soluble <:| agrégée
ﬂ Conversion ﬂ

croissance réversible croissance

Figure 29 Conversion réversible des protéines prions lors de changements environnementaux.
(Suzuki and Tanaka, 2013)

3.6.2 Arguments soutenant I’hypothése que les prions de levure sont des entités

déléteres
3.6.2.1 Les prions de levures sont tres peu présents dans la nature

Méme si I'on retrouve des prions dans la natuse,démeurent extrémement rares. Deux
études précoces ont identifié deux souches sauvem@enant PIN'] mais pas PSI]
(Chernoff et al., 2000; Resende et al., 2003). &mee élargie a 70 souches sauvages n’avait
toujours pas permis de retrouver les prioRSI[] ou [URE3, mais 11 souches (16%)
portaient PIN'] (Nakayashiki et al., 2005). Une étude plus réeentr 700 souches sauvages
a finalement permis d’identifier 9 souches (1%)teoant PSI] et 43 (6%) contenanP|N’]
(Halfmann et al., 2012a). Les prions sont consgl&@mme des agents infectieux toxiques
par certaines scientifiques parce qu’un agent iighex bénéfique se propagerait certainement
rapidement dans une population et serait plus &éauent retrouvé. Ainsi, le priotHET-4

gui a un vrai role physiologigue est retrouvé dab% des souches sauvagesPdelospora
anserina(Debets et al., 2012). De plus, il exsite uneibegrd’espéece, reposant en partie sur
des difféerences de séquence et d’organisation desdai empéche (ou du moins limite) la
transmission de prions entre espéces voisines @ignées (Bruce and Chernoff, 2011;

Gonzalez Nelson and Ross, 2011).
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3.6.2.2 La plupart des souches de [PSI*] seraient létales

Sup35p est une protéine essentielle. Des variantsprbn [PSI] qui entrainent la
séquestration de toutes les formes solubles de5pupd@nt fortement délétéres voire Iétaux
pour la croissance cellulaire. En effet, McGlincle¢ges collegues ont montré que la majorité
des variants structuraux a l'origine de différensesiches deFSI'] est létale ou affecte
fortement la croissance des levures (McGlinchegl.et2011). De méme, ils ont montré que
de nombreuses souches du prigRREJ entrainent un ralentissement de croissance bien p
drastique que celui observé dans des celluie®\, indiquant une cytotoxicité de&JREJ3

indépendante de la perte de fonction de Ure2p (icGey et al., 2011).

3.6.2.3 D’autre preuves de toxicité des prions de levure

Méme si la plupart des prions étudiés au labomtaiaffecte pas la survie cellulaire, la
présence du prion s’accompagne souvent d’'une perteonction de la protéine prion en
question (Tableau 3). De plus, la formation ou téspnce deHASI] ou [UREJ peuvent
induire une réponse cellulaire au stress (Schwimamel Masison, 2002). Les prions eux
méme ne sont peut-étre pas cytotoxiques, maiseilwgnt le devenir en combinaison avec
d’autres facteurs. Par exemple, les prioRSI] et [PIN'] endogénes peuvent induire
I'agrégation et la toxicité de protéines polyglutaes dans des modeles levure de la maladie
de Huntington (Chernova et al., 2014; Gokhale gt24l05; Liebman and Chernoff, 2012;
Wickner et al., 2015). La surexpression de Sup3bpde son PrD, est toxique pour les
cellules PSI] (Chernoff et al. 1992; Derkatch et al., 1997). Méme, le surexpression de
Rnglp est toxique pour les celluleRIN'] (Douglas et al., 2008). La tolérance des cellules
vis-a-vis de ces prions dépend donc d’un équilds#igcat entre le niveau d’expression de ces
derniers, de la capacité de réponse du CQP etUiRS|’ et est fortement influencée par les

facteurs environnementaux.
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Objectifs :

Depuis une quinzaine d’années environ, notre labimeaa contribué de facon importante a la
compréhension des mécanismes moléculaires etwgtaugt en jeu lors de I'assemblage des
protéines prions Sup35p et Ure2p (Bousset et @bla, 2001a, 2001b, 2002, 2003, 2004,
2004, 2010; Fay et al., 2005; Habenstein et all28abani and Melki, 2011, 2015; Kabani
et al.,, 2011, 2014; Krzewska and Melki, 2006; Krgkav et al., 2007; Loquet et al., 2009;
Luckgei et al., 2013, 2014; Redeker et al., 20€hU® et al., 2014; Thual et al., 1999, 2001,
2001; Wang et al.,, 2015). L'effet de chaperons wuwhkires (connus pour étre des
modulateurs deHSI] et [UREJ in vivo) sur la polymérisation de Sup35p et Ure2p a
notamment été décortiqure vitro (Krzewska and Melki, 2006; Savistchenko et al.,@00e
plus, il a été montré que le protéasome 26S épidllle de dégrader les formes soluble et
fibrillaire de Sup35pin vitro et qu'il joue un réle dans la propagation ®S[] in vivo
(Kabani et al., 2014).

Dans la continuité de ces études, I'objectif dpriemiére partie de ma these a été de répondre
a deux questions principaleg), Est-ce que d’autres prions tels que Ure2p, dostrlacture

est radicalement différente de celle de Sup35pygrdLétre substrats du protéasome 2B57?
Est-ce que les chaperons moléculaires sont capdbléssoriser ou au contraire d’inhiber la

dégradation protéasomale des formes soluble dtdibe de Sup35p ?

Les prions de levure ont été considérés par ceraamme des ‘pathologies’ potentiellement
délétéres pour les cellules. D’autres ont au coptsuggéré qu’ils pourraient jouer le réle de
modulateurs épigénétiques de I'expression génicerngttant d'acquérir rapidement de
nouveaux traits favorables a la survie dans cersatonditions environnementales (Halfmann
et al., 2012a; Holmes et al., 2013; Kabani and M&R16; True et al., 2004; Tuite, 2015;
Wickner et al., 2011). Certains prions (e®S[]) ont ainsi été retrouvés dans des souches de
levure sauvages. Ces derniéres, comme la plupartelriles, vivent le plus souvent a I'état
qguiescent et ne divisent pas ou peu. Nos connaissasur les mécanismes de formation, de
propagation et d’élimination des prions de levig@st en revanche essentiellement basées sur

des études réalisées sur des cellules en divisiorea
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L’objectif de la deuxiéme partie de ma thése a istéis répondre aux questions suivantbs :
Quels sont les changements ultra-structuraux etifimmels subis par les agrégats de Sup35p
au cours des différentes phases de croissare Quelles sont les conséquences de la

présence du priorPBI] sur la croissance et la longévité des levures ?
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RESULTATS 1:

La premiere partie de mon travail de thése a ctthgs une étude biochimique visant a
documenter ['articulation entre les chaperons madées et le protéasome dans la

dégradation des protéines prions Sup35p et Ure@p lehevureSaccaromyces cerevisiae.

Ce travail a tout d’abord abouti a la publicatidnrdpremier article publié dans PLoS One
sur la dégradation protéasomale des formes sodtbibrillaire de Ure2p (article 1). Ensuite,
ce travail nous a montré les limites de I'approbi@himique pour décrire l'influence de

divers chaperons moléculaires sur ces réactionegeadation.
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The 26S Proteasome Degrades the Soluble
but Not the Fibrillar Form of the Yeast Prion
Ure2p In Vitro

Kai Wang, Virginie Redeker, Karine Madiona, Ronald Melki*, Mehdi Kabani*

Paris-Saclay Institute of Neuroscience, Centre National de la Recherche Scientifique, Gif-sur-Yvette, France
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Résumé

Dans l'article 1, nous montrons que le turnowevivo de la protéine prion Ure2p dépend de
I'activité protéasomale. Nous évaluons ensuitesiformes solubles et fibrillaires de Ure2p
sont des substrats du protéasome i268tro. Nous montrons que la forme soluble de Ure2p
est facilement dégradée par le protéasome de meanigiquitine-indépendante. Comme
observé précédemment pour Sup35p, la dégradatite fdeme soluble de Ure2p est initiee
par son domaine prion en N-terminal en générantsénie de peptides amyloides. En outre,
nous montrons que la suppression des résidus Beth @omplétement la dégradation, ce qui
suggere que cette région sert de motif de recosenaie par le protéasome 26S pour initier la
dégradation. Contrairement a ce que nous avonswebgeur Sup35p, les fibres de Ure2p
sont totalement résistantes a la dégradation motéale. Les différentes structures pouvant
étre adoptées par les prions (e.g. fibores amylopdes Sup35p, structure quasi-native pour
Ure2p, etc) pourraient donc dicter leurs capac@é®tre reconnus et dégradés par le

protéasome ou d’autres machineries protéolytiqeda dellule.
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Abstract

Yeast prions are self-perpetuating protein aggregates that cause heritable and transmissi-
ble phenotypic traits. Among these, [PSI"] and [URE3] stand out as the most studied yeast
prions, and result from the self-assembly of the translation terminator Sup35p and the nitro-
gen catabolism regulator Ure2p, respectively, into insoluble fibrillar aggregates. Protein
guality control systems are well known to govern the formation, propagation and transmis-
sion of these prions. However, little is known about the implication of the cellular proteolytic
machineries in their turnover. We previously showed that the 26S proteasome degrades
both the soluble and fibrillar forms of Sup35p and affects [PS/*] propagation. Here, we show
that soluble native Ure2p is degraded by the proteasome in an ubiquitin-independent man-
ner. Proteasomal degradation of Ure2p yields amyloidogenic N-terminal peptides and a C-
terminal resistant fragment. In contrast to Sup35p, fibrillar Ure2p resists proteasomal degra-
dation. Thus, structural variability within prions may dictate their ability to be degraded by
the cellular proteolytic systems.

Introduction

Yeast prions are self-perpetuating protein aggregates that manifest as non-Mendelian and cyto-
plasmically inherited dominant phenotypic traits. [PSI'] and [URE3] stand out as the best
known and the most documented yeast prions, and result from the aggregation of the soluble
forms of Sup35p, a translation termination factor, and Ure2p, a negative regulator of nitrogen
catabolism, respectively, into infectious entities (reviewed in [1, 2]).

Purified Sup35p and Ure2p are both able to spontaneously assemble into protein fibrils
under physiological conditions [3-6]. These fibrillar assemblies are infectious in that they effi-
ciently induce the prion state when re-introduced into prion-free yeast cells [7-11]. Assembly
of Sup35p and Ure2p into fibrils strictly depends on the presence of a glutamine and aspara-
gine-rich domain, referred to as the prion domain (PrD), and located at the N-terminus of
both proteins [1]. Furthermore, Sup35p and Ure2p can populate an ensemble of structurally
different and heritable molecular conformations that lead to a wide range of phenotypically
distinct [PSI"] and [URE3] prion strains, respectively [7, 8, 11-18]. However, the fibrillar
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assemblies formed by Sup35p and Ure2p in our comparable experimental conditions are struc-
turally unrelated. Sup35p fibrils are believed to have an amyloid structure, with the PrD of indi-
vidual Sup35p monomers stacked along the fibrils axis and the globular C-terminal domains
protruding from the fibrils core [14, 19-23], while both the N- and C-terminal moieties are
integral parts of Ure2p fibrils under our experimental conditions [8, 24-29]. As PrDs in isola-
tion assemble into prion-inducing fibrils, they were often used as proxies to decipher the struc-
ture of the full-length prion assemblies ([1] and references therein). Nonetheless, we showed
for both Sup35p and Ure2p that the latter assemblies are structurally and functionally different
from those formed by the full-length proteins [8, 9, 19-21, 28-30].

De novo formation, propagation and elimination of [PSI'] and [URE3], as well as that of
other yeast prions, is highly dependent on the interplay between actors of the cellular protein
folding and quality control machineries, among which the Hsp70, Hsp40 and Hsp104 molecu-
lar chaperones [2, 31]. However, very little is known on the potential role of the major cellular
proteolytic systems, the ubiquitin-proteasome system (UPS) and autophagy, on the turnover of
the soluble, oligomeric or fibrillar intermediates populated by yeast prions [32]. Links between
the UPS and [PST"] were previously reported but did not directly address whether the protea-
some degrades prion particles [33, 34]. We recently demonstrated that reducing intracellular
proteasome pools caused Sup35p accumulation and defects in [PSI'] formation and propaga-
tion [32]. We showed that purified yeast 26S proteasome was able to degrade Sup35p in vitro,
both in its soluble native form and in its highly ordered fibrillar form associated with [PSI"]
[32]. These findings revealed a possible and overlooked role of the proteasome in the turnover
of prion assemblies [32].

Here, we show that the turnover of Ure2p in vive is dependent on proteasomal activity. We
assess whether the soluble and fibrillar forms of Ure2p are substrates of the 265 proteasome in
vitro. We show that soluble Ure2p is readily degraded by the 26S proteasome in an ubiquitin-
independent manner. As observed previously for Sup35p, the degradation of soluble Ure2p
proceeds from the N-terminal end yielding an array of amyloidogenic peptides. Furthermore,
we show that a deletion of residues 3 to 25 completely abolishes degradation, suggesting this
region bears an important degron required by the proteasome to engage Ure2p. Remarkably
and contrary to what we observed for Sup35p amyloid fibrils, we show that native-like Ure2p
fibrils resist proteasomal degradation.

Results
Soluble native Ure2p is a proteasome substrate in vivo and in vitro

To determine whether Ure2p is a proteasomal substrate in vivo, we assessed its stability in the
presence or absence of proteasome inhibitors using cycloheximide-chase experiments [35]. In
order to allow the detection of Ure2p in cell extracts by Western blot, these experiments were
carried out in a prion-free [ure-0] wild-type yeast strain bearing a plasmid that drives URE2
overexpression under the control of a tet-inducible promoter (see Materials and Methods)
[36]. As described previously [37], we found that Ure2p is slowly degraded over time (Fig 1A
and 1B). In contrast with what we observed with DMSO, Ure2p degradation was abolished for
over 4h in the presence of the proteasome inhibitor MG132 (Fig 1A and 1B). This suggests that
the proteasome contributes to soluble Ure2p degradation. We were not able to make similar
observations in cells harboring the [URE3] phenotype. Nonetheless, the experiments depicted
in Fig 1A and 1B prompted us to investigate the proteasomal degradation of Ure2p in well-
defined in vitro assays.

We previously showed that purified yeast 26S proteasomes were able to degrade soluble
native Sup35p in vitro [32]. Proteasomal degradation of Sup35p proceeded sequentially from
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Fig 1. Soluble Ure2p is a proteasomal substrate in vivo. (A) Yeastcells overexpressing Ure2p (see
Materials and Methods) were grown to mid-log phase and then treated with DMSO or MG 132 (50 pM) for 30
min at 30°C. Protein expression was shut off by the addition of cycloheximide (100 pg.ml’ Y, and aliquots
were withdrawn at the times indicated (in hours). Cell extracts were prepared and analyzed by SDS-PAGE
followed by Western blotting using anti-Ure2p antibodies (upper panel) or Ponceau staining (lower panel). (B)
Quantification of westem blots such as those shown in (A) was performed using ImageJ. The amount of
Ure2p at time zero was set to 100% (data points represent the mean + SE of independent experiments
performed in triplicate).

doi:10.1371/journal.pone.0131789.g001

the N-terminal PrD, generating an array of overlapping amyloidogenic peptides and a C-termi-
nal proteasome-resistant Sup35p fragment spanning residues 83-685 [32]. To determine
whether Ure2p is degraded by yeast 265 proteasomes in vitro and compare its proteolytic pro-
cessing to that of Sup35p, we incubated soluble Ure2p in the presence of purified yeast 26S pro-
teasomes and ATP and in the presence or absence of the proteasome inhibitor MG132 at 30°C.
Aliquots were withdrawn at time intervals and analyzed by SDS-PAGE and Western blot using
anti-Ure2p antibodies. A control reaction where Sup35p was incubated under exactly the same
conditions was run in parallel. Fig 2A (upper panel, left) shows that full-length Ure2p is
degraded in a time-dependent manner by the 268 proteasome. The proteasome inhibitor
MG132 abolished degradation (Fig 2A, upper panel, right). Beside a major proteolytic frag-
ment, denoted Ure2p*, two lower molecular-weight Ure2p fragments persisted several hours
after the onset of the reaction (Fig 2A, upper panel, left). Overall, Ure2p degradation is reminis-
cent of what we observe for Sup35p in the control reaction (Fig 2A, lower panels and as we pre-
viously reported, [32]).
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Fig 2. Soluble Ure2p is a proteasomal substrate in vitro. (A) Purified 26S proteasomes (2 nM) were mixed
with purified soluble Ure2p (250 nM) (upper panel) or Sup35p (125 nM) (lower panel) in the presence of 2.5

mhd ATP, with or without MG132 (100 pM), asi
mild agitation (<300 rpm). At the indicated time

ndicated. The reaction mixes were incubated at 30°C under
points, aliquots were removed and analyzed by SDS-PAGE

and Western blotting using anti-Ure2p or anti-Sup35p antibodies. Ure2p* and Sup35p* indicate proteasome-
resistant fragments. (B) Purified 26S proteasomes (2 nM) were mixed with purified Ure2p (250 nM) and
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without or with increasing concentrations of purified Sup35p (250 nM to 1 uM), inthe presence of 2.5 mM
ATP. Reaction mixes were incubated and analyzed as described in (A). (C) Purified 26S proteasomes (2 nM)
were mixed with purified Sup35p (125 nM) and withoutor with increasing concentrations of purified Ure2p
(250 nMto 500 nM), in the presence of 2.5 mM ATP. The reaction mixes were incubated at 30°C under mild
agitation (<300 rpm). Reaction mixes were incubated and analyzed as described in (A).

doi:10.1371fournal pone.0131789.9002

We next compared the binding and degradation efficiency of Ure2p and Sup35p by yeast
268 proteasomes. A constant amount of yeast 26S proteasomes and Ure2p was incubated in
the absence or presence of increasing amounts of Sup35p. The reaction mixtures were incu-
bated at 30°C and aliquots were withdrawn at the indicated time and analyzed by SDS-PAGE
and western blot using anti-Ure2p and anti-Sup35p antibodies. Fig 2B shows that both Ure2p
and Sup35p were degraded under all conditions. The degradation of Ure2p was progressively
slowed, but not abolished, with the highest amounts of Sup35p in the reaction mixture (Fig 2B,
bottom panels). Both Ure2p and Sup35p were degraded by the proteasome in the reciprocal
experiment where a constant amount of yeast 26S proteasomes and Sup35p was incubated in
the absence or presence of increasing amounts of Ure2p (Fig 2C). However, in this case, the
degradation of Sup35p was not significantly slowed by the addition of up to a four-fold molar
excess of Ure2p (Fig 2C, bottom panels). This suggests that soluble Sup35p is a preferred pro-
teasome substrate compared to soluble Ure2p, at least in these experimental conditions.

Proteasomal degradation of Ure2p generates amyloidogenic peptides
from the N-terminal moiety

‘We next identified the proteolytic products generated upon soluble Ure2p degradation by the
26S proteasome. Ure2p was incubated alone or in the presence of 26S proteasomes forup to 3
h at 30°C, and the reaction mixtures analyzed by western blot (Fig 3, inset) and nanoLC-LT-
Q-Orbitrap mass spectrometry. The degradation of Ure2p by the 26§ proteasome generated 94
different ~10- to 30-amino-acid-long peptides, spanning the first 103 residues of the protein
(Fig 3, S1 Table). None of these peptides was identified in the control reactions without 268
proteasomes, indicating they correspond to specific products of proteasome-dependent Ure2p
proteolysis. Most peptides were generated within 1 h of incubation, while others were detected
after 2 h or 3 h of incubation (Fig 3, S1 Table). This time-dependent mass-spectrometry analy-
sis suggests that Ure2p degradation by the proteasome proceeds sequentially from the N-termi-
nal end of the protein towards the C-terminus (Fig 3, S1 Table). No peptides spanning residues
103 to 354 were identified in our mass spectrometry analysis within the time frame of the
experiment. The proteasomal degradation pattern of Ure2p we observed (Fig 2A, upper panel
left and Fig 3, inset) is thus due to processive cleavage of Ure2p N-terminal PrD. The com-
pactly folded globular C-terminal domain of Ure2p [38] appeared to resist proteasomal degra-
dation. Thus, the proteasomal degradation of soluble Ure2p in vitro resembles that of Sup35p
[32]. Indeed, both proteins are sequentially degraded via their intrinsically disordered N-termi-
nal PrDs, yielding amyloidogenic peptides and proteasome-resistant fragments encompassing
their folded and functional C-terminal domains (Figs 2and 3) [32].

Deletion of residues 3—25 prevents proteasomal degradation of soluble
Ure2p

We previously showed that a truncated form of Sup35p lacking the N-terminal 82 amino acid
residues (Sup35A1-82) resists proteasomal degradation suggesting a prominent role for
Sup35p PrD in recognition and degradation by the 26S proteasome [32]. The results presented
in Figs 2 and 3 suggest that Ure2p PrD behaves as a degron that is recognized and engaged by
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Fig 3. Ure2p degradation by the 26S proteasome yields ~10-30 aminoacids-long peptides originating from the N-terminal end of the protein.
Purified soluble Ure2p (1 pg) was incubated without or with purified 26S proteasome (0.4 pg) in the presence of 2.5 mM ATP at 30°C under mild agitation
(<300 rpm) for 0, 1, 2 or 3 h. Peptides produced during the incubation were identified by nanoLC-LTQ-Orbitrap mass spectrometry (see also S1 Table).
These peptides were not produced when Ure2p was incubated alone (data not shown). The color code reflects the time point at which each individual peptide
was first detected, as indicated. (Inset) Aliquots from the reaction mixes were analyzed by SDS-PAGE and Western blot using anti-Ure2p antibodies.

doi: 10.1371 journal. pone.0131789.g003
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Fig 4. The deletion of residues 3-25 prevents the proteasomal degradation of Ure2p. (A) Cartoon representation of the Ure2p variants used in this
study. (B) Time-courses of Ure2p, Ure2A3-25 and Ure2A1-93 (25 pM) assembly at 6°C, monitored by thioflavin T binding (a.u., arbitrary units). Data
represent the mean of three independent experiments + SE (C) Negative-stained electron micrographs of Ure2p, Ure2A3-25 and Ure2A1-93 (25 M)
assemblies after 30 days of incubation at 6°C (scale bar: 500 nm). Only amorphous aggregates were detected for Ure2A1-93. (D) Purified Ure2p, Ure2A3—
25 or Ure2A1-93 (250 nM) were incubated with or without purified 26S proteasomes (2 nM), as indicated, and in the presence of 2.5 mM ATP. The reaction
mixes were incubated at 30°C under mild agitation (<300 rpm). At the indicated time points, aliquots were removed from the reaction mix and analyzed by

SDS-PAGE and Western blotting using anti- Ure2p antibodies.

doi:10.1371journal. pone.0131789.9004

the 265 proteasome. This is supported by the finding that a truncated form of Ure2p lacking its
N-terminal domain (Ure2A1-93, Fig 4A), used to solve the structure of the compactly folded
domain of Ure2p [39], and that is unable to assemble into fibrils (Fig 4B and 4C), fully resists
proteasomal degradation (Fig 4D). It should be noted here that a Ure2p variant lacking its
prion domain (Ure2A2-94) was shown to be unstable in vivo [37]. Nor the reasons behind this
instability, nor the protease(s) responsible for Ure2A2-94 degradation in vivo were identified
[37]. Therefore, Ure2A1-93 (or UreA2-94) may very well be highly resistant to proteasomal

degradation, as shown in Fig 4D, but not to other proteclytic machineries.

To further narrow down the stretch of Ure2p amino acid residues specifically recognized
and engaged by the proteasome, we generated a number of deletions within the N-terminal
domain of Ure2p and assessed the resistance of the truncated Ure2p to proteasomal degrada-
tion. The Ure2p variant bearing the shortest deletion, Ure2A3-25 (Fig 4A), that retains assem-

bly propensity (Fig 4B and 4C) fully resisted proteasomal degradation (Fig 4D). This

observation suggests that the degron within Ure2p spans at most residues 3-25. This is consis-
tent with previous observations we made indicating that the first 25 residues of soluble Ure2p
fall within a region of the PrD readily accessible to proteolytic cleavage and hydrogen/deute-

rium exchange [25, 40].
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Fibrillar Ure2p is not degraded by the proteasome in vitro

We previously demonstrated that the 26S proteasome degrades Sup35p fibrils in vitro, thereby
abolishing their infectivity in protein transformation experiments [32]. To determine whether
Ure2p fibrils are degraded by the proteasome, Ure2p fibrils were incubated at 30°C with or
without 265 proteasomes in the presence of ATP under mild agitation and aliquots, withdrawn
at the indicated time, were immunoblotted using anti-Ure2p antibodies after SDS-PAGE or
trapping on cellulose acetate membranes [41]. The results presented in Fig 5A and 5B, clearly
indicate that Ure2p fibrils were not degraded by the 265 proteasomes under our experimental
conditions as the intensity of Ure2p band on the SDS-PAGE and the filter trap remained
unchanged upon incubation for 6h in the presence of 265 proteasomes. To strengthen this
observation and rule out possible proteasome-mediated fibrils remodeling, the integrity of pre-
formed fibrils incubated for up to 6h with the 265 proteasomes and ATP at 30°C was assessed
by SDD-AGE [32, 42]. Fig 5C shows that the size distribution of Ure2p fibrils is unaffected by
their incubation with the 26S proteasome, and that the intensity of the band remained
unchanged. We conclude from these observations that the 268 proteasome neither remodels
nor degrades preformed Ure2p fibrils. A control reaction ran in parallel, shows that preformed
Sup35p fibrils are degraded by the 268 proteasome (Fig 5D), as described previously [32].

B

Ure2p fibrils +  + +
Ure2p fibrils 26S proteasome - + +
Ure2p fibrils + 26S proteasome MG132 - -+
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Fig 5. Fibrillar Ure2p is not degraded by the 26S proteasome. (A) Ure2p fibrils (2 pg) were incubated at 30°C under mild agitation (<300 rpm) in the
presence of 2.5 mM ATP, with or without 26S proteasomes (1.6 jg), as indicated. Aliquots were removed at time intervals and analyzed by SDS-PAGE
followed by Western blotting using anti-Ure2p antibodies. (B) Ure2p fibrils were incubated with or without 26S proteasomes and MG 132 (100 M), as
indicated in (A). Atthe indicated time points, aliquots were diluted four-fold in proteasome assay buffer and then filtered through a cellulose acetate
membrane (0.2 um pore size) using a slot-blot vacuum manifold. Each well was then washed twice with 200 pL assay buffer and the membranes were
immunostained with anti-Ure2p antibodies. (C) Ure2p fibrils were incubated with or without 26S proteasomes, as indicated in (A). Aliguots were withdrawn at
time intervals and analyzed by SDD-AGE followed by immunoblotting with anti-Ure2p antibodies (D) Sup35p fibrils (1 pg) were mixed with purified 265
proteasomes (0.4 pg) in the presence of 2.5 mM ATP. The reactions mixes were incubated at 30°C under mild agitation (<300 rpm), and at the indicated time
points, aliquots were removed and analyzed by SDS-PAGE followed by Western blotting using anti-Sup35p antibodies.

doi:10.1371 fournal pone 0131789005
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Discussion

Yeast prions have been proposed to act as protein-only epigenetic elements which increase
phenotypic diversity by altering gene expression, thus allowing yeasts to rapidly and transiently
adapt to changes in the surrounding environment [1, 31]. Thus, when considering a population
of yeast cells, harboring prions can be deemed beneficial as it allows the survival of a subset of
individuals from that population in challenging growth conditions. Nonetheless, for individual
yeast cells, prions constitute an abnormal situation-akin to degenerative conformational disor-
ders- that needs to be dealt with [9, 31, 43-46]. An arsenal of molecular chaperones controls
prion formation and faithful propagation, yet little is known about the proteolytic clearance of
the soluble, oligomeric or fibrillar molecular species populated by these prions, specifically by
the UPS or autophagy [1, 2, 31]. We previously uncovered a role for the proteasome in the life
cycle of [PSI'] and demonstrated that the proteasome has the intrinsic ability to degrade the
soluble and fibrillar forms of Sup35p [32].

Whether this is a generic property allowing the proteasome to modulate the propagation of
other prions or not is an open question. Indeed, yeast cells host prion proteins with unrelated
primary structures and cellular functions [1, 2, 31]. Therefore both similar and divergent fea-
tures between different prions were described at the cellular (e.g. mechanisms of de novo for-
mation and dependence on molecular chaperones) and molecular (e.g. biochemical and
structural characteristics of prion high molecular weight assemblies) levels [1, 2, 31]. Thus, the
turnover of the various molecular entities populated by different yeast prions may similarly
depend upon different mechanisms and cellular factors.

The cellular turnover of Ure2p (Fig 1A and 1B) and Sup35p [32] both depend on the protea-
some. As the similarities and differences between Sup35p and Ure2p are well documented, we
compared their degradation by the 265 proteasome in a well-defined in vitro system. The pro-
teasomal degradation of soluble Sup35p and Ure2p is similar (Fig 2): i) their unstructured N-
terminal PrDs serve as a molecular tether allowing the proteasome to bind and to sequentially
degrade both proteins, and deletion of the PrD results in complete protection against proteaso-
mal action (compare Fig 4 to Fig 4 in [32]); ii) the degradation of Ure2p and Sup35p PrDs
yields an array of overlapping ~10-30-amino-acid-long peptides with predicted amyloidogenic
propensity (compare Fig 3 to Fig 5 in [32]); iii) their compactly folded functional domains
resist proteasomal degradation (Figs 2 and 4). Interestingly, at least in our experimental condi-
tions, the proteasomal degradation of Sup35p and Ure2p did not require ubiquitination [32]. It
should be noted that while we and others could not detect ubiquitinated Sup35p species in vivo
[32-34, 47], Ure2p was fished out in a proteomic screen for ubiquitinated proteins in yeast
[48]. Thus, while ubiquitination may modulate proteasomal degradation of yeast prions in
vivo, the presence of an unstructured domain, a common feature of most if not all prions,
appears, necessary and sufficient to trigger proteasomal degradation [32, 49]. The minimal
requirements needed for these unstructured domains to serve as proteasomal degrons remain
to be determined, bearing in mind that the flexibility of the PrDs in vitro and in vivo following
interaction with their cognate compactly folded functional domain and/or other cellular part-
ners, may not compare.

Another important observation we made is that while Sup35p fibrils are degraded by the
proteasome (Fig 5D) [32], Ure2p fibrils are not (Fig 5A, 5B and 5C). No fully proteasome-resis-
tant fragment is formed upon degradation of Sup35p fibrils, contrary to that of soluble Sup35p
[32]. We previously attributed this either to major conformational changes occurring in
Sup35p upon assembly and that would be retained upon spontaneous dissociation of Sup35p
monomers from the fibril ends, or to the exposure of Sup35p degron to the solvent in the fibril-
lar form [32]. The finding that Ure2p fully resists degradation in its fibrillar form implies that
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its degron is inaccessible within the fibrils in agreement with the observation that Ure2p N-ter-
minal domain has decreased solvent accessibility and susceptibility to protease cleavage [25,
40]. Alternatively, dissociation of monomers from fibril ends-which would render them acces-
sible to the proteasome- may not occur for Ure2p, atleast in vitro. In agreement with the latter
hypothesis is the finding that Ure2p fibrils are more resistant to SDS treatment than Sup35p
fibrils (unpublished observations).

The structural variability within prion assemblies in a cellular context is expected to dictate
their interaction with proteolytic machineries in general and the proteasome in particular. It
will be important for future studies to isolate these species directly from cells and document
their biophysical and structural characteristics to gain better insight into the proteolysis of
prions.

Materials and Methods

Proteins

Recombinant untagged Ure2p, Ure2A3-25, Ure2A1-93 and hexa-histidine tagged Sup35p
were overexpressed in E. coli strain BL21-CodonPlus and purified according to previously pub-
lished procedures [4, 5, 39]. The assembly of Sup35p and Ure2p into protein fibrils was per-
formed at 6°C under very mild agitation (<100 rpm) in Assembly Buffer 1 (50 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 200 mM NaCl, 5% glycerol, 5 mM B-mercaptoethanol, 10 mM MgCl,, 2 mM EGTA)
and Assembly Buffer 2 (20 mM Tris.HCl pH 7.5, 200 mM KCl, ImM EGTA, 1 mM DTT),
respectively, as described previously [4, 5, 32, 39]. Assembly reactions were monitored by thio-
flavin-T binding [4, 25]. Yeast 268 proteasomes were purified by affinity chromatography as
described before [32, 50]. The integrity and activity of the 265 proteasome preparations was
assessed as described previously [32].

Cycloheximide-chase experiments

The URE2 gene was cloned in the pCM252 plasmid [36] to allow its overexpression under the
control of a doxycylin-inducible promotor. The resulting pCM252-URE2 plasmid was then
transformed into the BY251 [ure-0] wild-type yeast strain [7]. Cycloheximide-chase experi-
ments were performed as described in [35]. Briefly, cells were grown to mid-log phase in mini-
mal medium containing 0.1% proline as the sole nitrogen source. Cells were adjusted to an
ODp0nm~0.5 into fresh medium containing 0.003% SDS and 10 pg.ml" doxycylin. After 3h of
incubation at 30°C under agitation, MG132 (50 pM) or the control buffer DMSO were added.
After 30 min of incubation, cycloheximide was added at a final concentration of 100 ug.ml™.
Aliquots were taken at time intervals, cells were harvested by centrifugation and snap-frozen in
liquid nitrogen. Cell extracts were prepared as described previously [32] and analyzed by west-
ern blotting using anti-Ure2p antibodies.

Proteasome degradation assays in vitro

Proteasome degradation assays in vitro were performed in proteasome assay buffer (50 mM
Tris.Cl pH 7.5, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0.1% Tween-20, 2.5 mM ATP, 10%
glycerol) essentially as described before [32]. Briefly, the indicated amounts of purified 26S pro-
teasomes and substrates (soluble or fibrillar Ure2p or Sup35p) were mixed in proteasome assay
buffer and incubated at 30°C under mild agitation (<300 rpm). When indicated, MG132 was
present at a final concentration of 100 uM. Aliquots were removed at time intervals and ana-
lyzed by SDS-PAGE, semi-denaturing detergent gel electrophoresis (SDD-AGE) or filter-trap.
For SDS-PAGE, aliquots were mixed with an equal volume of 2X urea sample buffer (125 mM
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Tris-Cl pH 6.8, 8 M urea, 4% SDS, 20% glycerol, 10% p-mercaptoethanol, 0.05% bromophenol
blue) [32] and heated at 90°C for 5 min. For SDD-AGE analysis, aliquots were mixed with an
equal volume of 2X SDD-AGE sample buffer (1X Tris-Acetate-EDTA (TAE), 10% glycerol, 4%
SDS, 0.025% bromophenol blue), incubated for 15 min at room temperature, and then sepa-
rated on 1.5% agarose gels in 1X TAE buffer containing 0.1% SDS. Proteins were then blotted
onto nitrocellulose membranes by capillary transfer in Tris-buffered saline (TBS). For filter-
trap assays, reactions were diluted four-fold in proteasome assay buffer and then filtered
through cellulose acetate membranes (0.2 pm pore size) using a slot-blot vacuum manifold.
Membrane wells were then washed twice with 200 uL proteasome assay buffer. In all cases,
membranes were analyzed by Western blot using anti- Sup35p or anti-Ure2p antibodies.

Electron microscopy

Samples were stained with 1% uranyl acetate on carbon-coated grids and imaged in a Jeol 1400
transmission electron microscope. Images were recorded with a Gatan Orius CCD camera
(Gatan, Pleasanton, CA) and processed with the Image] software (NIH).

Identification of Ure2p degradation products by mass spectrometry

Purified Ure2p (1 pg) was incubated with or without 265 proteasome (0.4 ug) in proteasome
assay buffer at 30°C under mild agitation (<300 rpm) for 1, 2 or 3 hours. To identify the pep-
tides generated at each time point, 80 uL of each reaction were cleared by centrifugation at
15000 x g for 10 min, desalted and concentrated on a ZIP-TIP C18 (Millipore), and then eluted
in 5 uL 20% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid. The final volume was brought to 20 pL with
0.1% trifluoroacetic acid. Peptides (10 puL) were separated and identified by nanoLC-LTQ-Or-
bitrap mass spectrometry as described previously [32].

Supporting Information

S1 Table. List of peptides generated upon soluble Ure2p degradation by the 26S protea-
some and identified by nanoLC-LTQ-Orbitrap mass spectrometry. The position and
sequence of each peptide within the primary sequence of Ure2p are indicated, as well as the
mass to charge ratio of the peptide that has been fragmented during the nanoLC-MS/MS analy-
sis, the experimental mass (M exp), the theoretical mass (M theor), the mass deviation between
the experimental and the theoretical mass (AM in ppm) and the mascot ion score for the MS/
MS match (score).

(PDF)
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S1 Table: List of peptides generated upon soluble Ure2p degradation by the 26S proteasome
after 1, 2 or 3 hours of incubation and identified by nanoLLC-LTQ-Orbitrap mass spectrometry.
The position and sequence of each peptide within the primary sequence of Ure2p are indicated, as well
as the mass to charge ratio of the peptide that has been fragmented during the nanolL C-MS/MS
analysis, the experimental mass (M exp), the theoretical mass (M theor), the mass deviation between

the experimental and the theoretical mass (AM in ppm) and the mascot ion score for the MS/MS match

(score).

Start | End Peptide sequence m/z M exp M theor AM (ppm) | score
1 12 | MMNNNGNQVSNL 668,2929 | 1334,5713 | 1334,5707 0,43 57
1 13 MMNNNGNQVSNLS 711,8073 | 1421,6001 | 1421,6027 -1,87 51
1 14 MMNNNGNQVSNLSN 768,83 1535,6454 | 1535,6456 -0,18 52
1 15 | MMNNNGNQVSNLSNA 804,3486 | 1606,6827 | 1606,6828 -0.029 48
1 16 [ MMNNNGNQVSNLSNAL 860,8917 | 1719,7689 | 1719,7668 1,21 43
1 17 MMNNNGNQVSNLSNALR 946,9383 1891,862 | 1891,8628 -0,43 50
2 12 | MNNNGNQVSNL 610,7698 | 1219525 | 1219,5251 -01 53
2 14 | MNNNGNQVSNLSN 703,3101 | 1404,6056 | 1404,6052 0,29 65
2 15 MMNNNGNQVSNLSNA 738,8284 | 1475,6422 | 1475,6423 -0,058 42
3 12 NNNGNQVSNL 537,2521 1072,4896 | 1072,4897 -0,13 32
3 16 | NNNGNQVSNLSNAL 729,8504 | 1457,6862 | 1457,6859 0,27 50
3 17 | NNNGNQVSNLSNALR 807,9005 | 1613,7865 | 1613,787 -0,3 63
4 16 NNGNQVSNLSNAL 672,8285 | 1343,6425 | 1343,6429 -0,28 30
5 16 NGNQVSNLSNAL 615,807 1229,5995 1229,6 -0,44 35
5 17 | NGNQVSNLSNALR 693,8576 | 1385,7006 | 1385,7011 -0,33 47
6 16 | GNQVSNLSNAL 558,7854 | 1115,5562 | 1115,5571 -0,75 43
6 17 GMNQWVSNLSMNALR 636,8367 | 1271,6589 | 1271,6582 0,57 26

10 17 | SNLSNALR 437,7406 | 873,4666 | 873,4668 -0,17 49
10 18 | SNLSNALRQ 501,77 1001,5254 | 1001,5254 0,053 41
10 19 SNLSNALRQV 551,3039 | 1100,5933 | 1100,5938 -0,41 70
11 19 NLSNALRQV 507,788 1013,5615 | 1013,5618 -0,28 38
12 19 | LSNALRQV 450,7667 | 899,5188 | 8995188 -0,086 48
13 21 SNALRQVNI 507,7881 | 1013,5616 | 1013,5618 -0,2 40
13 23 | SNALRQVNIGN 593,3202 | 1184,6259 | 1184,6262 -0,18 39
13 24 SNALRQVNIGNR 4479163 | 1340,7271 | 1340,7273 -0,098 36
13 25 | SNALRQVNIGNRN 728,3918 | 1454769 | 1454,7702 -0,81 54
13 26 | SNALRQVNIGNRNS 514,9415 | 1541,8026 | 1541,8022 0,24 28
13 27 SNALRQVNIGNRNSN 552,9555 | 1655,8447 | 1655,8451 -0,28 41
13 29 SNALRQVNIGNRNSNTT 620,32 1857,9382 | 1857,9405 -1,24 31
13 31 SNALRQVNIGNRNSNTTTD 692,3455 | 2074,0147 | 2074,0151 -0,2 27
13 32 | SNALRQVNIGNRNSNTTTDQ 735,0314 | 2202,0723 | 2202,0737 -0,65 29
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15 21 | ALRQVNI 407,2501 812,4857 | 8124868 -1,39 27
18 31 QVNIGNRNSNTTTD 767,3661 | 1532,7177 | 1532,7179 -0,11 37
18 32 | QVNIGNRNSNTTTDQ 831,3951 | 1660,7756 | 1660,7765 -0,53 61
18 33 | QVNIGNRNSNTTTDQS 874,911 | 1747,8077 | 1747,8085 -0,46 56
20 31 NIGNRNSNTTTD 653,8024 | 1305,5902 | 1305,5909 -0,55 3
20 32 NIGNRNSNTTTDQ 717,8319 | 1433,6491 | 1433,6495 -0,24 57
20 35 | NIGNRNSNTTTDQSNI 874,9111 | 1747,8076 | 1747,8085 -0,52 58
22 37 | GNRNSNTTTDQSNINF 891,9037 | 1781,7929 | 1781,7929 0,048 62
25 37 NSNTTTDQSNINF 728,3208 1454 627 | 1454,6274 -0,22 38
25 38 NSNTTTDQSNINFE 792,8422 | 1583,6698 1583,67 -0,12 36
26 37 | SNTTTDQSNINF 671,2994 | 1340,5843 | 1340,5844 -0,085 52
26 38 | SNTTTDQSNINFE 735,8206 | 1466,6267 | 1469,627 -0,23 42
27 38 NTTTDQSNINFE 692,3048 | 1382,5949 | 1382,595 -0,038 37
28 37 TTTDQSNINF 570,7619 | 1139,5092 | 1139,5095 -0,21 44
28 38 | TTTDQSNINFE 635,2832 | 1268,5518 | 1268,5521 -0,18 35
38 50 | EFSTGVNNNNNNN 719,3023 | 1436,5001 | 1436,5916 -1,09 29
38 54 EFSTGVNNNMNNNNSSSN 906,8721 | 1811,7296 | 1811,7306 -0,58 43
38 61 EFSTGVNNNNNNNSSSNNNNVQNN 870,6981 | 2608,0724 | 2608,0723 0,039 32
38 62 | EFSTGVNNNNNNNSSSNNNNVQNNN 908,717 | 2723,1132 | 2723,1152 -0,73 26
39 61 FSTGVNNNNNNNSSSNNNNVQNN 827,6832 | 2480,0277 | 2480,0297 -0,8 38
71 81 NDMNENNIKNTL 644,8104 | 1287,6063 | 12876055 0,64 32
73 81 NENNIKNTL 530,2749 | 1058,5352 | 1058,5356 -0,33 39
73 82 | NENNIKNTLE 504,7961 | 1187,5777 | 1187,5782 -0,39 51
73 83 NENNIKNTLEQ 658,8254 | 1315,6363 | 1315,6368 -0,33 47
73 84 | NENNIKNTLEQH 485,2395 | 1452,6966 | 1452,6957 0,62 41
95 103 | SHVEYSRIT 546,2776 | 1090,5406 | 1090,5407 -0,075 25
97 103 | VEYSRIT 434,2321 866,4496 866,4498 -0,23 26
Start | End Peptide sequence m/z M exp Mtheor | AM (ppm) | score
1 12 | MMNNNGNQVSNL 668,2926 | 1334,5706 | 1334,5707 -0,034 61
1 13 | MMNNNGNQVSNLS 711,8084 | 1421,6023 | 1421,6027 -0,32 57
1 14 | MMNNNGNQVSNLSN 768,8299 | 1535,6452 | 1535,6456 -0,27 42
1 15 | MMNNNGNQVSNLSNA 804,3484 | 1606,6823 | 1606,6828 -0,25 43
1 15 MMNNNGNQVSNLSNA 812,3463 | 1622,6779 | 16226777 0,17 57
1 16 MMNNNGNQVSNLSNAL 868,8879 | 1735,7612 | 1735,7617 -0,3 65
1 17 MMNNNGNQVSNLSNALR 946,9382 | 1891,8619 | 1891,8628 -0,49 77
2 12 | MNNNGNQVSNL 602,7724 | 1203,5302 | 1203,5302 0,03 58
2 14 | MNNNGNQVSNLSN 703,3093 | 1404604 | 1404,6052 -0,85 43
2 15 | MNNNGNQVSNLSNA 738,8283 | 1475,6421 | 1475,6423 -0,14 59
2 16 | MNNNGNQVSNLSNAL 795,3697 | 1588,7248 | 1588,7263 -0,95 53
2 17 MMNNNGNQVSNLSMNALR 881,4187 | 1760,8228 | 1760,8224 0,28 75
3 12 NNNGNQVSNL 537,2521 | 1072,4897 | 1072,4897 -0,0028 30
3 15 | NNNGNQVSNLSNA 673,3079 | 1344,6013 | 1344,6018 -0,37 39
3 16 | NNNGNQVSNLSNAL 729,8499 | 1457,6853 | 1457,6859 -0.4 50
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3 17 NNNGNQVSNLSNALR 807,9003 1613786 | 1613,787 -0,6 94
4 16 NNGNQVSNLSNAL 672,8292 | 1343,6439 | 1343,6429 0,71 44
4 17 NNGNQVSNLSNALR 750,8787 | 1499,7429 | 1499,744 -0,76 75
6 16 GNQVSNLSNAL 558,7857 | 1115,5569 | 1115,5571 -0,19 54
6 17 GNQVSNLSNALR 636,8365 | 1271,6584 | 1271,6582 0,19 52
8 17 QVSNLSNALR 551,3045 | 1100,5944 | 1100,5938 0,59 43
10 17 SNLSNALR 437,7406 873,4666 | 873,4668 -0.24 56
10 18 SNLSNALRQ 501,77 1001,5254 | 1001,5254 0,053 41
10 19 SNLSNALRQV 551,3041 | 1100,5836 | 1100,5938 -0,17 64
1 19 NLSNALRQV 507,7879 | 1013,5612 | 1013,5618 -0,57 43
12 19 LSNALRQV 450,7665 899,5185 | 809,5188 -0,35 46
13 21 SNALRQVNI 507,7881 | 1013,5617 | 1013,5618 -0,079 40
13 23 SNALRQVNIGN 503,3204 | 1184,6263 | 1184,6262 0,12 45
13 24 SNALRQVNIGNR 671,3707 | 1340,7268 | 1340,7273 -0,36 44
13 25 SNALRQVNIGNRN 728,392 | 1454,7695 | 1454,7702 -0,47 48
13 27 SNALRQVNIGNRNSN 5529556 | 1655,8449 | 1655,8451 -0,16 58
13 28 SNALRQVNIGNRNSNT 586,6379 1756,892 | 1756,8928 -0,47 28
13 29 SNALRQVNIGNRNSNTT 929,9778 1857941 | 1857,9405 0,27 32
13 31 SNALRQVNIGNRNSNTTTD 692,3459 | 2074,0158 | 2074,0151 0,34 43
13 32 SNALRQVNIGNRNSNTTTDQ 735,0313 | 2202,0721 | 2202,0737 -0,73 45
15 21 ALRQVNI 407,2505 812,4865 | 812,4868 -0,33 27
16 31 LRQVNIGNRNSNTTTD 601,6416 1801,903 | 1801,9031 -0,058 33
16 32 LRQVNIGNRNSNTTTDQ 644,3274 | 1929,9603 | 1929,9617 -0,68 40
18 31 QVNIGNRNSNTTTD 767,3658 | 1532,7171 | 15327179 -0,51 47
18 32 QVNIGNRNSNTTTDQ 831,3949 | 1660,7752 | 1660,7765 -0.75 64
18 33 QVNIGNRNSNTTTDQS 874,911 | 1747,8076 | 1747,8085 -0,53 54
20 31 NIGNRNSNTTTD 653,8029 | 1305,5812 | 1305,5909 0.2 28
20 32 NIGNRNSNTTTDQ 717,8319 | 1433,6493 | 1433,6495 -0,15 27
20 35 NIGNRNSNTTTDQSNI 874,9100 | 1747,8072 | 1747,8085 -0,73 49
20 36 NIGNRNSNTTTDQSNIN 931,9327 | 1861,8509 | 1861,8514 -0,27 35
20 37 NIGNRNSNTTTDQSNINF 1005,4679 | 2008,9212 | 2008,9198 07 56
20 38 NIGNRNSNTTTDQSNINFE 1069,8877 | 2137,9608 | 2137,9624 -0.77 30
22 37 GNRNSNTTTDQSNINF 891,9037 | 1781,7928 | 1781,7929 -0,018 69
24 37 RNSNTTTDQSNINF 806,3713 | 1610,7281 | 1610,7285 -0,21 47
25 37 NSNTTTDQSNINF 728,3200 | 1454,6273 | 1454,6274 -0,053 46
25 38 NSNTTTDQSNINFE 792,842 | 1583,6695 1583,67 -0,27 66
26 37 SNTTTDQSNINF 671,2994 | 1340,5842 | 1340,5844 -0,17 55
26 38 SNTTTDQSNINFE 735,8206 | 1469,6267 | 1469,627 -0,23 55
27 37 NTTTDQSNINF 627,7833 | 1253,5521 | 1253,5524 -0,26 34
27 38 NTTTDQSNINFE 692,3044 | 1382,5042 | 1382595 -0,57 38
28 37 TTTDQSNINF 570,7617 | 1139,5089 | 1139,5095 -0,53 41
28 38 TTTDQSNINFE 635,2835 | 1268,5525 | 1268,5521 0,31 32
29 37 TTDQSNINF 520,238 | 1038,4615 | 1038,4618 -0.27 36
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30 38 TDQSNINFE 534,236 1066,4574 | 1066,4567 0,62 26
32 39 QSNINFEF 499,7326 997,45086 997,4505 0,15 29
38 52 EFSTGVNNNNNNNSS 806,3348 1610,655 | 1610,6557 -0,42 27
38 54 EFSTGVNNNMNNNNSSSN 906,8724 | 1811,7302 | 1811,7306 -0,24 60
38 61 EFSTGVNNNNNNNSSSNNNNVQNN 870,6977 | 2608,0712 | 2608,0723 -0,39 33
38 62 | EFSTGYNNNNNNNSSSNNNNVQNNN 908,7125 | 2723,1156 | 2723,1152 0,14 30
39 61 FSTGVNNNNNNNSSSNNNNVQNN 827,6826 | 2480,0259 | 2480,0297 -1,54 42
43 78 | VNNNNNNNSSSNNNNVQNNNSGRNGSQNNDNENNIK | 1315566 | 3943,6763 | 3943,6758 0,14 30
62 81 NSGRNGSQNNDNENNIKNTL 735,0074 | 2202,0003 | 2202,0009 -0,27 27
71 82 | NDNENNIKNTLE 709,3321 | 1416,6496 | 1416,6481 1,11 26
73 81 NENNIKNTL 530,2751 | 1058,5356 | 1058,5356 0,027 32
73 82 NENNIKNTLE 594,7961 | 1187,5777 | 1187,5782 -0,39 44
73 83 NENNIKNTLEQ 658,8257 | 1315,6369 | 1315,6368 0,12 58
73 84 NENNIKNTLEQH 727,355 1452,6954 | 14526957 -0,19 57
73 87 | NENNIKNTLEQHRQQ 622,6446 | 1864,9121 | 1864,9139 -0,97 47
73 89 | NENNIKNTLEQHRQQQQ 708,0168 | 2121,0287 | 2121,0311 -1,12 30
95 103 | SHVEYSRIT 546,2774 | 1090,5402 | 1090,5407 -0,42 31
Start | End Peptide sequence m/z M exp Mtheor | AM (ppm) | score
1 12 | MMNNNGNQVSNL 668,2924 | 1334,5703 | 1334,5707 -03 65
1 13 MMNNNGNQVSNLS 711,8083 1421602 | 1421,6027 -0,49 54
1 14 MMNNNGNQVSNLSN 768,8297 | 1535,6447 | 1535,6456 -0,58 55
1 15 | MMNNNGNQVSNLSNA 804,3483 | 1606,6821 | 1606,6828 -0.4 59
1 16 | MMNNNGNQVSNLSNAL 860,891 | 1719,7674 | 1719,7668 0,36 68
1 17 MMNNNGNQVSNLSNALR 946,9387 | 1891,8628 | 1891,8628 -0,038 72
2 12 | MNNNGNQVSNL 610,7697 | 1218,5248 | 1219,5251 -0,22 52
2 13 | MNNNGNQVSNLS 646,2884 | 1290,5622 | 1280,5622 -0,01 41
2 14 MNNNGNQVSNLSN 703,3098 | 1404,6051 | 1404,6052 -0,068 41
2 15 MNNNGNQVSNLSNA 738,8287 | 1475,6429 | 1475,6423 0,44 45
2 16 | MNNNGNQVSNLSNAL 795,3709 | 1588,7273 | 1588,7263 0,59 33
2 17 | MNNNGNQVSNLSNALR 881,4177 | 1780,8208 | 1760,8224 -09 53
3 12 NNNGNQVSNL 537,252 1072,4895 | 1072,4897 -0,25 34
3 15 | NNNGNQVSNLSNA 673,3075 | 1344,6004 | 1344,6018 -1,01 62
3 16 | NNNGNQVSNLSNAL 729,8502 | 1457,6858 | 14576859 -0,058 49
3 17 NNNGNQVSNLSNALR 807,9006 | 1613,7867 | 1613,787 -0,15 104
4 12 NNGNQVSNL 480,2306 958,4466 958,4468 -0,25 32
4 16 | NNGNQVSNLSNAL 672,8286 | 1343,6427 | 1343,6429 -0,19 34
4 17 | NNGNQVSNLSNALR 750,8794 | 1486,7442 | 1499,744 0,13 88
5 16 NGNQVSNLSNAL 615,807 1229,5995 12296 -0,44 45
5 17 | NGNQVSNLSNALR 693,8575 | 1385,7005 | 13857011 -0,42 64
6 16 | GNQVSNLSNAL 558,7856 | 1115,5567 | 11155571 -0,32 59
6 17 GNQVSNLSMNALR 636,8359 | 1271,6573 | 1271,6582 -0,68 48
8 17 QVSNLSNALR 551,304 1100,5935 | 1100,5938 -0,28 44
10 17 | SNLSNALR 437,7405 | 873,4665 | 873,4668 -0,38 46
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10 18 SNLSNALRQ 501,77 1001,5255 | 1001,5254 0,11 45
10 19 SNLSNALRQV 551,304 1100,5935 | 1100,5938 -0,28 76
1 19 NLSNALRQV 507,7881 | 1013,5616 | 1013,5618 -0,2 46
12 19 LSNALRQV 450,7668 899,519 899,5188 0,18 45
13 21 SNALRQVNI 507,7881 | 1013,5617 | 1013,5618 -0,02 40
13 22 SNALRQVNIG 536,2988 | 1070,5831 | 1070,5832 -0,12 30
13 23 SNALRQVNIGN 593,3204 | 1184,6262 | 1184,6262 0,024 45
13 24 SNALRQVNIGNR 671,3709 | 1340,7273 | 1340,7273 0,003 70
13 25 SNALRQVNIGNRN 485,9304 | 1454,7694 | 1454,7702 -0,52 47
13 26 SNALRQVNIGNRNS 514,9413 | 1541,8022 | 1541,8022 -0,016 35
13 27 SNALRQVNIGNRNSN 552,9556 | 1655,8451 | 1655,8451 -0,047 57
13 28 SNALRQVNIGNRNSNT 586,6379 | 1756,8018 | 1756,8028 -0,57 28
13 29 SNALRQVNIGNRNSNTT 620,3203 | 1857,9391 | 1857,9405 -0,76 53
13 31 SNALRQVNIGNRNSNTTTD 692,3453 | 2074,0142 | 2074,0151 -0,46 45
13 32 SNALRQVNIGNRNSNTTTDQ 735,0314 | 2202,0723 | 2202,0737 -0,65 44
13 33 SNALRQVNIGNRNSNTTTDQS 764,0419 | 2289,1038 | 2289,1057 -0,86 29
15 25 ALRQVNIGNRN 418,9056 1253695 | 1253,6952 -0,19 29
15 27 ALRQVNIGNRNSN 485,9307 | 1454,7702 | 1454,7702 -0.024 38
16 32 LRQVNIGNRNSNTTTDQ 644,3272 | 1929,9598 | 1929,9617 -0,96 33
18 31 QVNIGNRNSNTTTD 767,3658 1532,717 | 1532,7179 -0,59 48
18 32 QVNIGNRNSNTTTDQ 831,3951 | 1660,7757 | 1660,7765 -0,46 &1
18 33 QVNIGNRNSNTTTDQS 874,912 | 1747,8078 | 1747,8085 -0,39 58
19 32 VNIGNRNSNTTTDQ 767,3676 | 1532,7205 | 1532,7179 1,72 42
20 31 NIGNRNSNTTTD 653,8025 | 1305,5905 | 1305,5909 -0,28 34
20 32 NIGNRNSNTTTDQ 717,8317 | 1433,6488 | 1433,6495 -0,5 66
20 35 NIGNRNSNTTTDQSNI 874,912 | 1747,8079 | 1747,8085 -0,32 49
20 36 NIGNRNSNTTTDQSNIN 931,9321 | 1861,8496 | 1861,8514 -0,99 44
20 37 NIGNRNSNTTTDQSNINF 1005,467 | 2008,9195 | 2008,9198 -0,16 56
20 38 NIGNRNSNTTTDQSNINFE 1069,9877 | 2137,9608 | 2137,9624 -0,77 44
22 37 GNRNSNTTTDQSNINF 891,9024 | 1781,7902 | 1781,7929 -1,47 68
23 37 NRNSNTTTDQSNINF 863,392 1724,7695 | 1724,7714 -1,09 32
24 37 RNSNTTTDQSNINF 806,3709 | 1610,7273 | 1610,7285 -0,75 33
25 37 NSNTTTDQSNINF 728,321 1454,6274 | 1454,6274 0,03 47
25 38 NSNTTTDQSNINFE 792,8422 | 1583,6698 1583,67 -0,12 50
26 37 SNTTTDQSNINF 671,2992 | 1340,5838 | 1340,5844 -0,46 50
26 38 SNTTTDQSNINFE 735,8211 | 1469,6277 | 1469,627 0,43 59
27 38 NTTTDQSNINFE 692,3049 | 1382,5853 | 1382595 0,22 30
28 37 TTTDQSNINF 570,7619 | 1139,5092 | 1139,5095 -0,21 38
28 38 TTTDQSNINFE 635,2835 | 1268,5525 | 1268,5521 0,31 38
29 37 TTDQSNINF 520,238 1038,4615 | 1038,4618 -0.27 28
30 37 TDQSNINF 469,7144 937,4142 9374141 0,047 30
30 39 TDQSNINFEF 607,7696 | 1213,5246 | 1213,5251 -0,41 25
32 39 QSNINFEF 499,7327 997.4508 9974505 0,29 26
38 49 EFSTGVNNNNNN 662,282 1322,5494 | 13225487 0,53 52
38 50 EFSTGVNNNNNNN 719,3024 | 1436,5902 | 1436,5916 -1 45
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38 52 EFSTGVNNNNNNNSS 806,3352 | 1610,6558 | 1610,6557 01 28
38 54 EFSTGVNNNNNNNSSSN 906,8721 | 1811,7206 | 1811,7306 -0,58 69
38 56 EF STGVNNNNNNNSSSNNN 1020,9155 | 2039,8165 | 2039,8165 0,012 28
38 62 EFSTGVNNNNNNNSSSNNNNVQNNN 908,712 27231141 | 27231152 -0.4 51
39 61 FSTGVNNNNNNNSSSNNNNY QNN 827,6838 | 2480,0295 | 2480,0297 -0,061 36
55 77 NNNVQONNNSGRNGSQNNDNENNI 848,6982 | 2543,0729 | 2543,0729 -0,0055 25
62 81 NSGRNGSQNNDNENNIKNTL 735,0077 | 2202,0012 | 2202,0009 0,15 34
71 81 NDNENNIKNTL 644,8101 | 1287,6057 | 1287,6055 017 36
71 82 NDNENNIKNTLE 709,331 1416,6474 | 1416,6481 -0,44 35
73 81 NENNIKNTL 530,275 1058,5355 | 1058,5356 -0.1 34
73 82 NENNIKNTLE 5947961 | 1187,5776 | 1187 5782 -0,49 44
73 83 NENNIKNTLEQ 658,8256 | 1315,6366 | 1315,6368 -0,15 52
73 &4 NENNIKNTLEQH 727,3548 1452,695 | 14526957 -0,43 51
73 89 NENNIKNTLEQHRQQQQ 708,0173 | 2121,0302 | 2121,0311 -0,44 28
94 103 | RSHVEYSRIT 416,5544 | 1246,6414 | 12466418 -0,33 25
95 103 | SHVEYSRIT 546,2776 | 1090,5406 | 1080,5407 -0.075 42
97 103 | VEYSRIT 434,231 £66,4496 £66,4498 -0,23 33
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Effets des chaperons moléculaires sur la
dégradation protéasomale de la protéine

prion Sup35p

Un systéman vitro a base de protéines purifiées nous a permis détlal dégradation des
formes solubles et fibrillaires des protéines igar le protéasome. Dans la continuité des
travaux précédents du laboratoire (Kabani et 8142 Krzewska and Melki, 2006) et de ceux
présentés dans l'article 1 (Wang et al., 2015),snawons voulu documenter les effets de
plusieurs chaperons moléculaires sur la dégradgpianéasomale des protéines prions

Sup35p et Ure2m vitro.

Les interprétations des étudesvivo sont compliquées car la délétion ou la surexpoessi
d'une ou plusieurs protéines peuvent affecter plusi processus biologiques. L'utilisation
d’'un systemaen vitro utilisant des composants purifiés permet en théorieneilleur controle
des conditions expérimentales et dans notre caaitdpermettre d’étudier les effets de
combinaisons de chaperons moléculaires sur laioéade dégradation. Cette approche n’a
cependant pas été concluante, notamment parceeysteme de dégradation protéasomale
est trés sensible et facilement pollué par desaooinints ou par le fait que certains
chaperons moléculaires purifies se sont révélés éas substrats du protéasome 268S.

Quelgues exemples illustrant cette approche diraées sont présentés ci-apres.
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I Les réactions de dégradation protéasomalein vitro sont sensibles aux

contaminants présents dans les protéines purifiées
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A pa B
100 — | s o
o =
70-| W RP (195 5
55— »v’ W) gv°
= g
S —
—_— 220 -
L s
= g
25-1 % z4-» CP (205) 0
peein
- 265 265+MG132
C D
Sup35p
TS 300
kDa + 10uM =
116 - ’ 5 m20pM
66 - g 200 - *
a5-| =
; £ o ¢ ¢
35~
~ ;°> 100 =
25- * ;”
. 0 ‘ L L L J
0 50 100 150 200
Temps (h)
E F
B
kﬂ v § 61 .
116=| o
=
g = ﬁ |
45-" : P
‘ >
35= N 21 -
= = <
25-|
1
184-| . )
- R R ,;\?S' s’ﬁ\&
Y

Figure 30 Validation des protéines utilisées dans cette étude

Le protéasome 26S (A et B), Sup35p (C et D) et les chaperons moléculaires Ssal, Ydj1 et Sis1 (E et F)
ont été purifiés par chromatographie (gauche) et leurs activités testées (droite).

B) Le protéasome 26S purifié est actif et son activité peut étre inhibée par le MG132.

D) Polymérisation concentration-dépendante de Sup35p suivie par I'intensité de fluorescence de la
thioflavine-T.

F) Activité de renaturation de la luciférase par les chaperons moléculaires purifiés.
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Nos études précédentes ont montré que le protéa2681est capable de dégrader la forme
native de Sup35p et Ure2p, aussi hiemivo quein vitro, et de fagon ubiquitine-indépendante
(Kabani et al., 2014; Wang et al., 2015). Nous aveoulu déterminer les effets de divers
chaperons moléculaires sur les réactions de dégyagaotéasomale en tubes a essais de ces
protéines prions. Nous avons donc purifié diffé&senthaperons moléculaires par
chromatographie d’affinité et systématiquementétdsur activité (Figure 30). Des tests
préliminaires encourageants ont été effectués aesc préparations de chaperons: les
différentes combinaisons de chaperons ont toutesureueffet plus ou moins fort de
ralentissement de la dégradation protéasomale @&5pusoluble (Figure 31, B et C, et
résultats non montrés). Cependant les effets d’@menchaperon se sont réveélés variables
selon les préparations de protéines (Figure 31t 8, @&t résultats non montrés). Comme le
protéasome 26S peut dégrader une portion signifecdie protéines dans la cellule (Baugh et
al., 2009), les impuretés présentes dans les abrapeurifies pourraient étre des substrats du
protéasome entrant en compétition avec notre @ibdtmtérét. Nous avons donc tenté
d’augmenter le degré de pureté de nos préparatibnexemple est donné dans la Figure 31A
pour Ssal. L'élimination des impuretés dans lepgmadions Ssal Il et Ssal Ill supprime
également l'effet de ralentissement observé aved $sur la dégradation protéasomale de
Sup35p soluble (Figure 31, B et C).
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Figure 31 Le systeme de dégradation protéasomale est sensible aux contaminations.

A) Analyse par SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie de la protéine Ssal obtenue aprés
une (Ssal I, bleu), deux (Ssal Il, rouge) ou trois étapes (Ssal lll, cyan) de purification. Les
pourcentages de pureté relative de chacune des préparations de Ssal ont été estimés par le logiciel
d’analyse d’image Imagel.
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B) Cinétique de dégradation protéasomale de Sup35p soluble en présence des différentes
préparations de Ssal. Le protéasome 26S purifié (2 nM) a été mélangé avec Sup35p soluble (130
nM) en présence de 2.5 mM d’ATP, en absence (C-) ou en présence des différentes préparations de
Ssal (I, Il, 11l ; 1.3 pM). Les réactions ont été incubées a 30°C sous faible agitation (300 rpm). Des
aliquotes ont été prélevés aux temps indiqués puis analysés par SDS-PAGE et Western blot avec
des anticorps anti-Sup35p.

C) Quantification des cinétiques de dégradation présentées en B par Imagel (I'intensité de la bande
de Sup35p au temps 0 a été arbitrairement fixée a 1). Les données représentent la moyenne de
deux expériences indépendantes, et les barres d’erreur I’écart par rapport a cette moyenne.

Il Certains chaperons moléculaires sont substratsuprotéasome 263n vitro

Le chaperon Ssal fonctionne en synergie avec selBagerons de la famille Hsp40 tels que
Ydjl et Sisl (Liebman and Chernoff, 2012; Wickneale 2015). Méme si Ssal (préparation
lll) seul n'a pas d’effet notable sur la dégradatprotéasomale de Sup35p soluble, I'ajout de
chaperons Hsp40 dans la réaction pourrait stimagderaction a des niveaux détectables. C’est
pourquoi nous avons réalisé une cinétique de dagoadde Sup35p soluble en présence des
combinaisons de Ssal/Ydjl ou Ssal/Sisl (Figurd B%eltats non montrés). En accord avec
ce que nous avons observé précédemment, Ssal’'aquasnd’effet sur la dégradation de
Sup35p (Figure 32, A et B). Sisl seul et la comborade Ssal/Sisl ralentissent de facon
significative la dégradation de Sup35p soluble {Feg32, A et B). Le taux de ralentissement
est cependant le méme en présence ou en abseEmatesuggéerant un effet de Sisl seul.
Cependant, alors que la quantité de Ssal restdaotmsout au long de la cinétiqgue de
dégradation, la quantité de Sisl diminue progressant au cours du temps (Figure 32A).
Cette diminution de la quantité de Sisl est dua dégradation par le protéasome car elle
abolie par I'ajout de MG132, un inhibiteur du paéme, dans la réaction (Figure 32C). Sisl

entre donc tout simplement en compétition avec Sppdur le protéasome.
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Figure 32 Le chaperon moléculaire Sis 1 est substrat du protéasome 26S in vitro

A) Cinétique de dégradation protéasomale de Sup35p soluble en présence de chaperons
moléculaires. Le protéasome 26S purifié (2 nM) a été mélangé avec ou sans Sup35p soluble (130
nM), en présence de 2.5 mM ATP, et en absence (C-) ou en présence de Ssal lll (1.3 uM) et/ou Sisl
(1.3 uM). Les réactions ont été incubées a 30°C sous faible agitation (300 rpm). Des aliquotes ont
été prélevés aux temps indiqués puis analysés par SDS-PAGE et Western blot avec des anticorps
dirigés contre Sup35p, Ssal et Sis1.

B) Quantification des cinétiques de dégradation présentées en A par Imagel (I'intensité de la bande
de Sup35p au temps 0 a été arbitrairement fixée a 1). Les données représentent la moyenne de
deux expériences indépendantes, et les barres d’erreur représentent I'écart par rapport a cette
moyenne.

C) Cinétique de dégradation protéasomale de Sislp. Sislp (1.3 uM) a été mélangé avec ou sans
protéasome 26S (2 nM) en présence de 2.5 mM ATP, et en présence ou en absence de MG132 (100
1M). Les réactions ont été incubées a 30°C sous faible agitation (300 rpm). Des aliquotes ont été
prélevés aux temps indiqués puis analysés par SDS-PAGE et Western blot avec des anticorps dirigés
contre Sislp.

[l Ssal n'a aucun effet sur la dégradation protéagmale des fibres de Sup35p

Des études ont montré que Ssal interagit physiqueavec les agrégats de Sup35p dans les
cellules PSI] (Bagriantsev et al., 2008; Sharma and Masisof92Vinkler et al., 2012).

Nous avons obtenu des fibres de Sup35p apres posatién spontanée de la protéine
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soluble a 4°C (Figure 33A). Des cinétiques de diagian de ces fibres par le protéasome ont
été réalisées en absence ou en présence de Sgé&iglite 33, B et C). Comme observé
auparavant (Kabani et al., 2014; Wang et al., 20lE5protéasome 26S peut dégrader les
fibres de Sup35p produit@s vitro. Et cette dégradation est inhibée par le MG13peGdant,
aucun effet de Ssalp sur la dégradation protéasodesl fibores de Sup35p n'a été observé

dans nos conditions expérimentales.
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Figure 33 Le chaperon moléculaire Ssal n’a pas d’effet sur la dégradation des fibres de Sup35p in
vitro

A) Image de microscopie électronique en coloration négative de fibres de Sup35p.

B) Cinétiques de dégradation par le protéasome (2 nM) de fibres de Sup35p (130 nM) en présence
ou en absence de Ssal lll (1.3 uM) en présence de 2.5 mM d’ATP, et en présence ou en absence de
MG132 (100 uM). Les réactions ont été incubées a 30°C sous faible agitation (300 rpm). Des
aliquotes ont été prélevés aux temps indiqués puis analysés par SDS-PAGE et Western blot avec
des anticorps anti-Sup35p.

C) Quantification des cinétiques de dégradation présentées en B par Imagel. L’intensité des bandes
au temps 0 a été fixée a 1.
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RESULTATS 2:

La plupart de nos connaissances sur la formatioprdpagation et I'élimination des prions de

levure est issue de levures en division activetivéds dans des conditions optimales en
laboratoire. Cependant, dans la nature, les levaoas fréquemment retrouvées dans un état
quiescent, notamment lorsque les sources nutrifedsnt rares. C'est pourquoi la deuxieme
partie de mon travail de thése a consisté a caisetée prion PSI] au cours des différentes

phases de croissance de la levure.

Des résultats portant sur les changements de ptégride PSI] au cours de la croissance
cellulaire, et les conséquences physiologiquedeindties de ce prion sur le vieillissement
chronologique sont présentés sous forme d'artetic(e 2). Dés résultats complémentaires

concernant les limites liées a I'utilisation de cloes Sup35GFP sont ensuite présentés.
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ARTICLE 2

A prolonged chronological lifespan is an unexpected
benefit of the [PSI'] prion in yeast

Kai Wang, Ronald Melki and Mehdi Kabani
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Résumé

Dans l'article 2, nous montrons tout d’abord que perticules de priorPSI] subissent des
changements ultra-structuraux et fonctionnels nesalau cours des différentes phases de
croissance. L’atténuation traductionnelle intervenars de la transition diauxique pourrait
étre responsable de ces changements, en modiéguotlibre délicat entre des acteurs clés du
CQP (chaperons moléculaires, protéasome) et lésralites formes solubles et agrégées de
Sup35p. Ensuite, nous montrons que le taux deesdes cellulesqSI] en phase stationnaire
est nettement plus élevé que celui des cellybs§].[ De fagon remarquable, cet avantage
sélectif est maintenu aprés élimination du pri@SI[]. Ce travail renforce l'idée que la
plasticité phénotypique médiée par les prions fgugs permet I'acquisition et la fixation

géneétique de nouveaux traits.
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A prolonged chronological lifespan is an unexpectedenefit of the [PSI] prion in yeast

Kai Wang, Ronald Melki* and Mehdi Kabani*

Paris-Saclay Institute of Neuroscience, Centredwalide la Recherche Scientifique,
Université Paris-Saclay, Gif-sur-Yvette, France

Running title: [ PSI'] cells live longer

* Corresponding authors: Mehdi.Kabani@cnrs.fr antidtd.Melki@cnrs.fr

Abstract

Self-replicating conformations of ‘proteinaceouteatious particles’ or prions are responsible
for complex heritable traits in the ye&dccharomyces cerevisia@ur current understanding
of the biology of yeast prions stems from studiest twere mostly done in the context of
actively dividing cells in optimal growth conditisn In nature however, most cells are
generally in a non-dividing quiescent state, r@sglfor instance from the scarcity of nutrients.
Yet little is known about the fate and propertidspdon particles as yeast cells enter the
stationary phase. Similarly, the physiological @msences of harboring these prions
throughout the lifespan of yeast cells are poodguinented. We addressed this issue using
the [PSI] prion as a model.ASI] results from the self-assembly of the translatielease
factor Sup35p into insoluble fibrillar aggregatesgding to increased nonsense suppression.
By altering gene expressionP$I] has been proposed to confer phenotypic plasticity
response to environmental fluctuations. We foundt tBup35p prion particles undergo
profound growth phase-dependent ultrastructural famdtional changes. Importantly, we
show that while PSI] had little to no effect on growtper se it dramatically improved the
survival of yeast cells in stationary phase. Prgézh chronological lifespan persisted even
after [PSI] was cured from the cells, providing yet anothgareple of how prions may
facilitate the acquisition and genetic fixationcoimplex new traits. Long-term survival under
nutrient deprivation conditions is an importantestive advantage that may explain the
evolutionary conservation of the prion-forming #lilof Sup35p orthologues in distantly
related yeast species.

Importance

Yeast prions are self-replicating alternate confatians of proteins responsible for heritable
epigenetic traits. The formation, propagation ahohiration of yeast prions were mostly
studied in the context of actively dividing cells. nature however, most cells are generally
found in a post-mitotic state. Yet, little is knovabout the properties and physiological
consequences of yeast prions in non-dividing qeietscells. Here we addressed this issue
using PSI], the prion form of the translation terminatiorctar Sup35p, as a model. We
found that Sup35p prion particles undergo profoulichstructural and functional changes in
a growth-phase dependent manner. A major findingusfstudy is thatASI] cells survive
longer in stationary conditions after the exhaumstad nutrients. This selective advantage
persists even aftePBI] is cured from the cells, providing yet anotheample of how prions
may facilitate the acquisition and genetic fixat@frcomplex new traits.
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The yeastSaccharomyces cerevisib®sts
many ‘infectious proteins’, or prions, with
a striking enrichment in proteins involved
in gene regulation at the transcriptional or
translational levels (1). Among these, the
discovery and characterization oP$[]
allowed tremendous progress on our
current understanding of the formation,
propagation and possible biological
consequences of prions (2, 3)PSI]
results from the assembly of the translation
termination factor Sup35p into insoluble
self-replicating fibrillar protein aggregates
(2, 3). PSI] cells exhibit an increased
level of translational readthrough due to
reduced translation termination efficacy (4,
5). Furthermore, structurally different
Sup35p assemblies lead to differeRB[]
strains which are referred to as ‘weak’ or
‘strong’ with respect to the nonsense
suppression phenotypes they confer (3). As
a consequence of both altered translation
termination and the cellular response to
prion aggregates, PBIT and prion-free
[psi] cells most certainly have different
proteomes (6). HSI] was proposed to
function as a transient evolutionary
capacitator allowing the acquisition and
genetic fixation of new traits, particularly
in stressful environmental conditions (7-
10). However, whetherP[SI] strains are
beneficial or mostly detrimental for yeast
is still a debated issue (3, 11-17).

Most of the knowledge acquired on yeast
prions in general andPBI] in particular,
results from studies on actively dividing
yeast cells grown in optimal laboratory
conditions. In nature however, cells are
frequently found in a non-proliferating
guiescent state, for example when nutrient
sources are scarce or when environmental
conditions (e.g. temperature) are not
favorable to growth (18). The ability of
yeasts to enter into quiescence, a
physiological state characterized by
specific cell structures such as actin bodies
or proteasome storage granules as well as
an increased resistance to stress and
external aggressions, is undoubtedly linked

to the chronological
organism (19, 20).
Here, we show that PS[]-associated
Sup35p prion particles are remodeled
during the transition from exponential to
stationary phases of growth and that this is
accompanied with changes in their
infectious potential. Importantly, we show
in two different genetic backgrounds that
[PSI1 cells have a much longer
chronological lifespan compared tpsj]
cells. Curing cells from ASI] did not
alleviate this beneficial effect providing yet
another example of the genetic fixation of
prion-induced epigenetic traits. The ability
of cells to survive much longer in
starvation conditions certainly confers a
selective advantage that could explain the
presence ofASI] among wild yeasts and
the evolutionary conservation of the prion-
forming ability of Sup35p in distantly
related yeast species.

lifespan of this

The size and infectious properties of
Sup35p prion particles changes during
growth

We first compared the growth rates péi]
and [PSI] derivatives of the 74-D694
yeast strain in rich YPDA medium. Cell
growth was assessed by measuring the
optical density at 600nm (QBynm)and the
number of colony-forming units (cfu) (see
Text S1 in the supplemental material). To
enable a proper comparison of different
strains, we made sure that all cultures were
started with exponentially growing cells
(see Text S1 in the supplemental material).
As a result, no lag phase of growth was
observed upon diluting cells in fresh
medium (Fig. 1A). The growth curves of
[psi] and [PSI] strains  were
indistinguishable and vyielded the same
number of cfu (see below) which
correlated linearly with optical density
measurements during exponential phase
(until  ODgoonn~10) (Fig. S1). Thus,
propagation of Sup35p prion aggregates is
neither detrimental nor beneficial for
growth in the 74-D694 yeast strain (9).
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Figure 1. Growth phase-dependent changes in the uistructural and infectious
properties of [PSI']-associated Sup35p aggregate{A) Exponentially growing gsi],
[PSI® or [PSIY 74-D694 cells were inoculated in fresh YPDA mediinmarge baffled
bottom flasks and allowed to grow for up to 30 day80°C under agitation. Aliquots were
periodically removed and the optical density at 660 measured. Data are the mean +SE of
five independent cultures (error bars are withim ¥ariables symbolsfB) Equal numbers of
cells were harvested during the exponential, daygay 2) or stationary (day 7) growth
phases. Cell extracts were prepared by liquid g&no grinding (see Text S1 in the
supplemental material) and analyzed by SDD-AGE mmehunoblotting with anti-Sup35p
antibodies(C, D) Increasing amounts of the cell extracts prepaneB) were transformed
into [psi] 75-D694 spheroplasts. Random clones from eacisfivtamation reaction were then
patched onto Y-YPD plates to assess their priomgifipe and to determine th@3$I]
conversion efficiency (data are the mean +SE daehransformations performed with three

independent cell extract preparations).

The extraction and immuno-detection of
both soluble and aggregated Sup35p is
highly dependent upon growth conditions
and cell lysate preparation methods ((21,
22) and our unpublished observations). We
previously noted that the size of the SDS-
resistant core Sup35p prion particles that

are detectable by SDD-AGE iR $[] cells

is smaller in post-diauxic shift phase cells
than in log phase cells (21). To confirm
these observations, we used liquid nitrogen
grinding -a method of choice for

preserving the integrity of protein

complexes- to prepare cell lysates from
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equal numbers of pki], [PSI® and
[PSITY cells harvested in the exponential
(~6 h), diauxic (day 2) or stationary phases
(day 7) of growth (see Text S1 in the
supplemental material). No significant
differences in biomass yields and protein
concentration were observed among strains
at each growth phase (Fig. S2A and Fig.
S2B). However and as expected, the
protein concentration of cell lysates
markedly decreased for all strains after the
transition to diauxic growth and entry into
stationary phase (Fig. S2B and Fig. S2C).
Both the size and amounts of SDS-resistant
Sup35p polymers, assessed by SDD-AGE,
decreased markedly in post-diauxic shift
cells compared to exponentially growing
cells (Fig. 1B). Surprisingly, the Sup35p
polymers detected in lysates prepared from
stationary phase cells were larger than
those observed during diauxic growth and
almost comparable to those observed in
exponentially growing cells (Fig. 1B). It
should be noted here that slight differences
were observed when lysates were prepared
by glass beads-beating (see Text S1 in the
supplemental material) using cells that
were grown in small flat bottom flasks
instead of the large baffled bottom flasks
used for the experiments depicted in Fig. 1.
In these conditions, remodeling of Sup35p
aggregates coincided with the transition
from exponential to diauxic growth phases
in both weak and strongBI'] strains (Fig.
S3A and S3B). After a sharp transition
from larger to smaller polymers after ~12h
of growth, the amounts of Sup35p
polymers slowly decreased for the next
days to almost undetectable levels (Fig.
S3B). The amount of soluble Sup35p in
[psi] cells also shows a sharp decrease
after ~12h of growth (Fig. S3B) which
could be due to proteasomal degradation
(22).

How this remodeling of Sup35p prion
particles occurs continues to elude us but
may result from a change in equilibrium
between Sup35p assemblies and molecular
chaperones, the levels of which drop
during the diauxic shift transition (Fig. S4).

It is also important to note that a decrease
of the size of detergent-resistant Sup35p
polymers on agarose gels does not
necessarily mean that actual prion
aggregates in the cell are getting smaller
during growth. Indeed, using GFP-tagged
Sup35p as a proxy, we and others observed
that after a few days of growth the
speckled fluorescent pattern characteristic
of [PSI] cells coalesce into fewer but
larger foci which persisted during
stationary phase (data not shown) (23).

Next, we used protein transformation
experiments (24) to assess whether the
ultrastructural changes in Sup35p prion
particles we observed during growth affect
their infectious potential. A sharp increase
in infectivity was observed after ~12h of
growth, followed by a slow decline, nicely
correlating with changes in both the size
distribution and the amount of Sup35p
polymers (Fig. S3C). This is expected as
both the size and amount of Sup35p prion
particles will impact their ability to recruit
and convert Sup35p monomers to a prion
conformation. To quantify these changes in
the infectious potential of Sup35p particles
at different growth phases, increasing
amounts of cell extracts obtained by liquid
nitrogen grinding of cells (see Text S1 in
the  supplemental material)  were
transformed intogsi] spheroplasts and the
[PSI7 conversion efficiency determined
(Fig. 1C and 1D). Infectivity of cell
extracts from post-diauxic shift cells was
twice as higher than that of exponentially
growing cells (Fig. 1C and 1D). The
infectivity of Sup35p prion particles from
stationary phase cells was tenfold and
twofold lower than those observed in cell
extracts from exponentially growing and
post-diauxic shift cells, respectively (Fig.
1C and 1D). Sup35p prion particles
retained the ability to transmit their ‘weak’
or ‘strong’ identities regardless of the
growth phase from which they originate
(Fig. S5). As expected, noP$I] cells
were obtained when cell extracts prepared
from a [psi] strain were used at the highest
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Figure 2. [PSI'] confers a prolonged
chronological lifespan in the 74-D694
and 5V-H19 genetic backgrounds.(A)
Exponentially growing fsi], [PSI1° or
[PSIW 74-D694 cells were inoculated in
fresh YPDA medium and allowed to grow
for up to 30 days at 30°C under agitation.
Aliquots were periodically removed and
the number of cfu determined by serial
dilutions and plating. Growth and survival
curves were normalized with respect to the
maximal number of cfu set to 100% (raw
data can be found in Fig. S7). Data points
are the mean xSE of five independent
cultures. Statistical comparison of the
growth curves was performed using a
permutation test (see Text S1 in the
supplemental material; ** indicate p-
values < 0.01)(B) Exponentially growing
[psi], [PSI® or [PSIY 74-D694 cells,
that were previously cured with guanidine
hydrochloride or not, as indicated, were
inoculated in YPDA medium and
incubated at 30°C under agitation for 30
days. The number of cfu was then
determined by serial dilutions and plating.
Data represent the mean z=SE of three
independent cultures (*** indicate p-
values < 0.001, ** indicate p-values < 0.01,
unpaired two-tailed Student’s t-tes{C)
Exponentially growing gsi] or [PSI] 5V-
H19 cells were inoculated in fresh YPDA
medium and allowed to grow for up to 30
days at 30°C under agitation. Aliquots
were periodically removed and the number
of cfu determined by serial dilutions and
plating. Growth and survival curves were
normalized with respect to the maximal
number of cfu set to 100% (raw data can
be found in Fig. S8B). Data points are the
mean +SE of four to six independent
cultures. Statistical comparison of the
growth curves was performed using a
permutation test (see Text S1 in the
supplemental material; *** indicate p-
values < 0.001).
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concentration in protein transformation
experiments (data not shown).

Taken together, these observations indicate
that Sup35p prion particles can be
constantly remodeled even in the absence
of active cell division. The changes in
infectivity we report here may reflect an
adjustment of the number of propagons
according to the physiological and
metabolic state of the cells to ensure the
proper transmission and stability of the
prion and/or a need to adjust the prion-

associated phenotypes to cell growth
conditions (25).
[PSI'T cells have a prolonged

chronological lifespan

Cell growth was not affected by the
presence of ASI]-associated aggregates
(Fig. 1A). The changes in the
ultrastructural and infectious properties of
Sup35p prion particles we report here (Fig.
1 and Fig. S3) may be of importance for
the high stability of PSIT when nutrients
are scarce or absent (Fig. S6). However,
these modifications did not result in an
increased toxicity of Sup35p aggregates as
both [psi] and [PSI] cultures reached
similar maximal numbers of cfu after 7
days of growth (Fig. 2A and Fig. S7A).
Furthermore, gsi] and [PSI] stationary
phase cells remained perfectly viable after
an additional 7 days of growth (Fig. 2A). A
gradual decay in cfu numbers, which could
be due to cell death, senescence and/or an
inability of aged cells to exit the quiescent
state, was observed for all cultures after 15
days of growth (Fig. 2A). Remarkably, the
loss of viability was much greater fqudi]
cells than for PSI° or [PSIY cells (Fig.

2A and Fig. S7A). From day 7 to day 30,
cfu numbers dropped from 100% (~5%10
cfu/mL) to ~15% (~7x19® cfu/mL) for
[PSI]® cultures, to ~5% (~2xfocfu/mL)

for [PSITY cultures and to ~1% (~7x10
cfu/mL) for [psi] cultures (Fig. 2A and Fig.
S7A). Thus, the BSI] prion appears to

have a positive impact effect on yeast
chronological lifespan. Microscopic
analysis of the cultures at the different
stages of growth did not reveal significant
gualitative or quantitative morphological
differences betweerp$i] and [PSI] cells
that could point to the mechanisms by
which this beneficial effect occurs (data
not shown). Treating cells with guanidine
hydrochloride effectively cured them from
the [PSI] prion (Fig. S8A and S8B). This
treatment neither affected the growth
properties nor the chronological lifespan of
[psi] cells (Fig. 2A and data not shown).
Importantly however, the chronological
lifespan of uncured and cureB$I] cells
was similar and significantly higher than
that of [psi] cells (Fig. 2A). This indicates
that the beneficial effect oPBI] on yeast
chronological lifespan can be permanently
and efficiently fixed in the cells even when
[PSI] is subsequently lost (7, 10).

The  biological consequences and
phenotypic manifestations of genetic and
epigenetic polymorphisms (e.g. mutations,
prions) can vary greatly depending on the
genetic background of the yeast strains in
which they are studied. To address whether
the beneficial effect conferred bR $I] on
chronological lifespan is specific to the 74-
D694 strain context or not, we compared
the growth properties and chronological
lifespan of psi] and freshly obtainedPSI]
strains in the 5V-H19 background (see
Text S1 in the supplemental material).
[PSI] 5V-H19 cells grew slightly faster
and generated a greater number of cfu
(~1x10 cfu/mL vs ~8x10 cfu/mL) than
their [psi] counterparts, in agreement with
previous data (9) (Fig. S7B and S7C).
Survival rates of 5V-H19 ASI] cells
(~55%:; ~6x10 cfu/mL) in stationary phase
conditions were twice as higher than those
of 5V-H19 [psi] cells (~25%; ~2x10
cfu/mL) (Fig. 2C and Fig. S7C). Treating
cells with guanidine hydrochloride cured
cells from the PSI] prion (Fig. S8C and
S8D). However survival rates of cured 5V-
H19 [PSI cells (~67%; 8.5x10cfu/mL)
remained higher than those of both
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uncured and cured 5V-H1%4gi] strains,
which behaved similarly in these assays
(~25%; ~2x10 cfu/mL) (Fig. 2C and Fig.
S7C). Furthermore, cured 5V-H1®$l]
cells retained higher growth rates than
uncured and cured 5V-H194i] cells (Fig.
S7B). Thus, PSI] confers a selective
advantage to 5V-H19 cells by improving
both their growth rate and chronological
lifespan. This selective advantage is
subsequently permanently fixed in cells
and becomesPSI-independent, in both
the 74-D694 and 5V-H19 genetic
backgrounds. Genetic fixation oP$I]-
induced epigenetic characteristics were
previously observed and suggest&S(]
(and possibly other prions) can act as
transient evolutionary capacitators (7-10).

Discussion

Most weak or strong ASI] variants
obtained and studied in laboratory
conditions are well tolerated by yeast cells
and stably maintained during cell divisions
without impairing growth (e.g. Fig. 1A,
Fig. 2A, Fig. S3A and Fig. S7). Sup35p
aggregates associated witAql'] undergo
ultrastructural and functional changes as
cells shift from active growth on glucose to
slow growth on ethanol, and also when
cells enter stationary phase (Fig. 1).
Several hypotheses can be made to explain
the decrease in size of Sup35p SDS-
resistant polymers we observe upon cells
entry in diauxic growth (Fig. 1B and Fig.
S3B). Because of both a general slowing of
translation and proteolysis (21), Sup35p
levels drop upon entry into stationary
phase (Fig. S3B and S4). As a consequence,
the equilibrium between soluble and
aggregated Sup35p species could be
shifted towards smaller polymers. In
addition, the concomitant decrease in
molecular chaperones levels (Fig. S4) may
also contribute to the remodeling of these
Sup35p polymers. Finally, we cannot
exclude that an unknown proteolytic
activity may process Sup35p aggregates
(21). It is unlikely that such a proteolytic

activity occurs during lysate preparation as
these observations were made repeatedly
using several lysate preparation methods,
including glass beads and liquid nitrogen
grinding (Fig. 1B and Fig. S3B) as well as
spheroplasts lysis (21), and in the presence
of wide spectrum protease inhibitors (Text
S1 in the supplemental material). Similarly,
the increase in size of detergent-resistant
Sup35p polymers when cells enter the
stationary phase (Fig. 1B) could reflect
changes in the equilibrium between
Sup35p species and molecular chaperones.
These results indicate that Sup35p prion
particles are dynamically remodeled
according to the metabolic and
physiological status of the cell even in the

absence of active cell division. The
infectious potential in protein
transformation assays of cell lysates

prepared from cells in the diauxic phase
was markedly higher than those prepared
from cells in the exponential or stationary
phases of growth, despite much lower
Sup35p amounts in the former than in the
latter (Fig. 1C and 1D, and Fig. S3C). The
smaller size of Sup35p polymers might
facilitate their uptake by the cells but can
only partly explain the peak of infectivity
we observe during diauxic growth (Fig. 1C
and 1D, and Fig. S3C). Sup35p polymers
may form different complexes with
molecular chaperones and other cellular
components, which are not disrupted in
lysates (26) and that may impact their
ability to act as prions or to be cleared by
the recipient cells.

[PSI] formation is associated with reduced
translational fidelity which lead to
genome-wide nonsense suppression events

(6). [PSIl-induced changes in gene
expression facilitate the phenotypic
expression of cryptic genetic

polymorphisms, leading to a variety of
acquired traits which are often beneficial
under challenging growth conditions (7-
10). Here we find that one of suchg[]-
induced traits is the ability to survive
longer when nutrients are exhausted (Fig. 2
and Fig. S7). RemarkablyP$I']-mediated
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long-term survival was robustly observed
using two different prion variants in two
very different genetic backgrounds (Fig. 2,
Fig. S7 and data not shown). It is important
to highlight that we usedPBI] strains of
different origins as well aPBI] cells that
were freshly obtained by transformings|]
cells with infectious prions (Fig.2, Fig. S7
and data not shown). In all cases, the
effects we observe on survival rates are
consistent and only differ in amplitude
depending on the genetic background of
the strains and the prion variants they carry
(Fig.2, Fig. S7 and data not shown).
Therefore, it is unlikely that they are due to
genetic mutations present in our strains,
unless such mutations arise or manifest as
a consequence oPpBl]-induced changes
in gene expression (6). Nutrient scarcity is
probably one of the most frequent stressful
conditions faced by yeasts in nature. A
prolonged chronological lifespan allowing
cells to survive longer under such
conditions would be a major selective
advantage for wild yeasts, which could
explain the extraordinary conservation of
the prion-forming ability of Sup35p over
one billion years of fungal evolution (27).
The permanent genetic fixation dP$I]
dependent traits was previously described
and thought to occur mainly by the re-
assortment of genetic variation during
meiosis (7, 10). Here we find that haploid
74-D694 and 5V-H19 cells cured from
[PSI1 with guanidine hydrochloride
retained a prolonged chronological lifespan
in stationary phase conditions (Fig. 2 and
Fig. S7). Curing had no effect on the
survival rates ofgsi] cells, indicating that
neither the guanidine hydrochloride
treatment nor other prions that may have
been initially present in the cells are
responsible for these observations (Fig. 2
and Fig. S7). Thus, the prolonged
chronological lifespan elicited byPBI]
can be permanently and efficiently fixed in
the cells. In the absence of meiotic re-
assortment of polymorphisms and alleles in
haploid cells, we can only speculate that
the fixation mechanism may rely on

specific secondary mutations that may be
favored in PSI] cells (6).

What could be the link (if any) between the
growth phase-dependent remodeling of
Sup35p prion aggregates and the protective
effect of PSI] on long-term survival in
stationary phase?

Sup35p levels drop to almost undetectable
levels when psi] cells enter stationary
phase (Fig. 1B, Fig. S3B, and data not
shown). In PSI] cells however, Sup35p is
still detected for several days in high
molecular weight prion aggregates (Fig.
1B and Fig. S3B). Sup35p polymers could
resist proteolytic or extracellular vesicles
clearance (21, 28) and constitute a ‘supply’
of functional Sup35p molecules that help
cells exit from the quiescent state when
growth resumes. However, this hypothesis
cannot be the sole explanation as cells that
were cured fromMBSI] and that no longer
have Sup35p prion aggregates still
exhibited a prolonged chronological
lifespan (Fig. 2 and Fig. S7). Thus,
secondary events must take place to fix this
trait permanently. If the selective
advantage conferred byP$l] for long-
term survival was a rare stochastic event
arising in only a few cells within the
population, it might have been undetected
in our experiments. Because of the
consistently high survival rates we reported
for [PSI] cells after up to 30 days of
culture (Fig. 2 and Fig. S7), we believe
[PSI] induces a specific genetic and/or
metabolic reprogramming in these cells.
Whether the remodeling of Sup35p
aggregates occurring upon cells entry into
diauxic and stationary growth conditions
acts as a signal for this switch mechanism
or not remains to be determined.
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Text S1: Materials and Methods

Yeast strains, growth media and monitoring of prionphenotypes

The S. cerevisiaestrains used in this study were derived from 78DfMATa adel-14
(UGA) trp1-289leu2-3,112his3A-200 ura3-54 and 5V-H19 [MAT | SUQ5ade2-1UAA)
can1-100 leu2-3,112 ura3-54. When indicated, these strains carried stroRS(]°) or
weak (PSM%) [PSI prion variants, or no prion [g5i]). Yeast cells were grown in YPDA
medium (1% yeast extract, 2% peptones, 2% gluc69802% adenine). Solid media
contained 2% bacto-agar. Prion phenotypes weretoredi on ¥-YPD medium (0.25% yeast
extract, 2% peptones, 2% glucose) via a standdmt-based phenotype assay, as described
before (1-3). To cure them from prions, cells wasssaged twice on YPD plates containing 3
mM guanidine hydrochloride as described before)1,

Induction of [PSI'] by transformation of yeast spheroplasts

Yeast 74-D694 (gsi] cells were converted to spheroplasts by lyticasatment and then
transformed with the indicated cell extracts (freh1 to ~300 g protein) in the presence of
100 pg.mi salmon sperm DNA and 20 pg.nbf the URA3based pRS316 plasmid, as
described before (1, 2). Mock transformation reandilacking spheroplasts and/or pRS316
ensured that no viable cells remained in the cgtthets and the absence of spontaneats|
revertants.

Chronological lifespan assays

The indicated strains were grown overnight at 30f@der agitation in YPDA medium. The
following day, these cultures were diluted intasfranedium and cells were allowed to divide
3-4 times at 30°C under agitation before beingtedun fresh medium again. This procedure
was repeated again and ensured that all analyzikdresi were started with cells in the
exponential phase of growth. Cultures (typically ih large baffled bottom flasks) were then
incubated at 30°C under agitation for up to 30 dagd 100 puL to 1 mL aliquots were
removed at the indicated time points. Tenfold $edilutions of these aliquots were then
plated in duplicate on ¥-YPD plates to count themg-forming units (cfu) and assess the
prion phenotypes of the cells. The §&m was also measured at each time point. When
indicated, survival curves were normalized accaydmthe maximal number of cfu reached
by each culture which was set to 100%.

The statistical permutation tests used to perfone pairwise comparison of groups of
survival curves from different strains were perfedron both non-normalized and normalized
data using the Compare Groups of Growth Curvesweb interface
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(http://bioinf.wehi.edu.au/software/compareCulyewhich uses thegrowthcurve function
from thestatmodsoftware package fd®, and according to the author’s instructions (4, 5)

Preparation of cell extracts,

Total protein extracts for Western blot analysigeverepared as described previously (1, 2).
Cell extracts for SDD-AGE and protein transformatiassays were prepared using glass
beads-beating or liquid nitrogen-grinding. For finst method, yeast cells (~20 @fgnmunits)
were harvested by centrifugation at 4000 g for & amd resuspended in 500 ul of lysis buffer
(200 mM Tris-Cl pH 7.5, 50 mM KCI, 10 mM-mercaptoethanol, 1 mM PMSF and protease
inhibitor cocktail, Roche Diagnostics). Glass beadse added to half the cell suspension
volume and cells were broken by six cycles of warig for 30 s with 1 min incubation on ice
between each vortexing. Debris and unbroken cal®wemoved by centrifugation for 2 min
at 4000 x g and at 4°C. For the second method,| equabers of cells (1-6 L of culture,
depending on the growth phase) were harvestedtyifcgation at 4000 x g, washed once in
1 L of ice-cold water and resuspended in one petikime of lysis buffer. The concentration
of these cell suspensions was then adjusted tsame optical density at 600 nm. The cell
slurry was then dripped into liquid nitrogen andwgrd to a fine powder using a liquid
nitrogen-cooled Waring blender. The cell powder W directly thawed in warm water to
obtain a crude extract which was cleared from delwyi two centrifugation steps at 4000 x g
for 2 min and at 4°C. The lysates were then aligdotlash frozen in liquid nitrogen and kept
at -80°C until use.

Western blots and semi-denaturant detergent agarosgel electrophoresis (SDD-AGE)
analyses

These assays were performed as described previdysy.
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Figure S2. Characterization of the cell extracts w=d in this study. Exponentially growing
[psi] (red bars), PSI™ (green bars) orfSI]® (blue bars)74-D694 cells were inoculated in
fresh YPDA medium and incubated at 30°C under agita Equal numbers of cells (as
determined by the Odgonm and (A) the weight of the cell pellets) were harvestedhat
exponential, post-diauxic (48h) and stationary &ys) phases of growth. Cell extracts were
prepared by liquid nitrogen grinding a(i) their protein concentration determined (see Text
S1). Data represent the mean +SE of three indepéncil extract preparationgC)
Representative cell extracts were analyzed by SBGHand coomassie blue staining.

133



100 100 100
[psi] [PSI]W [PSI*]®
10 | b 10 4 :

OD (600nm)
x B

=
-

0,14 0,14

mm+lGl 1 M
01 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7

time (days) time (days) time (days)

B

[psi’] [pSIIW [pPSI*]s

time 02 05 1 3 5 7 02 05 1 3 5 7 02 05 1 3 5 7
(days): 0307 2 4 6 0307 2 4 6 03 07 2 4 6

R 0

L e AT T T T T T I e ee—————

Pgklp | ~————————— e — P N—
c 40 40 40
35, [psi] | 354 [PSFHIW | 35 [PSI*]®
X 30 30 - 30 -
T 25 25 | 25 |
3
g 20 20 4 20
o
o 15 15 15
(=
T 10 10 - 10
2 s 5 5
0 0 0
0205 1 3 5 7 0205 1 3 5 7 02051 3 5 7
03 07 2 4 6 03 07 2 4 6 03 07 2 4 6
time (days) time (days) time (days)

Figure S3. Figure S3. PSI']-associated Sup35p aggregates display a sharp dease in
size distribution and a peak of infectivity during the shift to diauxic growth. (A)
Exponentially growing fsi], [PSI1° or [PSIW 74-D694 cells were inoculated in fresh
YPDA medium in a small flat bottom flask and allaveo grow at 30°C under agitation.
Aliquots were periodically removed and the optidahsity at 600 nm measured. Data points
are the mean of two independent cultu(@s.At the indicated time points, equal numbers of
cells were removed and cell extracts were thengregpby glass-bead beating (see Text S1).
Cell extracts were analyzed by SDD-AGE (upper pgnet SDS-PAGE (middle and lower
panels) and Western blotting using antibodies agdire indicated protein€C) Cell extracts
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prepared in (B) were transformed intos{] 74-D694 spheroplasts and treg[] induction
frequency determined (see Text S1). Bars reprabenmean of two transformations with
independent extract preparations.
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Figure S4. The intracellular levels of Sup35p andewveral molecular chaperones are
decreased after the diauxic shiftExponentially growinggsi], [PSI]° or [PSITV 74-D694
cells were inoculated in fresh YPDA medium and beted at 30°C under agitation. At the
indicated time points, cell lysates were preparetfequal number of cells. Lysates were
analyzed by SDS-PAGE and Western blotting usingpadies against the indicated proteins.
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Figure S5. Infectious Sup35p prion particles retaintheir weak or strong identities
during growth. Cells extracts representing equal numbers of getien to the exponential,
diauxic or stationary phases of growth were tramséa into psi] spheroplasts (see Fig. 1
legend and Text S1). Random clones from each temstion reactions were then patched

on ¥-YPD plates to assess their prion phenotype.
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Fig. S6. The PSI'] prion is stably maintained during stationary pha. [psi], [PSI]° or
[PSI™W 74-D694 cells incubated at 30°C under agitationl® days were plated on ¥s-YPD
plates to assess their prion phenotypes (see &is@ Fegend). As expected, no spontaneous
formation of PSI] colonies occurred in thep§i] cultures. The PSI® variant was stably
maintained in all cells while th@pI" variant was lost in less than 5% of the cells.
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Fig. S7. PSI'] confers a prolonged chronological lifespan in th&/4-D694 and 5V-H19
backgrounds. (A) Same as Fig. 2A. Data points are the mean cfu ntsnb®E of five
independent cultures. Statistical comparison of dh@wvth curves was performed using a
permutation test (see Text S1; ** indicate p-valse8.01).(B) Same as Fig. 2C. Optical
density at 600 nm was measured over the courdeeaxperimentC) Same as Fig. 2C. Data
points are the mean cfu numbers =SE of four to isdkependent cultures. Statistical
comparison of the growth curves was performed usimermutation test (see Text S1; **
indicate p-values < 0.01).
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Fig. S8. Guanidium hydrochloride-treated cells arecured from the [PSI] prion.
RepresentativéA) 74-D694 or(C) 5V-H19 [psi] and [PSI] clones, either left untreated or
treated with guanidium hydrochloride (see Text e streaked on ¥-YPD plates to assess
their prion phenotypegB, D) Cell lysates from these clones were analyzed bR-3IGE
followed by immunoblotting using anti-Sup35p antiies.
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Ies limites de l'utilisation de fusions GFP
pour 'étude de [ PST*]

Afin de visualiser au niveau cellulaire les changats subis par les particules de priBs[]
au cours des difféerentes phases de croissancelda2), nous avons voulu tirer profit de
I'existence de versions de Sup35p portant une &tigusFP et facilement observable par

microscopie a fluorescence.

Les différentes constructions de Sup35-GFP déalies la littérature sont présentées dans la
Figure 34. Le géne codant pour SUYSEFP est porté par un plasmide et placé sous le
contréle du promoteuGAL1-10 (pH317/NMG), inductible par le galactose (Patirtoak,
1996). Deux constructions similaires basées supission de la protéine Sup35p entiére
sous contrdle de son propre promoteur ont éteé tdécfBatpute-Krishnan and Serio, 2005;
Song et al., 2005). La fusion de Sup35p a la GEpreblématique car I'insertion de la GFP
en N-terminal ou en C-terminal de Sup35p est |gialer les cellules en I'absence d’'un géne
SUP35sauvage. Seule l'insertion de la GFP entre lesailoes N et M est capable d’assurer
la viabilité d’un mutantsup35(Song et al., 2005). La construction Sup35-GFPeisgu
laboratoire de Daniel Masison est portée par uanpide alors que celle issue du laboratoire
de Tricia Serio est intégrée dans le chromosomewlge au locuSUP35(et remplace donc

le géne sauvage). Pour notre étude, nous avon#giévcette derniére construction car elle
se rapproche le plus de la situation rencontrée dae souche sauvage et parce qu'elle a été
réalisée dans le méme fond génétique (74-D694 eglue de la majorité des souches utilisées

dans notre laboratoire (article 2).
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Figure 34 Les différentes constructions de Sup35-GFP.

L’organisation en domaines de Sup35p (Glover et al., 1997), Sup35"V-GFP (Patino et al., 1996),
Sup35-GFP (Song et al., 2005) et Sup35-(GS)3GFP(GS)3 (Satpute-Krishnan and Serio, 2005) sont
respectivement présentées de haut en bas. Les domaines PrD, M, C de Sup35p et la GFP sont
représentés respectivement en gris foncé, gris clair, noir et vert. Les deux linkers de trois
répétitions de glycine-sérine de part et d’autre de la GFP dans Sup35-(GS)3GFP(GS)3 sont indiqués.

Afin de visualiser les agrégats de Sup35p dangd#ales, nous avons obtenu une souche
sup35GFPPSI] en transformant des sphéroplastesi] par des lysats cellulaires issus de la
souche 74-D694HSI]>. Le phénotype prion et I'état d’agrégation de Sigpdans la souche
sup35GFP ont été vérifiés respectivement sur mitieYiPD et par SDD-AGE (Figure 35).

A D
\\Qc;

A B R

[psi‘] [PSF]

Figure 35 [PSI'] est toxique dans la souche Sup35-GFP

A) Phénotypes des souches sup35GFP [psi] et [PSI'] sur milieu % YPD.

B) SDD-AGE des extraits des cellules sup35GFP [psi] et [PSI'] suivi par un western blot avec des
anticorps anti-Sup35p.

Comme rapporté par d’autres études (Satpute-Knslama Serio, 2005; Song et al., 2005),
les cellules psi] présentent une fluorescence uniforme et diffSgure 36), alors que dans
les cellules PSI, les agrégats de Sup35GFP se manifestent parodereux foci de
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fluorescence (Figure 36). Lors de la transitiorugigue et de I'entrée en phase stationnaire,
la fluorescence détectable s’atténue progressiveroenformément a la baisse de la quantité
de Sup35p dans ces conditions (voir article 2).e@dpnt, dans de nombreuses cellules une
forte fluorescence persiste et semble localisées das vacuoles (Figure 36, phase
stationnaire). Nous n’avons pas poussé la caraaté@m de ces cellules, mais nous supposons
gue dans celles-ci la dégradation de Sup35GFP€paotéasome ou par autophagie dans la
vacuole) libére la protéine GFP qui s’accumulesattans la vacuole. Dans les cellules(],

les agrégats de Sup35GFP persistent lors de lsittandiauxique et en phase stationnaire
mais les foci de fluorescence sont plus gros ensmombreuxXSong et al., 2005). Ainsi, les
changements ultra-structuraux subis par les polgsmde Sup35p (article 2) sont associés a
des changements macroscopiques dans la distribiéisragrégats au cours de la croissance
(Song et al., 2005). La encore, des cellules ptéserune fluorescence vacuolaire sont
frecquemment détectées, suggérant que dans certagikdes les agrégats formés par

Sup35GFP sont dégradés par le protéasome (Kabalni 2014) ou par autophagie.

phase diauxique phase stationnaire
phase exp. (48h de croissance) (20 jour de croissance)
sup35GFP ......

[psi] o

L)

{;(

[PSF]

Figure 36 Analyse en microscopie a fluorescence de la distribution intracellulaire de Sup35GFP dans
des cellules [psi] et [PSI'] au cours de la croissance.

Le bleu trypan permet de discriminer les cellulesantes, qui vont rejeter le colorant, des

cellules mortes qui vont I'accumuler (Kucsera et2000). Pour évaluer I'effet de la présence
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du prion PSI] sur la survie cellulaire a long terme, nous avowisré des cellulesup35GFP
[psi] et [PSI] aprés 30 jours de culture au bleu trypan (Kucstral., 2000). Nous avons
constaté que la proportion de cellules mortes édi@h plus élevée dans les cultures
sup35GFHPSI] que psi] (Figure 37).

échelle : 10pm

Figure 37 Test au bleu trypan sur des cellules Sup35GFP [psi] et [PSI'] cultivées pendant 30j en
milieu YPDA

Des analyses ultérieures ont montré une mortabté mégligeable des cellulesip35GFP
[PSI], quelle que soit la phase de croissance étugi@mmpris dans des colonies isolées
prélevées sur boites de Petri (résultats non mentiéa complémentation de la souche
sup35GFP [PSI] par un plasmide permettant I'expression constiéutdu domaine C-
terminal de Sup35p supprime fortement cette meétales cellules (résultats non montrés).
Cette mortalité semble donc étre due & une moimnédonctionnalité de la protéine de
fusion Sup35GFP par rapport a la protéine sauMagas les cellulespgi], ce défaut passe
inapercu car toute la protéine Sup35GFP demeupmuiisle pour assurer ses fonctions dans
la fidélité de la terminaison de la traduction. Bantre, dans les celluleBS$I], la majorité de
Sup35GFPest associée aux agrégats, et les molécules sesldidponibles ne semblent pas

capables d’assurer la viabilité de facon efficace.

La fonction de Sup35GFP étant compromise dans elades PSI], nous n'avons pas pu
utiliser ces souches dans des expériences de sutuigy terme. Ces observations montrent
qgue les conclusions tirées de I'utilisation de l&k sup35GFPdoivent étre prises avec
précaution malgré le fait qu’il permet d'assurewiabilité de cellulesup3%3 et de propager
[PSI].
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Les prions de levure sont des agrégats protéiquiesecpropagent de cellule en cellule lors de
la division cellulaire, lors d’'un croisement sexusll peut-étre par transfert horizontal médié

par des vésicules extracellulaires (Kabani and M2(XL6).

Au niveau d'une cellule de levure individuelle, cagrégats sont reconnus comme des
structures anormales devant étre prises en chargavemtuellement éliminées, afin de
prévenir des interactions déléteres avec des toasts cellulaires. Il n'est donc pas étonnant
que plusieurs mécanismes de contrble-qualité sdmpliqués dans le contréle de la
formation, de la propagation et de I'élimination des prions, notamment les chaperons
moléculaire Hsp70/40/104 ou le systeme UPS (Cherretval., 2014; Kim et al., 2013;
Liebman and Chernoff, 2012).

Les prions de levure seraient également des medutatépigénétiques de I'expression
génique permettant une adaptation rapide aux chagmgfs environnementaux (Chernova et
al., 2014; March et al., 2016). Ainsi, lorsque l'oconsidére les levures comme une population
de cellules, certains prions peuvent induire I'ajjpen de traits bénéfiqgues permettant la
survie de certains individus de cette populatiocefa des conditions environnementales

critiques (stress, carence nutritive prolongée).etc

Ainsi les prions fongiques pourraient constituarn«mal pour un bien » pouvant expliquer

leur conservation au cours de I'évolution.

Mes projets de these m’'ont amené a m’'intéressesaleux visions apparemment opposees
des prions de levure. D'une part, nous avons ckBegchdocumenter l'articulation entre

chaperons moléculaires et systeme UPS dans lad#digna des prions de levure. D’autre part,
nous avons documenté 'évolution des propriétégegtconséquences physiologiques des

agrégats deFSI] au cours de la croissance et du vieillissememe’population.
I Principaux résultats et conclusions

Dans une premiere partie, nous avons comparé leaditipn protéasomale de Sup35p et
Ure2p, deux protéines prions chez la levBaecharomyces cerevisifeigure 38) (Kabani et
al., 2014; Wang et al., 2015). Nous avons montee lguurnovein vivo de la protéine prion
Ure2p dépend de l'activité du protéasome. Nous stémalué ensuite si les formes solubles et
fibrillaires d’Ure2p sont des substrats du prot@éas@6Sn vitro. Nous avons pu montrer que

147



la forme soluble de Ure2p est dégradée par le gsotde de maniere ubiquitine-indépendante.
Comme observé préecédemment pour Sup35p, la dégradis la forme soluble d’'Ure2p est
initiée par son domaine PrD et entraine la libératile peptides amyloides (Wang et al.,
2015). En outre, nous avons montré que la suppresss résidus 3-25 du PrD abolit
completement la dégradation, ce qui suggere que k&ion sert de motif de reconnaissance
par le protéasome 26S pour sa dégraddidang et al., 2015). Alors que les fibres amyloides
formées par Sup35p peuvent étre dégradées pantitapomgKabani et al., 2014), ce n'est
pas le cas des fibres d’Ure2p dans lesquellesd&ipe prion est dans un état quasi-natif
(Habenstein et al., 2012). Les différences strabdsr entre les assemblages de haut poids
moléculaires formés par les prions de levure paemtadonc dicter leurs capacités a étre
reconnues et dégradées par le protéasome (ou esanmecanismes protéolytiquggligure
38).

A . Ure2p soluble || B Ure2p fibrillaire
¢ ‘:;Ofg ©
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Figure 38 Représentation schématique de la dégradation protéasomale des formes soluble et
fibrillaire de Sup35p et Ure2p. (Kabani et al., 2014; Wang et al., 2015)

bbb

L'étude des effets des chaperons moléculairesasdédgradation protéasomale des prions de
levure n’a malheureusement pas été conclusiveaisomr de limitations techniques liées a

I'approche biochimique que nous avons choisie (Ré@sultats 1.2).
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Dans une seconde partie, nous nous sommes intrastévolution des propriétés des
agrégats de Sup35p ainsi qu’'a leurs conséquengsfaigiques au cours du vieillissement
chronologique d’'une population de levures. Nousnaviout d’abord montré que les agrégats
de Sup35p subissent d'importants changements sthinaturaux et fonctionnels lorsque les
cellules passent d’'une phase de division activené aroissance diauxique plus lente : la
guantité de Sup35p diminue progressivement ; Ik tdes polyméres constituant les agrégats
de Sup35p diminue ; la capacité infectieuse deage&gats augmente fortement. Lorsque les
cellules entrent en phase stationnaire, les polgsn&onstituant les agrégats de Sup35p
(lorsque ceux-ci sont détectables) retrouvent ailke ttomparable a celle observée dans des
cellules en phase exponentielle. La capacité iidfest de ces agrégats demeure néanmoins
tres faible. Ces changements de taille et de pt@wiinfectieuses pourraient étre liés a une
modification de I'équilibre entre les espéeces sladlgl agrégées de Sup35p et les composants
du CQP, notamment a cause de l'atténuation tramhumtile qui a lieu lorsque les cellules
poussent plus lentement ou cessent de croitrestlliraportant de souligner que les
changements subis par les particules prions de Spup® modifient pas I'information
structurale qu’elles portent et qui permet de géndlifféerentes souches de prion. Nos
résultats montrent que les prions de levure somsteonment remodelés en fonction de I'état

physiologique des cellules, et ce méme en absendesidion cellulaire.

Nous avons découvert que les celluleS[[] peuvent survivre plus longtemps que les cellules
[psi] en phase stationnaire, et ce dans deux fondstiggag différents. LorsquePBI] est
éliminé des cellules par un traitement a la guaeidies cellules curées conservent cependant
cet avantage sélectif. Nos résultats confirment[@%&f] facilite 'acquisition rapide de traits
bénéfiques nouveaux qui sont ensuite fixés de mamérmanente dans le génome par des

mécanismes restant a élucider.

Une durée de vie prolongée dans des conditionsadace nutritive constitue certainement
'un des avantages sélectifs principaux pouvane &wnférés parFSI]. Cela pourrait
expliquer le fait qu'apres un milliard d’années \akition fongique, les orthologues de
Sup35p chez des levures proches (8archaromyces. bayanuiaccharomyces paradoyus
ou éloignées (e.gCandida albicans, Yarrowia lipolytiade S. cerevisiagpossedent des
domaines de type PrD riches en Q/N leur conféranthéorie la capacité de former et
propager PSI] (Harrison et al., 2007). Il est intéressant déen@ue les protéines eRF3,

homologues de Sup35p chez les eucaryotes supémtuckez 'Homme en particulier,
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semblent avoir perdu cette capacité de conversiomne forme prion. On peut supposer que
I'apparition de cellules «RF3]» chez un organisme complexe, organisé en organes
multicellulaires aux fonctions précises et coordee®) pourrait avoir de graves conséquences.
Cela pourrait par exemple conduire au développeraratchique de certaines cellules au
détriment des cellules environnantes et échappaxrt mécanismes de régulation de la
prolifération cellulaire. De telles situations samncontrées dans des pathologies graves

comme les cancers.
1 Perspectives

Les résultats obtenus au cours de cette theseswnés ci-dessus ont apporté de nouvelles
connaissances sur la biologie des prions de leWlarsoulévent également plusieurs questions

qui pourront faire I'objet d’études ultérieures.

Les domaines intrinséquement désordonnés presertssdes protéines prions ou non-
prions constituent-ils des motifs de reconnaissang®ur leur dégradation par le
protéasome ? La structuration des PrD ou les intetians intra- ou intermoléculaires qu’ils
établissent au sein d’assemblages macromoléculaiespéchent-elles la reconnaissance
par le protéasome ?

La dégradation protéasomalte vitro de Sup35p et Ure2p sous leur forme soluble semble
reposer sur le méme mécanisme. En effet, la dégpadarotéasomale de ces deux protéines
prions est initiée par leur PrD, domaines intrine#gent désordonnés et riches en Q/N
(Kabani et al., 2014; Wang et al., 2015). L'élintina du domaine PrD abolit completement
la dégradation de ces deux protéines. De plusédmadation procéde en deux étapes : une
protéolyse rapide des PrD suivie d’'une protéolykes pente des domaines C-terminaux
structurés. Ces derniers, plus résistants a l'adio protéasome, doivent probablement étre
dépliés avant que la protéolyse puisse avoir D®iplus, la dégradation de Sup35p et Ure2p
ne requiert pas 'ubiquitination de ces deux prasj tout du moins vitro (Kabani et al.,
2014; Wang et al., 2015).

Il a été montré que la présence d'un fragment désme au sein de certaines protéines
constitue un motif suffisant pour leur dégradatiper le protéasome sans ubiquitination
préalable (Baugh et al., 2009; Yu et al., 2016Y03fes protéines (y compris les protéines
prions) sont classées comme des protéines intueseent désordonnées dans les cellules

eucaryotes (Dunker et al., 2008). Ces protéinesiarorent des fragments flexibles dont la
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composition en acides aminés est tres variable. coagributions relatives de la structure
désordonnée de ces domaines et de leur compositioacides aminés comme motifs de
reconnaissance pour la dégradation par le protéagestent a déterminer, ainsi que les
mécanismes de reconnaissance et d’adressage @agmoie proprement dits. Nous avons
montré que le protéasome 26S contréle le turnoeeSup35p et Ure2ip vivo. Néanmoins, le
turnover cellulaire de ces protéines est tres(i€abani et al., 2014; Wang et al., 2015). Si le
mécanisme de dégradatiam vivo est similaire a nos observations en tubes a eseai,
observations suggérent que les PrD ne sont paseiseaccessibles au protéasome. D’autres
protéines possédant des domaines intrinséquemeprdddinés, comme par exemple des
protéines impliquées dans le remodelage de la ditioenou la régulation de la transcription,
ne sont pas non plus systématiquement dégradéés ratéasome (Dunker et al., 2008).

Il existe donc des mécanismes de protection quiéeimgnt la reconnaissance de ces protéines
par le protéasome. La formation de complexes irigraulaires avec leurs partenaires (e.g.
Sup45p pour Sup35p, GIn3p pour Ure2p), voire disdizs intramoléculaires (e.g. lors de
'assemblage de Ure2p en fibres), pourrait masdaedomaine prion ou entrainer la
structuration de ce dernier.

Ainsi, les protéines prions, par leur capacité @péer différentes conformations via leur PrD,
constituent un excellent outil pour caractériser f@ecanismes de dégradation protéasomale

de protéines a domaines intrinséquement désordonnés

Quel est le mécanisme de dégradation des agrégatsrihns?

La dégradation protéasomale des fibres de Sup3bpe@p semble dépendre de la structure
des fibres (voir la partie Principaux résultate@tclusions). Les différentes protéines prions
peuvent former des fibres ayant des organisatitmstarales différentes (voir 3.2.3.1). La
dégradation protéasomale de différents types dedfilpeut suivre différents mécanismes.
Dans les structures de type amyloide (e.g. fibeeSuap35p) tout le domaine PrD n’est pas
impliqué dans la formation du cceur amyloide (Luclagel., 2013; Schutz et al., 2014). Une
partie du PrD pourrait conserver une structureilflexet accessible par le protéasome. En
revanche, lorsque le PrD est totalement structuri@accessible au sein des fibres (e.g. fibres
de Ure2p), il pourrait échapper a la reconnaisspacée protéasome (Wang et al., 2015).

La situation pourrait étre beaucoup plus complexesdun contexte cellulaire, en nécessitant
par exemple l'intervention de nombreux acteurs dQPCou en dépendant de facteurs
environnementaux. Ainsi, I'organisation structurales particules infectieuses et agrégats

formés par ces prions dans les cellules n’est paaue et pourrait étre tres différente de ce
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qui est observé avec des protéines purifiées. @téa proposé que le protéasome soit
principalement localisé dans le noyau dans desleslen division active (Russell et al., 1999;
Wojcik and DeMartino, 2003), ce qui I'empéche eédatte de « voir » les prions de levures
cytoplasmiques. En revanche, lors de l'entrée eas@hstationnaire, le protéasome est
relocalisé au cytoplasme, principalement sousradode PSGpfoteasome storage granujes
(Laporte et al., 2008), ou il pourrait avoir undidat® protéolytique transitoire vis-a-vis de
certaines protéines. De plus, les PSGs sont toamsiient associés a des inclusions
protéiques de type IPOD contenant justement ddgipes agrégées (Peters et al., 2016).
D’autres mécanismes protéolytiques pourraient égahé intervenir dans I'élimination de
certains prions et en particulier 'autophagie gemble empécher la formation de novo de
[PSI] (Speldewinde et al., 2015).

Est-ce que les peptides amyloides libérés par lgratdation de protéines prions ont une
influence sur les cellules ?

La dégradation des protéines Sup35p et Ure2p géleenmmbreux peptides amyloides issus
du domaine PrD riche en Q/N (Kabani et al., 2014ng/ et al., 2015). De tels peptides
pourraient résister a l'action de peptidases ahles, par exemple en raison de leur
composition biaisée en acides aminés ou de leukgation rapide. L'agrégation de ces
peptides pourrait interférer avec des constituantfonctions cellulaires, voire avoir un effet
«[PIN'] » en facilitant I'agrégation d’autres protéinesaccumulation et I'agrégation
cryptique de tels peptides pourraient ainsi camstitdes marqueurs de vieillissement. En
accord avec cette hypothese, des peptides rich€d gnimant les peptides libérés par la
dégradation protéasomale de la huntingtine) exmimdans des cellules échappent aux
systemes de dégradation, s’agregent et sont cytptex (Raspe et al., 2009). Il serait donc
intéressant de déterminer si de tels peptides maaluitsin vivo et si oui, de documenter
leurs effets sur la croissance des levures etastorimation et la propagation des prions de

levure.

Quelles sont les contributions relatives de [PBet des autres prions de levure dans la
plasticité phénotypique et I'acquisition de trait®uveaux ?

Les souches de priorP$I sur lesquelles nous travaillons au laboratoire soat pas
cytotoxiques et conferent méme une durée de vimgée dans des conditions de phase
stationnaire (article 2). Ces résultats sont enorac@vec ceux d’autres laboratoires et
suggerent un role de certains prions de levure Bacguisition de nouveaux traits facilitant
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la survie lorsque les conditions environnementalesiennent subitement plus difficiles
(Halfmann and Lindquist, 2010; Halfmann et al., 281True and Lindquist, 2000; True et al.,
2004; Tyedmers et al., 2008).

L'importance de ces observations comme mécanismtutéva part entiere rencontre une
forte opposition de la part de certains scientdggjWickner and Kelly, 2016). A cause
notamment de la rareté des prions dans la natude da forte toxicité de la plupart des
variants de prions, ces chercheurs considerenieguprions sont essentiellement soumis a
une pression de sélection négative (Wickner andyKeD16 ; McGlinchey et al., PNAS
2011). Cette pression de sélection évolutive s@xer la fois sur leur séquence en acides
aminés mais également sur les différents variaotsrgnt étre formés (Wickner and Kelly,
2016).

La sélection au niveau génétique peut conduiresgpdymorphismes des séquences d’ADN
par mutations. Ces mutations, en changeant la séguen acides aminés, peuvent étre
responsables de I'établissement de barrieres despimitant la transmission des prions
(Wickner and Kelly, 2016). En raison des fonctiansils remplissent, les domaines non-
prions sont beaucoup plus conservés que leurs desmarions correspondants (Bateman and
Wickner, 2012; Baudin-Baillieu et al., 2003; Edsleesl Wickner, 2002; Kelly et al., 2012).
Cependant, les domaines PrD pourraient aussi baoetria la fonction des protéines qui les
contiennent, ce qui pourrait expliquer leur conagon au cours de I'évolution, leurs réles
dans la formation de prions étant alors considéo@sme opportuniste (Wickner and Kelly,
2016).

La sélection au niveau protéique peut conduireediversité phénotypique par la formation
des souches de prions. Difféerentes souches despagant la méme séquence en acides
aminés peuvent produire des effets dramatiquemeéifiérahts sur l'organisme hote
(Halfmann and Lindquist, 2010; Wickner and KellyD18). La formation d’espéces
cytotoxiques par les protéines prions pourrait iegxar leur contre-sélection dans la nature et
la mise en place de mécanismes cellulaires pemd¢tar €limination, et ce malgré les effets
bénéfiques qu’ils peuvent avoir dans certaines itiong (Wickner and Kelly, 2016).

Les processus évolutifs sont lents et reposent das changements stochastiques de
I'expression génique soumis ou non a une pressorséection permettant ou non leur
fixation dans la population. Les conditions damnsgleelles les prions fongiques pourraient
exercer des effets bénéfiques sur leurs cellulaeshpourraient étre trop rares ou trop
transitoires pour qu’ils puissent se maintenirtez éetrouvés plus frequemment. De plus, les

effets bénéfiques induits par ces prions peuverg fés de facon permanente dans le
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génome des cellules et ne nécessitent plus lamm&gehysique du prion ce qui rend leur
détection plus difficile (article 2) (Halfmann amhdéhdquist, 2010; Halfmann et al., 2012a;
True and Lindquist, 2000; True et al.,, 2004; Tyedimet al., 2008). Afin de mieux
appréhender la nature générique ou anecdotiqueatephénomenes, il faudrait a I'avenir
obtenir plus de données expérimentales sur les remlprions identifiés chez la levure, a la
fois dans des souches et des conditions contrélédaboratoire, mais également dans des

souches sauvages issues de différentes nichegeras.
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Abstract :

“Proteinaceous infectious particles”, or priong aelf-perpetuating alternate conformations of ginst that

are responsible for heritable non-Mendelian tratgnammals, filamentous fungi and yeast. On a more

general note, protein misfolding and aggregatioratishe origin of over forty protein folding dises
including devastating neurodegenerative diseasd#s &sl Alzheimer’s, Parkinson’s or Huntington’s dises.

The aggregated proteins responsible for these ddisedi.e. amyloi@ peptide/tau, a-synuclein and

huntingtin) were shown to propagate from cell tdl o® a prion-like manner. The yeaStaccharomyce

[72)

cerevisiaehosts many prion or prion-like proteins, unrelatedequence and function, which proved to| be

excellent models for understanding the dynamigwioin aggregation and distribution upon cell dieisi

Sup35p and Ure2p which cause tiRS[] and JUREJ heritable traits, respectively, stand out as riest
studied and best characterized yeast prions to Agtéethora of cellular factors, mostly belongitmgvarious
molecular chaperone families, were shown to affeetst prion formation and propagation. Clearanc

protein aggregates and prion particles is howewerlp understood and documented. Our laboratoryeld

that the 26S proteasome degrades both the solnlpréon-associated fibrillar forms of Sup35p. e ffirst
part of my thesis, we investigated the role of268 proteasome in the degradation of the solutddibrillar

e of

forms of Ure2p. We found that, as with Sup35p, 268 proteasome is able to degrade the solubleenativ
Ure2p, generating an array of amyloidogenic N-teahipeptides and a C-terminal fragment which is

resistant to proteolysis. The N-terminal prion domaas shown to act as a degron required for psotaal
engagement and degradation. In contrast to Sug@&plar Ure2p resisted proteasomal degradatiore
expect the structural variability within prion asg®ies in a cellular context to dictate their iatetion with
proteolytic machineries in general and the proteesim particular.

The biology of yeast prions has been mostly explarethe context of logarithmically dividing cellin
nature however, most cells are generally in a pugitic non-dividing quiescent state. Yet little kaown
about the fate and properties of prion particlesnupeast cells entry into the stationary or quiatstates
and the physiological consequences of harboringetipgions throughout the lifespan of yeast cefisthe
second part of my thesis, we addressed this issing the PSI] prion as a model. Structurally differe

conformers of Sup35p aggregates can lead to digit®l] strains with different prion phenotypes. We

\W

nt

found that Sup35p prion particles undergo growthsghdependent ultrastructural and functional change

Indeed, the size distributions of SDS-resistanégoion particles significantly change during growiithout
affecting the structural information specific tockgorion strain. The infectious properties of Sypgfion
particles undergo dramatic growth phase-dependemges. Importantly, we found that whilegl'] has
little to no effects on the growth rates of yeastsgbustly prolongs their chronological lifesp&urthermore
this beneficial effect can then be permanently affitiently fixed in the cells even wherP$I] is
subsequently lost. Similar genetic fixation d?gJ[J-induced epigenetic characteristics were previp
observed and suggesté®d['] (and possibly other prions) can act as transgotutionary capacitators.
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Titre : Protéines infectieuses chez la levBeeccharomyces cerevisiaan mal pour un bien ? Modulation de
la propagation de prions de levure par le proteaseiles chaperons moléculaires durant la transjtio
diauxique et la phase stationnaire

Mots clés :prions de levure, protéasome 26S, chaperons malézs vieillissement chronologique.
Résume :

Les prions sont des protéines qui suite a des emamgts de conformation acquierent un caractéretiate.
lls sont a l'origine de traits dominants, héritablde facon non-Mendélienne, chez les mammiferas, le
champignons filamenteux et les levures. Le mausgiement et I'agrégation des protéines sont agfioe
de plus de 40 maladies, parmi lesquelles on re¢ra@s maladies neurodégénératives telles que lasliem
d'Alzheimer, de Parkinson et de Huntington. Il & étontré que les formes agrégées des protéinessgmp
responsables de ces maladies (i.e. peptide amyfdiae o-synucléine, huntingtine) se propagent de cellule
en cellule a la maniere des prions. La levBexzcharomyces cerevisig@ssede plusieurs prions qui sont

autant d’excellents modeéles biologiques pour la prétmension des mécanismes de formation et de
propagation des prions.

[PSI] et [UREQ, issus respectivement de la conversion sous fgrimn du terminateur de la traduction
Sup35p et d'un régulateur du métabolisme azoté pJra@nt a ce jour les deux prions les mieux docu@sen
chez la levure. Les chaperons moléculaires et leaHshaperons modulent la formation, la réplicagbria
propagation des prions chez la levure. Cependafitmination ou la dégradation de ces prions somoee
mal connus. Notre laboratoire a montré que le psufe 26S est capable de dégrader les formese@ijbl
fibrillaire de Sup35p. Dans la premiere partie dethrese, nous avons étudié le réle du protéaso®al26s
la dégradation des formes soluble et fibrillair&)d2p. Nous avons montré que, comme pour Sup35p, le
protéasome 26S dégrade Ure2p soluble en généranpajgides amyloides issus du domaine prior} N-
terminal ainsi qu’un fragment C-terminal résistaria protéolyse. Nous avons montré que le domaiioa p
déstructuré est nécessaire pour la reconnaissateel@égradation par le protéasome. Contrairemeet @ui
avait été observé pour Sup35p, Ure2p sous sa ffibrilaire est totalement résistante a la dégrimat
protéasomale. Nous suggérons que la variabilitéctstrale aux seins des particules de prions dans un
contexte cellulaire dicte leurs interactions avex achineries protéolytiques, et plus particulienet avec
le protéasome.

Les prions de levure ont principalement été étudiéas un contexte de cellules en division actjve.
Cependant, dans la nature, la plupart des celbdesretrouvées dans un état quiescent post-mimtijous
n’avons que tres peu d’informations sur le devdas particules de prions lorsque les cellules ehttens un
état quiescent. De méme les conséquences physjoxydes prions sur la survie a long terme desdsyu
sont trés peu documentées. Dans la seconde partigacthése, nous avons utilisé le prie¥sl[] comme
modéle pour répondre a ces questions. Différerdaormations des agrégats de Sup35p conduisens g de
souches phénotypiquement distinctes du prie8I]. Nous avons constaté que les agrégats de Sup35p
subissent des changements ultra-structuraux etidonels au cours des différentes phases de cnuissa
cellulaire. Ainsi, nous avons observés des changemieportants dans la distribution de taille ehsia
I'infectiosité des polyméres de Sup35p résistantSBS formant les briques élémentaires du prieBIT.
Ces changements interviennent sans affecter lesniations structurales spécifiques a chaque sodehe
prion [PSI]. De fagon remarquable, bien quRS[] n’affecte pas le taux de croissance des levaegyrion
semble prolonger significativement la durée dedés levures. Cet effet bénéfique semble pouvdixeede
facon efficace et permanente dans les cellulessetigier méme aprés élimination d@S[]. La fixation
génétique de caractéristiques épigénétiques irsdpae PSI] ont été déja observées et 'ensemble de|ces
résultats suggére que$l] (et éventuellement d’autres prions) peut jouerdie de capaciteurs évolutifs
transitoires.
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