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Résumé 

 

Un tiers de la population européenne est touché par au moins un trouble du cerveau. 

En effet, la maladie d’Alzheimer, et les gliomes, représentent respectivement le syndrome de 

démence et les tumeurs cérébrales les plus fréquentes chez l’homme. 

Plusieurs études épidémiologiques ont montré l’existence d’une corrélation inverse entre le 

risque de développer une maladie neurodégénérative et un cancer cérébral. Ceci suggére la 

présence de dénominateurs moléculaires communs entre ces pathologies. Dans les deux cas, 

un dysfonctionnement mitochondrial est rapporté, représentant une caractéristique partagée 

par ces deux troubles neurologiques.  

La protéine kinase mitochondriale PINK1 responsable, lorsqu’elle est mutée, d’une forme 

précoce et familiale de la maladie de Parkinson, est particulièrement impliquée dans les 

processus de maintien de l’homéostasie mitochondriale. 

Par conséquent, les mécanismes moléculaires régulant PINK1 ainsi que leurs impacts au cours 

des désordres mitochondriaux répertoriés dans la maladie d’Alzheimer et les tumeurs 

cérébrales, ont suscité un intérêt central, lors de ma thèse. 

Au cours de ce travail, nous avons examiné certaines des fonctions mitochondriales de 

PINK1, associées au maintien de l’homéostasie mitochondriale dans un contexte 

« Alzheimerisé ». Nous mettons en évidence un rôle de la γ-sécrétase dans la physiologie 

mitochondriale en controllant  la régulation transcriptionnelle de PINK1 par l’AICD, le 

fragment généré conjointement avec le peptide amyloïde toxique Aβ, à partir du précurseur 

βAPP.  Nous montrons de surcroît, l’initiation de cette régulation par la parkine. 

Nous avons également mis en évidence dans des modèles in vitro et in vivo, une régulation 

transcriptionnelle négative de PINK1 par p53, le suppresseur de tumeur fréquemment muté 

dans les cancers humains. Nous mettons en évidence l’existence potentielle d’une voie 

responsable de la dérégulation des mécanismes autophagiques opérants dans les cancers 

cérébraux. 
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Préambule 

 

Le dysfonctionnement mitochondrial est une des caractéristiques communes à 

l’interface entre la Maladie d’Alzheimer (MA) et le cancer. Les neurones et les cellules 

tumorales, de part leur haute demande énergétique, sont particulièrement dépendantes de la 

fonction mitochondriale notamment pour le maintien de leur homéostasie et de leur survie. La 

mitochondrie est une organelle hautement dynamique caractérisée par un équilibre entre sa 

fusion et sa fission, une motilité conséquente dans la distribution de l’énergie et une rotation 

des mitochondries dysfonctionnantes régulé par les processus mitophagiques. Ces caractères 

spécifiques sont tous essentiels pour l’intégrité mitochondriale et pour leur fonction. La 

mitophagie ainsi que la dynamique mitochondriale sont considérées comme deux voies clés 

dans le contrôle de la qualité des mitochondries. Ces deux processus sont intimement liés aux 

fonctions de PINK1 et ont, de ce fait, suscité mon intérêt lors de mon projet de thèse qui 

concerne la compréhension du rôle de PINK1 dans la MA et le cancer. 

Cette introduction fournira une base bibliographique concernant les mécanismes 

moléculaires impliqués dans le contrôle de la qualité des mitochondries, l’altération de la 

dynamique mitochondriale et la mitophagie. Ces mécanismes, seront décrits dans un contexte 

physiologique ainsi que dans un contexte pathologique centré autour de la MA et la 

progression du cancer. Nous mettrons un accent particulier sur le rôle de PINK1 dans ces 

deux pathologies.    
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Introduction 

I. Le contrôle qualité des mitochondries  

A. Généralités sur les mitochondries 

1. Historique  

Le terme « mitochondrie » est composé de deux mots, d’étymologie grecque, 

« mitos » signifiant « filament » et « chondros » signifiant « grain ». Il a été proposé  en 1898 

par le docteur allemand Karl Benda, pour décrire un organite de type filamenteux. La 

mitochondrie a été observée pour la première fois dans les années 50, par le physiologiste 

Albert Von Kölliker. Entre 1850 et 1880, plusieurs scientifiques ont observé la présence des 

mitochondries, de manière indépendante, au sein de différents types cellulaires. Ils ont 

remarqué une variation des mitochondries en nombre, taille et localisation subcellulaire 

(Ernster and Schatz, 1981).  

Plusieurs chercheurs soupçonnaient la présence de complexes enzymatiques au sein de 

la cellule, responsables de la transformation de l’oxygène. Dans la seconde partie du XXème 

siècle, l’équipe de Serrano, purifia des mitochondries d’origines bovines (Serrano et al., 1976) 

et rapporta les propriétés de complexes de translocation des protons adénosines triphosphates. 

Deux ans plus tard, la théorie de la « chémiosmose » voyait le jour, théorie selon laquelle, un 

flux d’ions d’hydrogène à travers un complexe enzymatique mitochondrial, fournirait 

l’énergie requise pour la synthèse d’Adénosine Trisphosphate (ATP), et prendrait part à 

l’oxydation de l’oxygène (Boyer et al., 1977; Mitchell, 1977). C’est cette théorie qui valut au 

scientifique anglais Peter Mitchell le prix Nobel de chimie en 1978. Une vingtaine d’années 

plus tard, les scientifiques Paul Boyer, John Walker et Jens Skou, montraient que le passage 

de protons au sein de l’ATP synthase agissant en tant que force mécanique, entrainait la 

rotation d’une partie des protéines, catalysant la formation d’ATP à travers la phosphorylation 

d’une molécule d’Adénosine Diphosphate (ADP) (Buchanan and Walker, 1996). De cette 

découverte en découla un nouveau prix Nobel de chimie en 1997. Depuis le développement 

de la microscopie électronique en 19γ1, il est devenu possible d’analyser et de caractériser de 

manière plus précise la structure microscopique des mitochondries. 
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2. Caractéristiques générales 

La mitochondrie est un organite cytoplasmique de 1µm de diamètre environ, à 

double membrane présent uniquement chez les eucaryotes (Henze and Martin, 2003). Elle est 

retrouvée dans tous les types cellulaires mis à part les globules rouges. Chaque cellule 

contient 1000 à 3000 mitochondries, de formes et de tailles variables (globulaire, 

filamenteuse) (Wiemerslage and Lee, 2016) selon le type cellulaire. Comme les 

mitochondries ne peuvent être générées de novo, elles proviennent de mitochondries 

préexistantes suivant les processus décrits ci-dessous. 

La mitochondrie contient son propre génome (1% de l’ADN cellulaire total) 

circulaire, bicaténaire de 16569 paires de bases, conservé lors de l’évolution. L’ADN 

mitochondrial (ADNmt) est organisé dans le nucléoide de la matrice mitochondriale, la plus 

grande partie étant localisée dans les tubes mitochondriaux. Selon le type cellulaire, le nombre 

de copies d’ADNmt varie de 5 à 10 copies par mitochondrie, soit environ 5000 copies par 

cellule. Ces copies peuvent porter à la fois de l’ADNmt normal ou muté, on parle ainsi 

d’hétéroplasmie (Wallace, 2005). L’ADNmt, chez les mammifères, code 37 gènes qui 

encodent 13 protéines mitochondriales, 2 ARN ribosomaux mitochondriaux et 22 ARNs de 

transferts (information 10000 fois inférieure quantitativement aux informations de l’ADN 

nucléaire). De plus, les mitochondries peuvent contenir plus de 1000 protéines  encodées 

directement dans le noyau qui seront transloquées, du cytosol vers la mitochondrie (Taylor et 

al., 2003). L’ADNmt est hérité de la mère, alors que, l’ADNmt venant du père est éliminé 

pendant les phases précoces de l’embryogénèse chez les eucaryotes. Les systèmes de 

réparation de l’ADN sont présents mais incomplets. 

La mitochondrie est  traditionnellement considérée comme la principale source 

d’énergie et de biosynthèse du métabolisme cellulaire, certains lui conférant même l’image 

d’une  « centrale nucléaire » cellulaire. Cependant, elle possède un spectre d’actions plus 

etendu (Figure 1). Elle joue un rôle crucial dans de nombreuses voies de signalisation 

(McBride et al., 2006), dont parmi les plus importantes, l’apoptose, le vieillissement, 

l’homéostasie calcique, les fonctions de synthèse des hormones stéroidiennes ou des acides 

aminés non essentiels. 
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c. L’espace intermembranaire 

L’IMS est un espace dense d’une épaisseur de 4 à 7 nm contenant des protons H+ (rôle 

dans la phosphorylation oxydative), des molécules de cytochrome c (cyt c) (rôle dans 

l’apoptose) et des molécules de plus petits poids moléculaires (<10 kDa, ions, oses, etc). 

d. La membrane mitochondriale externe 

L’OMM, est une bicouche lipidique de 5 à 7 nm d’épaisseur, avec une composition 

proche de celle de la membrane plasmique. L’OMM contient 40% à 50% de lipides et 50% à 

60% de protéines dont des protéines membranaires formant des canaux : les Porines, qui 

permettent la diffusion libre de petits métabolites (ions et molécules de masse moléculaire 

inférieure à 10 kDa). L’OMM enveloppe l’organite séparant l’IMS du cytoplasme. Au départ, 

considéré comme une simple enceinte de confinement de la mitochondrie, de récentes études 

lui ont attribué des caractéristiques physiologiques et de signalisations importantes, grâce à 

son dialogue avec les « mitochondria-associated ER-membranes » (MAMs).  

Les MAMs, participent de manière stratégique, à la propagation des signaux 

cellulaires incluant ceux du contrôle du métabolisme lipidique, de la mort cellulaire et de 

l’homéostasie du calcium (Chami et al., 2008). En effet, le calcium est nécéssaire pour les 

complexes enzymatiques mitochondriaux. Toutefois, les mitochondries sont de mauvais 

capteurs de calcium. Ceci s’explique en partie par le fait qu’elles ne possèdent qu’un seul type 

de transporteur de calcium (MCU) (Naon and Scorrano, 2014) de faible affinité pour le 

calcium. Elles importent le calcium à partir des MAMs qui sont riches en calcium, permettant 

ainsi de contrecarrer la faible affinité du MCU pour le calcium. Des altérations des MAM sont 

observées dans des modèles cellulaires de pathologies neurodégénératives telles que la 

maladie d’Alzheimer, la maladie d’Huntington ou la maladie de Parkinson (MP). 

e. La membrane mitochondriale interne 

 En ce qui concerne l’IMM, c’est une bicouche lipidique de 5 à 6 nm avec une 

organisation très différente de celle de la membrane externe. Elle est composée de 80% de 

protéines et 20% de lipides. Elle est riche en cardiolipine, en transporteurs et complexes 

enzymatiques de la chaine respiratoire, responsables de la production de l’énergie. L’IMM a 

une structure similaire à la membrane plasmique bactérienne. Contrairement à l’OMM, elle ne 

possède pas de porines. Elle est imperméable à toutes molécules extérieures. La pénétration à 

travers l’IMM ne peut se réaliser que via des transporteurs particuliers appelés translocases.  
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f. Les crêtes mitochondriales 

L’IMM forme de nombreuses invaginations qui se replient dans des poches appelées 

crêtes. La conséquence majeure de ses invaginations est l’augmentation de la surface du 

complexe respiratoire afin d’amplifier de manière considérable, la capacité respiratoire de la 

mitochondrie. La taille et la forme des crêtes peuvent changer en fonction du signal 

intracellulaire. Ainsi, un remodelage des crêtes peut s’opérer suite à l’activation de la mort 

cellulaire programmée. Dans ce cas précis, les jonctions des crêtes s’élargissent, deviennent 

« perméables » au cytochrome c qui active des protéases spécifiques, les  caspases qui se 

chargeront de l’exécution du programme de mort cellulaire. La forme des crêtes demeure 

importante dans la formation et la stabilité de la chaine du complexe respiratoire, en une 

structure quarternaire appelée surpercomplexe. Il est donc logique que l’efficacité et le bon 

fonctionnement de la respiration mitochondriale, en réponse aux changements du 

métabolisme ou du stress cellulaire, dépendent directement de la forme des crêtes. De manière 

intéressante, les protéines qui contrôlent l’architecture des crêtes peuvent être localisées au 

niveau de l’IMM ou des MAMs. Cette coopération inter-organelles permettrait de répondre 

aux changements du métabolisme mais reste encore peu caractérisée. La dynamique 

d’orchestration de l’interaction des compartiments intra- et inter-mitochondriaux demeure 

indispensable dans la modulation de l’activité mitochondriale. 

 

Figure 2 : Ultrastructure mitochondriale 

La mitochondrie est composée d’une double membrane délimitant un espace intermembranaire et une 

matrice mitochondriale. La membrane interne forme de nombreux replis appelés crêtes 

mitochondriales.  
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B.  La dynamique mitochondriale  

Initialement décrite comme une organelle statique, la mitochondrie est aujourd’hui 

considérée comme une structure  extrêmement plastique et dynamique. Sa localisation et son 

transport à travers la cellule, représentent des mécanismes clés dans la distribution de 

l’énergie au sein des zones à hautes demandes énergétiques. Cette dynamique est essentielle 

pour répondre aux changements environnementaux de la cellule ainsi qu’aux besoins 

intrinsèques. Le transport des mitochondries s’effectue de manière rapide (de l’ordre du 

micromètre par seconde) le long du réseau de microtubules. Dans le cas de cellules 

neuronales, l’enrichissement en mitochondries dans les zones à forts besoins énergétiques, 

c’est-à-dire, au niveau des synapses, des cônes de croissance ou des nœuds de Ranvier, fait 

appel à un mouvement dit antérograde. Ce mouvement intervient depuis le soma vers les 

régions distales du neurone à l’aide d’un complexe « Mitochondrial Rho GTPase 1 » (Miro)-

Glycosylphosphatidylinositol (Milton)/Kinésine. Le mouvement contraire c'est-à-dire 

rétrograde, s’effectue des zones distales vers le soma neurones. Il est pris en charge par le 

complexe Miro-Milton/Dynéine (Figure 11). 

Tout en préservant sa motilité au sein de la cellule, la mitochondrie doit garder une 

morphologie précise, de manière à toujours répondre aux diverses agressions et stress subis 

par la cellule. Pour cela, la mitochondrie oscille continuellement entre sa fusion et sa fission, 

cherchant l’équilibre entre ces deux processus qui in fine, contrôlent la forme, la taille et le 

nombre des mitochondries sous-tendant leur bon fonctionnement. En effet, la dynamique et la 

structure mitochondriale sont directement corrélées aux fonctions mitochondriales incluant la 

conversion de l’énergie, la biosynthèse des acides aminés et des stéroïdes, la beta-oxydation 

(β-oxydation) des acides gras, la modulation du signal calcique et l’amplification de 

l’apoptose. La structure  mitochondriale est donc naturellement régulée par un ensemble de 

protéines répondant à divers signaux cellulaires tels que la phosphorylation ou 

l’ubiquitination. Ces protéines pléiotropes participent au processus d’apoptose, au mouvement 

des mitochondries, à la signalisation calcique et à la régulation de l’autophagie. Les acteurs 

principaux qui interviennent dans le remodelage du réseau mitochondrial sont des protéines 

liées à la dynamine, de large GTPases qui participent donc à la fois à la fusion, la fission ou la 

tubulation des membranes (McNiven et al., 2000). 

1. La fusion mitochondriale  

Le processus de fusion mitochondriale (Figure 3) conduit à un  nombre réduit de 

mitochondries plus larges et allongées formant un vaste réseau interconnecté. Elles participent 



 
 

P a g e  | 8  
 

à la restauration et à la réparation des mitochondries. Elles requièrent la fusion entre elles des 

membranes externes et des membranes internes des deux mitochondries engagées dans le 

processus de fusion (Mishra and Chan, 2014). Elles sont catalysées par des GTPases de 

l’OMM et l’IMM. Deux acteurs clés ont été identifiés : 

a. Mfn 1/2 

Mfn1 et Mfnβ servent d’ancres dans l’OMM, par l’intermédiaire de leurs 2 domaines 

transmembranaires, et contiennent en leurs extrêmités N-Terminales, le domaine GTPase. 

Elles forment des homodimères ou des hétérodimères qui vont se lier à la mitochondrie 

voisine, entrainant leur fusion grâce à  l’hydrolyse du GTP (Chen et al., 2003). Bien que les 

deux formes de Mfn partagent un taux de similarités de 81% et sont toutes les deux requises 

pour la fusion, elles exercent des fonctions distinctes (Eura et al., 2003; Koshiba et al., 2004). 

L’invalidation de Mfn1 chez la souris, induit plus de mitochondries fragmentées que 

l’invalidation de Mfnβ (Cosson et al., 2012). L’invalidation des deux formes est léthale, in 

utéro, chez la souris (Kasahara et al., 2013). En effet, le rôle majeur de Mfn1 est de contrôler 

l’assemblage de la mitochondrie en trans et d’induire la fusion avec Opa1. Le rôle de Mfn2 

demeure plus incertain (Chen et al., 2005). Mfn2 forme des complexes permettant le 

rapprochement et la fusion entre le RE et la mitochondrie au niveau des MAMs. Cette  

cascade entraine la synthèse, le transfert des lipides, de l’énergie mitochondriale et du calcium 

entre les deux organelles ainsi que la mort cellulaire (dépendante du calcium). Cependant, ce 

rôle reste encore discuté puisque plusieurs études montrent des résultats divergents.  

b. Opa1  

La «dynamin-like 120 kDa protein mitochondrial» Opa1 est une GTPase, ancrée dans 

l’IMM où la protéine est exposée vers l’IMS (Olichon et al., 2002). Elle contient un signal de 

localisation mitochondrial (MTS) en extrêmité N-Terminale clivé suite à sa translocation dans 

la mitochondrie. Il existe huit isoformes d’Opa1 chez l’homme (Song et al., 2007) contre 4 

chez la souris (Akepati et al., 2008). Opa1 est clivée et la taille de l’isoforme régit son 

implication dans le processus de fission et fusion. Ainsi, les formes longues favoriseront la 

fusion, tandis que les formes courtes, la fission (Baricault et al., 2007; Ishihara et al., 2006). 

Ce mécanisme permet de réguler par conséquent la balance entre fusion et fission. L’activité 

d’Opa1 nécessite la Mfn1 (Cipolat et al., 2004). Opa1 n’est pas seulement impliquée dans le 

contrôle de la dynamique mitochondriale. Elle contrôle aussi la mort cellulaire en régulant la 

taille et la largeur des jonctions des crêtes mitochondriales, ce qui se traduit par une altération 

de la libération de Cyt c (Arnoult et al., 2005). 
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c. Les modifications post-traductionnelles des protéines de fusion 

D’autres régulations post-traductionnelles telles que la phosphorylation, 

l’ubiquitination, la déubiquitination ou la dégradation, peuvent affiner la dynamique 

mitochondriale en ajoutant un niveau additionnel de complexité dans sa régulation. Il est 

important de noter que Mfn1/2 peuvent être ubiquitinées par la parkine (Chan et al., 2011; 

Glauser et al., 2011), ce qui impactera, comme décrit plus tard, la dynamique et l’homéostasie 

mitochondriale . 

2. La fission mitochondriale 

La fission mitochondriale (Figure 3) est un processus qui augmente le nombre de 

mitochondries, de plus petites tailles et de formes circulaires. A l’inverse de la fusion, le 

mécanisme de fission entraine la division d’une seule mitochondrie en deux mitochondries 

séparées. La fission est orchestrée par une gamme de protéines dont quelques une seront 

décrites ci-dessous. 

a. Drp1 / Dnm1 

Chez les mammifères, la fission nécessite le recrutement transitoire de la « Dynamin-

related protein » (Drp1) (Su et al., 2010a, 2010b). Drp1 qui possède également un rôle dans la 

fission des péroxisomes, est principalement cytosolique. Drp1 une fois transloquée au niveau 

de la mitochondrie oligomérisera, engendrant une structure en forme d’anneau (Mears et al., 

2011; Smirnova et al., 2001). Cet anneau participe au resserrement de la structure tubulaire 

mitochondriale afin d’induire la fission. Ce phénomène de fission, peut être renforcé par 

d’autres protéines (« mitochondrial fission protein 1 » (Fis1), « mitochondrial fission factor » 

(Mff), « mitochondrial dynamics protéins of 49 and 51 kDa » (MiD49 et MiD51)) qui ont 

pour objectif de recruter Drp1 vers la mitochondrie (Losón et al., 2013). 

b. Les modifications post-traductionnelles des protéines de fissions 

Des régulations post-traductionnelles telles que la phosphorylation, l’ubiquitinylation, 

la sumoylation  ou la nitrosylation, peuvent également affiner la dynamique mitochondriale, 

ajoutant un niveau de complexité supplémentaire. Ainsi,  la phosphorylation de Drp1, selon 

l’effecteur et le résidu phosphorylé, accroit ou réduit son activation et Drp1, est ubiquitinylé 

par la parkine (Wang et al., 2011).  
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Figure 3 : La dynamique mitochondriale : entre fusion et fission 

La fission produit deux mitochondries filles à partir d’une mitochondrie « parentale ». Les 
mitochondries sont fractionnées en plus petites tailles et plus grand nombre. Le processus de fusion 
de deux mitochondries en une seule est caractérisé par un nombre plus bas de mitochondries, de plus 
grandes tailles et allongées formant un réseau tubulaire. 

 

3. La dynamique mitochondriale et la mitophagie 

La dynamique mitochondriale et le contrôle de la qualité mitochondriale sont des 

processus interconnectés (Figure 4). Cette assertion est corroborée par l’observation d’effets 

délétères/létaux induits par l’invalidation de Mfn1/β, Opa1 ou Drp1 ainsi que par les maladies 

sévères induites par leurs mutations (Benard et al., 2007; Chen et al., 2005). 

La fission mitochondriale joue un rôle important dans la mitophagie et contribuera à 

ce processus, notamment, en séparant les domaines endommagés des parties saines d’une 

mitochondrie  (Buhlman et al., 2014; Twig et al., 2008) (Figure 5). L’augmentation de la 

fission et la diminution de la fusion réduit la taille des mitochondries dysfonctionnelles, 

entrainant leur assimilation par l’autophagosome (Buhlman et al., 2014; Twig et al., 2008). La 

perturbation de la fission affaiblit la mitophagie, favorisant l’accumulation des mitochondries 

défectueuses. La fragmentation des mitochondries, suite à leur fission, représente une étape 

importante et conduit vers la mitophagie tandis que l’élongation des mitochondries, suite à 

leur fusion, protège de la dégradation mitochondriale. 
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Figure 4 : Lien entre la dynamique mitochondriale et  la mitophagie  

La fission d’une mitochondrie permet l’isolement de la partie endommagée afin qu’elle soit détruite. La 
fusion de deux mitochondries permet de diluer les faibles dommages, à l’aide d’une mitochondrie 
saine empêchant sa dégradation par mitophagie.  
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C. La Mitophagie 

1. Principe 

L’autophagie peut mener à la 

destruction d’une organelle de manière 

spécifique (Lynch-Day and Klionsky, 

2010), et ciblée. La mitophagie (Figure 

5) est un mécanisme autophagique 

(BOX1) de dégradation spécifique de la 

mitochondrie (Lemasters, 2005). C’est 

une étape essentielle du  contrôle 

qualité des mitochondries. L’autophagie 

sélective est basée sur la reconnaissance 

et la dégradation de cibles spécifiques 

dépendantes de récepteurs qui 

sequestrent « Light Chain 3 » (LC3) 

(Tanida et al., 2008). 

Les principaux acteurs de la 

mitophagie, sont la parkine et PINK1. 

Ces protéines clé du processus 

mitophagique, intéragissent avec les 

récepteurs ou adaptateurs 

mitophagiques pour éliminer les 

mitochondries défectueuses comme 

détaillé dans les chapitres suivants. 

 

L’autophagie            BOX 1 

L’autophagie (ou macroautophagie) désigne la voie de 
catabolisme majeure des protéines et organelles 
endommagées. Elle représente une rénovation 
continuelle des réserves en nutriment qui confère une 
fonction de cytoprotection. Durant ce processus, la  
formation d’une vésicule (a) à double membrane, 
l’autophagosome(b), englobe/phagocyte (c) une partie du 
cytoplasme pour son élimination. La fusion de 
l’autophagosome avec le lysosome, l’autolysosome (d), 
recycle le matériel (e) en direction du cytosol. Elle 
dépend de protéines échaffaudages tel que LC3 ou 
« Gamma-aminobutyric acid receptor-associated 
protein »  (GABARAP), localisée dans les membranes 
des vésicules autophagiques. Par conséquent, LC3 est 
communément utilisée en tant que marqueur de 
l’induction autophagique, symbolisé par l’augmentation 
de la forme II clivée de LC3-I. L’élévation du niveau de 
base, et donc son activation, sera engendrée au cours 
d’un stress.  

 

Mécanisme de l’autophagie ou macroautophagie :   

l’autophagie dite « non-sélective » 
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Figure 5 : Processus mitophagique  

Le processus d’autophagie sélective menant à la dégradation des mitochondries, la mitophagie 
s’éxécute en différentes étapes. La mitochondrie endommagée est phagocytée par le 
«mitophagosome» pour être dégradée à la suite de la fusion du  lysosome avec le «mitophagosome» 
devenant le «mitophagolysosome». 

 

2. Les récepteurs mitophagiques 

Durant la mitophagie, les mitochondries endommagées sont reconnues de manière 

sélective à l’aide de récepteurs mitophagiques exprimés dans L’OMM. Ils s’associent et 

recrutent les protéines autophagiques. Beaucoup de ces récepteurs possèdent un motif de 

liaison LC3-interacting region (LIR) (Birgisdottir et al., 2013). Ils sont caractérisés par leur 

capacité de liaison à la cible ou aux membranes autophagosomales. Une autre classe de 

protéines réceptrices, les adaptateurs autophagiques, ne se fixant pas sur LC3, servent de point 

d’ancrage pour la machinerie autophagique et régulent l’initiation, la conjugaison, le transport 

et la fusion des autophagosomes. Le signal autophagique le plus répandu chez les 

mammifères est l’ubiquitination de la cible. Beaucoup de récepteurs autophagiques possèdent 

un domaine de liaison à l’ubiquitine. L’activité des récepteurs autophagiques est fortement 

régulée par l’induction de leur expression, leur localisation cellulaire, et de multiples 

modifications post-traductionnelles afin de les maintenir à faible niveau en condition normale. 

Plusieurs récepteurs ont ainsi été identifiés. Certains récepteurs restent inconnus et/ou leurs 

mécanismes demeurent encore obscurs. De ce fait, j’illustrerai ma description par le recepteur 

autophagique « Sequestosome-1/ubiquitin-binding protein p62 » (p62) ainsi que son lien 

fonctionnel avec la voie PINK1/parkine  (Figure 5, Figure 9). 
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3. p62/SQSTM1  

C’est le premier récepteur identifié chez l’homme (Bjørkøy et al., 2005; Pankiv et al., 

2007). Initialement caractérisée comme protéine d’échafaudage, p62 participe à plusieurs 

voies de signalisation importantes. Elle est d’abord décrite dans les réponses traitant les 

défauts d’agrégrations protéiques (Pankiv et al., 2007). Un défaut dans leur dégradation 

conduit à la formation de corps d’inclusion contenant des protéines agrégées poly-

ubiquitinées, une des caractéristiques typiques des pathologies neurodégénératives telles que 

la MA (Zatloukal et al., 2002). L’accumulation de protéines ubiquitinylées sera à l’origine de 

l’augmentation de p62. Les mutations de p62 perturbent la clairance autophagique des 

protéines ubiquitynilées et agrégées. Elle est capable de s’auto-oligomériser, un processus 

critique pour sa translocation dans la membrane autophagosomale. En revanche, la 

dégradation autophagique de p6β dans l’autophagosome, dépend de l’interaction LIR-LC3 

(Pankiv et al., 2007). C’est en 2010 que l’hypothèse de sa participation dans la clairance 

d’une mitochondrie endommagée, par la cascade majoritaire 

PINK1/parkine/ubiquitine/p62SQSTM1 a été proposée (Geisler et al., 2010) et lui procurant 

ainsi, un potentiel rôle en tant que récepteur mitophagique (Figure 9). 

4. La cascade PINK1/parkine /p62 

La cascade PINK1/parkine/p6β représente une des voies majoritaires de l’élimination 

des mitochondries endommagées et à ainsi porter une attention particulière lors de mes 

travaux de thèse. De manière remarquable, la parkine peut compenser les effets de la perte de 

fonction de PINK1 tandis que PINK1 ne peut compenser celle de la parkine, suggérant que 

PINK1 et la parkine évoluent dans une même voie, dans laquelle, la parkine se situe en aval 

de PINK1 (Clark et al., 2006; Park et al., 2006). Les mutations de la parkine  ou de PINK1, 

associées aux formes autosomales récessives de la MP, se traduisent globalement par le même 

phénotype clinique. L’évidence d’un mécanisme mettant en jeu PINK1 et la parkine, fut 

suggéré par la découverte que l’association fonctionnelle de ces deux protéines pouvait 

promouvoir la suppression des mitochondries endommagées conduisant à la mitophagie 

(Narendra et al., 2008a). C’est ainsi que mes travaux concernant essentiellement PINK1, 

seront détaillés dans la section lui étant dédiée. 
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II. PTEN INDUCED KINASE 1 : PINK1   

A. Historique  

Suite à l’introduction exogène du suppresseur de tumeur « phosphatase and tensin 

homolog mutated in multiple advanced cancers 1 » (PTEN) dans une lignée de cellules 

cancéreuses, l’équipe de Matsushima-Nishiu (Matsushima-Nishiu et al., 2001) met en 

évidence l’expression d’une protéine jusqu’alors inconnue PINK1, acronyme de PTEN-

induced putative kinase 1 (OMIM 608309). PINK1 a été clonée pour la première fois en 2001 

(Unoki and Nakamura, 2001). Le gène codant la protéine PINK1, a été identifié en 2004, par 

l’équipe de Valente (Valente et al., 2004a). C’est dans une famille italienne que les premières 

mutations du gène de PINK1 (faux-sens ou non-sens) furent identifiées et associées à des cas 

autosomaux récessifs à début précoce de la maladie de Parkinson (MP) (Valente et al., 2004a, 

2004b). 

B. Généralités : du gène à l’activité kinase de PINK1 

1. Le locus PARK6 : gène de PINK1  

Grâce aux approches d’associations d’études de familles parkinsoniennes, le gène 

codant pour PINK1 (Ensenml ID : ENSG00000158828) a été identifié. Il se situe dans la 

région 3,7cM, 2,8Mb région du chromosome 1p36-p35 (le brin 1:20959948-20978004(1)). Le 

locus de « Parkinson disease protein » PARK6 contient 8 exons pour 1.8 kb (Valente et al., 

2001). 

2. Les Mutations de PINK1 

Indubitablement, la découverte de mutations sur PINK1, il y a 10 ans, chez des 

patients présentant une forme à début précoce de MP  renforce l’hypothèse du défaut 

mitochondrial au sein des formes génétiques et sporadiques (BOX 2) de la MP (Valente et al., 

2004b), mais aussi de proposer une possible implication de PINK1 dans l’étiologie d’autres 

pathologies associées au dysfonctionnement mitochondrial comme la MA et le cancer. 

Génétique de la MP : formes génétiques et formes sporadiques           BOX 2 

5% des cas de syndromes Parkinsoniens sont dus à des causes purement génétiques. PINK1 a été liée aux 
formes monogéniques rares de MP et représente la seconde cause plus fréquente de MP juvénile précoce 
(après la Parkine, à l’origine de 1% à 9% des formes précoces de MP).  
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3. L’ARNm de PINK1  

a. Expression de l’ARNm de PINK1 

L’ARN de PINK1 est exprimé dans tous les tissus des souris et chez l’homme avec 

une forte expression dans le cerveau, le cœur, les testicules et les muscles squelettiques, et une 

plus faible expression dans les ovaires, le thymus et le colon. La distribution de PINK1 dans 

le cerveau de rat et de souris est homogène incluant le cortex ou encore l’hippocampe ainsi 

que des zones touchées dans la MP, comme la substance noire pars compacta  et le noyau 

caudé. (Blackinton et al., 2007; Taymans et al., 2006). Chez la drosophile, l’ARNm de PINK1 

est retrouvé dans la rétine et le cerveau. 

b. Régulation de l’ARNm de PINK1 

L’ARNm de PINK1 est régulé par la protéine PTEN, une phosphatase suppresseur de 

tumeurs mutée dans plusieurs cancers. Elle régule positivement l’expression de l’ARNm de 

PINK1 (Unoki and Nakamura, 2001). La diminution du niveau endogène de l’ARNm de 

PINK1 observée dans un modèle de souris dépourvu de PTEN conforte ces résultats  (Mei et 

al., 2009). PTEN n’étant pas un facteur de transcription, la question de la présence d’un 

intermédiaire doté d’une activité transcriptionnelle a donc été soulevée. De manière 

intéréssante, le facteur de transcription FOXO3a a été retrouvé inactivé dans le modèle de 

souris invalidée en PTEN (Zhou et al., 2015). 

FOXO3a fait partie de la famille des facteurs de transcription FOXO, dont l’activation, 

protège généralement la cellule contre le stress cellulaire, notamment oxydatif en modulant 

l’expression de gènes impliqués dans la réponse anti-oxydante (Kops et al., 2002) une 

fonction réminiscente de celle attribuée à PINK1. L’invalidation de FOXO3a, par ARN 

interférence a permis de montrer une diminution du niveau d’ARNm des transcrits de PINK1. 

De plus, l’expression de PINK1 est induite dans des neuroblastomes (SH-SY5Y) suite, à la 

privation en sérum, inductrice de FOXO.  Finalement le facteur de transcription FOXO3a 

accroît l’expression de l’ARNm de PINK et représente à ce jour le seul facteur de 

transcription régulant PINK1 avec plusieurs éléments de liaison identifiés sur son promoteur 

(Mei et al., 2009).  

 



 
 

P a g e  | 17  
 

4. La protéine PINK1 

PINK1 est transloquée dans la mitochondrie où elle sera accumulée ou renvoyée dans 

le cytosol. Son temps de demi-vie est faible, environ 30 minutes, en conditions basales.La 

dégradation de PINK1 est conditionnée par sa localisation sub-cellulaire et intervient 

principalement par le système protéasomal dans le cytoplasme (Muqit et al., 2006). 

a. Structure protéique de PINK1 

PINK1 (Figure 6) (Trempe and Fon, 2013) est une sérine/thréonine (et ubiquitine) 

kinase de 63kDa composée de 581 acides aminés . Elle possède un MTS en N-terminal (site 

de clivage par des peptidases entre les résidus 34 et 35) et un domaine transmembranaire 

(TM), important pour l’orientation de son domaine catalytique (Silvestri et al., 2005; Valente 

et al., 2004b; Zhou et al., 2008a). Le domaine kinase hautement conservé (résidu 156 à 509), 

supporte son rôle neuroprotecteur (Haque et al., 2008a) et la plupart des mutations de PINK1 

entrainent la perte de son activité (Corti et al., 2011; Deas et al., 2009; Valente et al., 2004b). 

Les autres sous-domaines sont impliqués dans la liaison de l’ATP (sous-domaines I-IV), dans 

son activité catalytique (sous-domaines VIa-VII-XI), son orientation (sous-domaine II), sa 

stabilisation (sous-domaine VIII), sa structure et sa reconnaissance du substrat (sous-

domaines IV-V).   

Figure 6 : Illustration de la structure en 3 Dimensions de la protéine PINK1  

D’après J.F Trempe et E. A. Fon 2013.  
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b. Répartition tissulaire de PINK1 

PINK1 est exprimée de manière ubiquitaire chez l’homme, avec une expression forte 

dans le foie et le tissu épithélial mais également les glandes surrénales et mammaires, la 

prostate, le pancréas, les reins, l’estomac, les intestins, et l’hypophyse. Elle est plus faible, 

voire absente, dans la vessie, l’épiderme, les vaisseaux sanguins, les cellules musculaires 

lisses, les cellules endothéliales et le gyrus dentelé. Au niveau cérébral,  elle est présente dans 

la substance grise, au niveau du cortex, du striatum, de l’amygdale, de l’hippocampe, du tronc 

cérébral et dans les neurones corticaux et cellules de Purkinje contrairement à la substance 

blanche et les cellules gliales (Berthier et al., 2011; Blackinton et al., 2007). Chez la souris et 

Les mutations homozygotes et hétérozygotes           BOX 3 

Plus de 100 mutations homozygotes sur le gène de PINK1 ont été identifiées (Corti et al., 2011 ; Deas et al. 
2009) et associées aux formes autosomales récessives de la MP dans diverses populations de différentes 
ethnies. La plupart des mutations hétérozygotes de PINK1 ont été retrouvées dans des patients présentant 
une MP tardive et rarement dans des cas de formes récessives, suggérant un possible rôle des mutations de 
PINK1 comme facteur de susceptibilité (Deas et al., 2009; Gandhi et al., 2006; Klein et al., 2007; Valente et 
al., 2004a). Quatre mutations hétérozygotes dans des cas sporadiques de MP (A339T, Y431H, N451S, 
C575R) ont notamment été répertoriées. 

La localisation structurale protéique des mutations de PINK1  

La majorité des mutations de PINK1 (Corti et al., 2011 ; Deas et al. 2009), sont localisées sur le domaine 
kinase Ser/Thr suggérant que la perte de l’activité kinase joue un rôle crucial dans l’établissement de la 
pathologie MP associée à PINK1.  

 

Structure et mutations de PINK1 : D’après Olga Corti, Suzanne Lesage, Alexis Brice β011. 
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le rat, PINK1 est fortement exprimée dans la substance grise contrairement à la substance 

blanche, dans le cortex, les neurones dopaminergiques, l’aire tegmentale ventrale, 

l’hippocampe, le striatum, le thalamus, l’agmydale, la susbtance noire et plus faiblement dans 

le gyrus dentelé. Elle est en revanche détectée dans la glie chez la souris, ce qui n’est pas 

observé chez l’homme. Une forte expression est décrite dans les tissus périphériques tels que 

le foie, la langue et la glande surrénale (Blackinton et al., 2007; Taymans et al., 2006). 

Chez l’homme, il existe deux isoformes cérébrales majeures de 63kDa et 52kDa 

(Beilina et al., 2005; Weihofen et al., 2008). La forme de 52kDa, représente la forme mature 

obtenue à partir du clivage dans la mitochondrie de la forme de 63kDa. Une fois clivée, la 

forme de 52kDa est transloquée dans le cytosol où elle sera dégradée (Beilina et al., 2005; 

Fedorowicz et al., 2014).  

c. Les modifications post-traductionnelles  

i. Clivage et protéolyse de PINK1 

Il a été montré que PINK1 est importée dans la mitochondrie grâce à sa séquence MTS 

(Valente et al., 2004a). Dans une mitochondrie saine (Figure 7), le potentiel membranaire 

mitochondrial conduit à la translocation de PINK1 dans l’IMM, par des systèmes de transport 

« translocase of outer membrane » (TOM) et « translocase of inner membrane » (TIM) 

(Lazarou et al., 2012), respectivement localisés  au niveau de l’OMM et l’IMM. Une fois dans 

l’IMM, PINK1 est clivée par une série d’enzymes « Mitochondrial processing peptidase » 

(MPP),  Les protéases « presenilins-associated rhomboide-like » (PARL) ou « mitochondrial 

AAA proteases» (m-AAA) et « caseinolytic mitochondrial matrix peptidase chaperone 

subunit » (ClpX) dont le rôle exact de chacune reste encore indéterminé. Le clivage de PINK1 

dans l’IMM par PARL, de la partie transmembranaire hydrophobe entre les acides aminés 

A103 et F104 du fragment de 63kDa, génére un deuxième fragment d’environ 52kDa. (Deas 

et al., 2009; Meissner et al., 2011; Shi et al., 2011; Greene et al., 2012). Cette coupure génère 

ainsi un fragment déstabilisé en N-terminal qui est transloqué de la mitochondrie vers le 

cytosol (Weihofen et al., 2008; Yamano and Youle, 2013). Dans le cytosol, la coupure de la 

forme entière de PINK1 libère le résidu phénylalanine exposé en N-terminal. Il est rapidement 

reconnu et dégradé par un système ubiquitine protéasome nommé E3 ubiquitine ligase UBR1, 

UBR2 et UBR4 (Yamano and Youle, 2013). Cette cascade est le signe de la « bonne santé » 

d’une mitochondrie. 
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Le clivage de PINK1, par les PARLs, dépend du potentiel mitochondrial (Narendra et 

al., 2010). En effet, une mitochondrie endommagée perd sa capacité à maintenir son potentiel 

transmembranaire (due à un défaut de sa chaine de transport d’électron) entrainant un blocage 

de la translocation de PINK1 dans l’IMM et son accumulation dans l’OMM (Jin et al., 2010). 

Son domaine kinase est exposé vers l’extérieur de la mitochondrie et donc potentiellement 

accessible pour les substrats cytosoliques (Zhou et al., 2008b). Dans l’OMM, PINK1 se lie au 

complexe TOM (Lazarou et al., 2012) ce qui prévient son clivage par les PARL. Une petite 

sous unité du complexe TOM, Tom7 contribue  à l’accumulation de PINK1 dans l’OMM 

(Hasson et al., 2013) favorisant son autophosphorylation sur les Ser228 et Ser402  (formation 

d’un surpercomplexe moléculaire comprenant le complexe TOM et un dimère de PINK1 qui 

facilite son  autophosphorylation). Cette autophosphorylation est  requise pour son activité 

kinase qui régit la phosphorylation de l’ubiquitine et de la parkine, et le recrutement de cette 

dernière (Okatsu et al., 2012). Ce mécanisme explique comment PINK1 peut identifier une 

seule mitochondrie déficiente parmi une population complexe de mitochondries saines. 

 

Figure 7 : Protéolyse de PINK1 

Dans les mitochondries saines PINK1 est constitutivement clivée et le produit engendré est exporté 
dans le cytosol pour être dégradé par le protéasome. Dans les mitochondries endommagées, le 
potentiel mitochondrial est altéré, PINK1 s’accumule et promeut la mitophagie. 
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ii. L’activité kinase de PINK1 : les substrats  

PINK1 est capable de phosphoryler de nombreux substrats. Parmi ceux-ci, « TNF 

receptor-associated protein 1 » (TRAP1) module la protection mitochondriale contre 

l’apoptose (Pridgeon et al., 2007). La parkine qui intervient dans les processus de mitophagie, 

est phosphorylée sur la Thréonine175 (Thr) ce qui induit sa translocation à la mitochondrie 

(comme décrit précédemment) (Narendra et al., 2008a, 2010; Shiba-Fukushima et al., 2014; 

Vives-Bauza et al., 2010). La protéine Miro est directement phosphorylée par PINK1, sur la 

Ser156 (Ser) et la Thr299, qui régule par cet intermédiaire, le trafic mitochondrial (Kane and 

Youle, 2011; Weihofen et al., 2009). PINK1 est aussi capable de moduler la phosphorylation 

d’un autre régulateur de l’homéostasie mitochondriale « 5-hydroxytryptamine (serotonin) 

receptor 2a/omi » Htra2/Omi (Plun-Favreau et al., 2007). De manière synthétique, on peut 

dire que PINK1 module, par l’intermédiaire du statut de phosphorylation de ses substrats 

intervenant dans une série de cascade de signalisation, diverses voies cellulaires impliquées 

dans le contrôle de processus importants incluant la réponse autophagique. 

iii. L’autophosphorylation de PINK1 

Une autre caractéristique de PINK1 est sa capacité à autoréguler son activité kinase. 

En effet, PINK1 peut s’autophosphoryler sur de multiples résidus. L’autophosphorylation de 

PINK1 est un processus d’auto-activation et donc, d’activité de sa fonction kinase. Cette 

observation a été mise à profit pour augmenter artificiellement la stabilité, et donc l’activité de 

PINK1. En effet, le traitement au carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone (CCCP) 

augmente son activité de phosphorylation (Aerts et al., 2015). 

Une autre protéine « the microtubule affinity-regulating kinase 2 » (MARK2) peut 

également phosphoryler PINK1 sur la Thr313, et réguler son activité. Les conséquences 

fonctionnelles de cette phosphorylation sont le contrôle du trafic des mitochondries au sein 

des neurones. (Matenia and Mandelkow, 2014; Matenia et al., 2012). 

C. Les différentes fonctions de PINK1 

La plupart des fonctions de PINK1 (Figure 8), sont liées à son activité kinase comme 

le suggère la localisation de la mutation « perte de fonctions » qui se situent sur son domaine 

catalytique (BOX 3) (Corti et al., 2011 ; Deas et al. 2009; Marongiu et al., 2009). De plus, 

beaucoup de celles-ci sont directement ou indirectement associées à la mitochondrie comme 

l’indique sa fonction primaire dans l’homéostasie mitochondriale. 
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La Parkine          BOX 4a 

Généralités 

La parkine est une E3 ubiquitine ligase possédant une activité de 
facteur de transcription (Alves Da Costa et al., 2009, Alves Da 
Costa and Checler, 2010). Elle est associée aux formes 
autosomales récessives de la MP. La parkine contrôle 
l’homéostasie protéique et mitochondriale grâce à 
« l’étiquetage » ubiquitine de ses cibles, les conduisants vers la 
voie UPS (une voie majeure de dégradation des protéines par le 
protéasome et dans la voie autophagique.  

Conformation protéique  

La parkine appartient à la famille des protéines à doigts de zinc 
(Winklhofer, 2014). Elles sont composées d’un domaine UBL 
(Ubiquitin like domain), trois domaines RING (Really Interesting 
New) RING0, RING1, RING2 et un autre domaine se liant au zinc, 
le domaine IBR (In between ring), associés de manière RING1-
RING(IBR)-RING2. Le domaine RING1 contient un site de liaison 
pour l’Eβ ubiquitine ligase et le domaine RINGβ porte le site 
catalytique impliquant le résidu cystéine (C431). Le domaine 
RING0 constitue le domaine d’interaction avec PINK1 (Xiong et 
al., 2009). Le domaine UBL possède une structure similaire à 
l’ubiquitine, ainsi qu’un élément répresseur (REP). Ces derniers 
bloquent les sites de liaison et catalytique. Ainsi, la parkine doit 
obligatoirement changer de conformation pour être active. 
L’activation de la parkine permet la mono- ou poly-ubiquitination 
de ces substrats (Iguchi et al., 2013; Lazarou et al., 2013; Spratt 
et al., 2014; Walden and Martinez-Torres, 2012; Wenzel et al., 
2011).  

 

Structure 3D de la parkine: D’après K.F. Winklhofer 2014. 

1. PINK1: un senseur et contrôleur de la santé mitochondriale.  

PINK1 agit comme un senseur de la santé mitochondriale en surveillant en continu son 

statut. Elle supprime les mitochondries endommagées du réseau mitochondrial de la cellule 

via une forme de 

macroautophagie sélective.  

Ce procédé est 

directement dépendant de la 

localisation (transport) et de la 

dynamique mitochondriale, deux 

processus associés aux fonctions 

de PINK1 (Chan, 2012; Yang et 

al., 2008b). 

De ce fait, la mitochondrie 

endommagée sera fragmentée 

suite à la baisse de son potentiel 

mitochondrial et éliminée par les 

composants de la machinerie 

autophagique/ lysosomale. Les 

mitochondries endommagées sont 

dégradées au niveau du soma, 

loin des zones en demande forte 

d’énergie. En conditions 

normales, la mitophagie est 

inhibée par le fragment PINK1 

cytosolique qui s’associe à la 

parkine (Kitada et al., 1998) 

conduisant ce complexe néo-

formé à sa dégradation 

(Fedorowicz et al., 2014).   

En condition de stress 

(Figure 9), la dépolarisation des 

mitochondries entraine l’activation de PINK1 qui s’accumule dans l’OMM (Jin et al., 2010). 
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La Parkine         BOX 4b 

Recrutement et activation de la parkine par PINK1 

La parkine présente une haute affinité pour l’ubiquitine 
phosphorylée sur la sérine 65 (S65/pS65-Ub) et se fixe à  cette 
dernière. Cette fixation entraine son recrutement du cytosol vers 
l’OMM (Koyano et al., 2014; Okatsu et al., 2015; Shiba -
Fukushima et al., 2014). Cette liaison entre pS65-Ub et le 
domaine RING0 (residue K151), RING1 (residue H302 et R305) 
et RING (IBR) (residue Y312) constitue la poche « pS65-Ub-
binding pocket (Kazlauskaite et al., 2015; Wauer et al., 2015; 
Yamano et al., 2015). Elle entraine de manière structurale le 
déplacement des domaines inhibiteurs UBL et REP, levant l’auto-
inhibition de la parkine.Ce changement de conformation, en une 
nouvlle configuration est  dite « ouverte» (Caulfield et al., 2015). 
De plus, ce déplacement du domaine UBL permet sa 
phosphorylation sur la Ser65, par PINK1 (Zheng and Hunter, 
2014) qui stabilise cette configuration « ouverte » et renforce la 
liaison parkine et pS65-Ub (Kumar et al., 2015). De cette 
manière, le domaine RING1 devient accessible aux liaisons avec 
des enzymes E2 rendant la cystéine du domaine catalytique de 
RING2, vulnérable à la formation de  thioester ubiquitine et son 
action d’ubiquitination. 

 

Passage en configuration « active » de la parkine:               

D’après Xinde Zheng, Tony Hunter 2014. 

Elle phosphoryle l’ubiquitine sur la Ser65 (S65) et recrute et active plusieurs  protéines de 

l’OMM dont la parkine (BOX 4a) (Kondapalli et al., 2012; Koyano et al., 2014; Okatsu et al., 

2015; Shiba-Fukushima et al., 2014). Après son activation, la parkine ubiquitine d’autres 

protéines de l’OMM qui constitueront de nouveaux substrats pour la phosphorylation de 

PINK1 (Chen and Dorn, 2013) 

nécessaires pour la 

reconnaissance, le recrutement et 

l’activation de nouvelles 

molécules de parkines.  C’est 

ainsi que la parkine régule 

notamment la Mfn2 (Chen and 

Dorn, 2013). La parkine se fixe à 

Mfn2 de manière dépendante de 

PINK1, qui phosphoryle Mfn2 et 

renforce, de la sorte, l’activité 

ubiquitine de la parkine (Gegg et 

al., 2010; Poole et al., 2010; 

Ziviani et al., 2010). La mise en 

place de cette boucle renforce et 

accélère la translocation de la 

parkine ainsi que  la destruction 

de la mitochondrie endommagée. 

En plus d’ubiquitinyler les 

protéines de l’OMM, la parkine 

catalyse la formation de deux 

chaines de poly-ubiquitines lysine 

27 (K27) et  lysine 63 (K63) qui 

sont toutes les deux importantes 

pour la mitophagie (Sha et al., 

2010; Shiba-Fukushima et al., 

2014). La parkine poly-ubiquitine de multiples protéines qui vont être reconnues et 

regroupées grâce au récepteur p62 (Geisler et al., 2010). De cette manière, p62 devient 

capable de se coupler préférentiellement à K63, et ainsi, d’associer K6γ et « Voltage-

dependent anion-selective channel protein 1 » (VDAC1) pour induire la mitophagie (Geisler 
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et al., 2010). VDAC1 est l’une des protéines les plus abondantes de l’OMM. C’est un 

composant du « mitochondrial permeability transition pore » (mPTP) qui évolue au sein de 

l’apoptose. De plus, le recrutement et l’activation de la parkine augmentent le nombre de 

protéines de l’OMM ubiquitinylées favorisant la cascade d’engloutissement de l’organite par 

l’autophagosome. Les mutants « pertes de fonction » de l’activité ubiquitine ligase de la 

parkine bloquent la translocation de la parkine au sein des mitochondries suite à  

l’accumulation de PINK1. Ceci souligne le rôle crucial de l’activité ubiquitine ligase de la 

parkine pour son propre recrutement par PINK1. 

Bien que le dialogue parkine/PINK1 soit essentiel au processus mitophagique, PINK1 

peut aussi induire la mitophagie indépendamment de la parkine (Lazarou et al., 2015). 

 

Figure 9 : La voie PINK1/parkine /mitophagie 

La mitophagie peut être menée par plusieurs voies : le schéma ici représente la voie mitophagique 
dépendante de PINK1/parkine /p62 contre la voie mitophagique indépendante de la parkine ou de 
p62. PINK1 et parkine à travers la phosphorylation et l’ubiquitination de protéines de l’OMM recrutent 
des récepteurs mitophagiques qui initieront la mitophagie et la dégradation de la mitochondrie 
endommagée. PINK1 sans la parkine peut phosphoryler directement des protéines ou des ubiquitines 
de l’OMM entrainant le recrutement de la machinerie mitophagique. 
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Les cellules dans lesquelles PINK1 est réduite, montrent une augmentation du nombre 

d’autophagosomes avec une localisation des mitochondries près de l’aire péri-nucléaire (une 

aire importante pour la dégradation mitophagique) (Chu, 2010a, 2010b; Dagda et al., 2009). 

Ces résultats soulignent un défaut de dégradation autophagique ou une compensation de la 

perte de PINK1, par l’activation de voies autophagiques protectrices, dans le but de se 

débarrasser des mitochondries endommagées et accumulées. En parallèle, il a été montré que 

PINK1, interagissait physiquement avec « coiled-coil, moesin-like Bcl-2 interacting protein » 

(Beclin-1/BCN1), une protéine d’initiation de la formation des autophagosomes (Michiorri et 

al., 2010), renforçant le lien de PINK1 avec l’autophagie. 

2. PINK1 et la dynamique mitochondriale  

La fission ou la fusion mitochondriale sont des procédés de modelage/remodelage de 

la mitochondrie qui contrôlent à la fois la morphologie, le nombre, la dynamique, la 

distribution et la structure du réseau mitochondrial (Chan, 2012; Twig et al., 2008; Yang et 

al., 2008b). Elles sont nécessaires pour le fonctionnement de la mitochondrie permettant de 

répondre au statut énergétique de la cellule et au maintien d’une population de mitochondries 

saines. La fusion de plusieurs mitochondries, permet de partager le contenu mitochondrial 

(protéines, métabolites, substrats et autres) dans le but de compenser les déficiences 

individuelles et de maintenir une population de mitochondries comportant une fonction 

optimale (Westermann, 2008). La fission  permettra l’isolement des parties mitochondriales 

endommagées afin de faciliter leurs éliminations.  

De nombreux articles proposent un rôle de PINK1 dans la régulation de la dynamique 

entre fission et fusion mitochondriale  (Deng et al., 2008; Park et al., 2009; Poole et al., 2008; 

Yang et al., 2008b). Cependant, définir PINK1 comme une protéine pro-fission ou pro-fusion 

est encore sujet à discussion. La plupart des arguments expérimentaux concernent  l’analyse 

directe de la morphologie mitochondriale des cellules. 

Chez la drosophile exprimant un ARN interférant dirigé contre PINK1 ou exprimant 

une forme mutante de PINK1, on observe une altération de la morphologie mitochondriale. 

Les mitochondries sont gonflées, s’élargissent et s’agrègent dans les tissus à forte demande 

énergétique tels que les tissus moteurs ou les neurones dopaminergiques (Park et al., 2006; 

Wang et al., 2006a; Yang et al., 2006). Ce phénotype est restauré suite à la surexpression du 

gène de fission Drp1 ou l’invalidation du gène de fusion Opa1 (Morais et al., 2009; Poole et 
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al., 2008; Yang et al., 2008b). De plus, la voie PINK1/parkine induit directement la 

dégradation d’un gène de fusion Mfn entrainant la fragmentation des mitochondries (Poole et 

al., 2008; Ziviani et al., 2010). Ces résultats suggèrent un effet « pro-fission » de PINK1, tout 

du moins dans ce modèle biologique. 

Contrairement à ce modèle, dans les cellules de mammifères, PINK1 est décrit plutôt 

comme un facteur de pro-fusion, puisque dans des modèles de réduction ou de perte de 

fonctions de PINK1 (utilisation d’ARN interférents dirigés contre PINK1, des cellules 

souches humaines dopaminergiques portant une mutation sur la protéine PINK1, des cellules 

HeLa ou des modèles plus relevants de fibroblastes dérivés de patients portant une mutation 

de PINK associée à la MP), on observe une augmentation de la fragmentation des 

mitochondries (Lutz et al., 2009; Sandebring et al., 2009) avec une diminution du potentiel 

mitochondrial ainsi qu’une morphologie anormale. 

Cette différence phénotypique soulève beaucoup de questions, et la réponse semble 

résider dans la dépendance du type cellulaire et de l’organisme examiné. La question de la 

relevance de cette variabilité d’un point de vue pathologique reste en suspens.  

Cette apparente discordance a été étudiée en comparant des modèles invalidés pour 

PINK1 et des modèles d’invalidation pour les protéines de la machinerie de fusion/fission.  

Comme décrit ci-dessus, chez les mammifères (Figure 10), PINK1 semble avoir un effet pro-

fusion (Exner et al., 2007; Wood-Kaczmar et al., 2008). Le modèle d’invalidation de PINK1 

devrait donc se traduire par un phénotype identique à cellui des modèles invalidés pour les 

protéines induisant la fusion. Ainsi l’invalidation de Mfn1 ou Mfn2 conduit à une sévère 

fragmentation des mitochondries (Chen and Chan, 2005; Chen et al., 2003) alors que 

l’invalidation de Drp1 (Ishihara et al., 2009), devrait entraîner un phénotype de fusion. 

Clairement, la délétion de Drp1 ou l’utilisation d’un dominant négatif de Drp1 restaure que 

partiellement le phénotype anormal observé dans des cellules invalidées en PINK1. Il ne 

restaure pas l’excès de production des « Reactive oxygen species » (ROS), renforçant donc un 

effet pro-fusion de PINK1. Cependant, une autre étude a établi une augmentation de la taille 

des mitochondries dans des souris invalidées en PINK1 (Gautier et al., 2008) en accord avec 

l’agrégation et la fragmentation des mitochondries observée après surexpression de PINK1 

dans des cellules de mammifères (Yu et al., 2011). De plus, il a également été décrit que 

l’induction de PINK1 ainsi que de la parkine favorisaient la dégradation de Mfn1/2 (Glauser 

et al., 2011; Ziviani and Whitworth, 2010). Ces résultats infirment à priori le concept selon 
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d’apporter de nouvelles mitochondries saines et donc de renouveler le stock de mitochondries 

au niveau des zones à forte demande, alors que le mouvement rétrograde rapatrie les 

mitochondries endommagées ou dysfonctionnantes vers le soma neuronal (Weihofen et al., 

2009), où elles sont dégradées et recyclées. La régulation de PINK1, permet la modulation 

indirecte du transport mitochondrial. PINK1 à travers la régulation de ce transport, peut 

directement impacter la dynamique de la mitochondrie. La phosphorylation de Miro par 

PINK1 entraine le recrutement de la parkine sur Miro qui, après phosphorylation et activation, 

ubiquitine Miro (mais également des protéines de la dynamique mitochondriale comme 

Mfn1/2) menant à sa dégradation, bloquant ainsi la motilité, le transport axonal et la 

dynamique de la mitochondrie avant sa dégradation par la mitophagie (Shlevkov et al., 2016). 

 

Figure 11 : PINK1 et le transport mitochondrial  

Quand le potentiel mitochondrial est diminué (∆Ѱm), PINK1 bloque le transport mitochondrial 
rétrograde (vers le soma) ou antérograde (vers la synapse) par l’intermédiaire de la parkine, grâce à la 
phosphorylation et l’ubiquitination du complexe Miro/Milton, orientant la mitochondrie vers sa 
mitophagie. 

4. La respiration mitochondriale  

La production d’énergie au sein de la mitochondrie intervient par les supercomplexes 

de la chaîne respiratoire mitochondriale dans laquelle des électrons traversent la membrane en 

échange de molécules d’ATP et de ROS. On estime environ que 1-5% de l’oxygène 

consommé est converti en ROS. Les ROS sont produits naturellement par le métabolisme 

oxygénique et possèdent un rôle physiologique. Ils peuvent ainsi réguler le système 

immunitaire ou encore certaines voies cellulaires. Lorsque le niveau de ROS dépasse la 
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capacité de la cellule et que cette dernière ne parvient plus à éliminer le surplus, des 

dommages apparaissent sur l’ADN, les protéines et les lipides. Des dysfonctions de la 

fonction des mitochondries sont observées soit avec l’âge, soit lors de stress chez la souris. De 

manière intéressante, PINK1 forme un complexe protéique avec les complexes I-IV de la 

chaîne respiratoire (Liu et al., 2009). Des défauts de l’activité des supercomplexes 

mitochondriaux sont rapportés dans différents modèles d’invalidations ou de mutations pertes 

de fonctions de PINK1 (Figure 12) (souris invalidées, neurones et fibroblastes dérivés de 

souris déficientes en PINK1, fibroblastes dérivés de patients comportant une mutation sur 

PINK1, fractions de cerveaux et de foie enrichies en mitochondries de souris ou de patients ; 

drosophiles exprimant une mutation de PINK1 ou invalidée en PINK1 par ARN interférant) 

(Gautier et al., 2008; Gispert et al., 2009; Marongiu et al., 2009; Morais et al., 2009, 2014) 

convergeant pour la plupart vers un phénotype caractérisé par:   

- un défaut et une diminution de l’activité des surpercomplexes respiratoires,  

- une accumulation de ROS et du stress oxydatif, 

- une diminution de l’activité respiratoire et donc de production d’ATP,  

- une diminution de la consommation en oxygène,  

- une altération du potentiel mitochondrial (∆Ѱm) 

La conjonction de ces altérations impacte l’alimentation en énergie de la cellule, la 

dégradation via le protéasome, ou la consommation d’oxygène causant l’ouverture 

pathologique du pore mitochondrial   (Abramov et al., 2011; Gandhi et al., 2009; Gautier et 

al., 2012; Gegg et al., 2009; Grünewald et al., 2009; Hoepken et al., 2007; Morais et al., 2009; 

Wood-Kaczmar et al., 2008). Récemment, le niveau de régulation du complexe I 

mitochondrial par PINK1 a été établi par Morais et al. qui ont démontré que la sous-unité 

NdufA10 est phosphorylée sur sa Ser250 et que cette régulation est nécessaire pour réguler 

l’activité de réduction de l’ubiquinone du complexe 1 qui semble être indépendante de la 

mitophagie (Morais et al., 2014) 
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De plus, un arrêt du mouvement mitochondrial lié à une augmentation du calcium 

intra-cellulaire a été observé dans plusieurs lignées cellulaires (Cai and Sheng, 2009). La 

régulation de la motilité mitochondriale dépend du calcium, et un des rôles clés de la 

mitochondrie est de capter et stocker le calcium, prévenant ainsi cette surcharge calcique. 

PINK1 en se fixant au complexe Miro-Milton, devient capable de réguler le flux de calcium 

mitochondrial (Wang and Schwarz, 2009). L’hypothèse selon laquelle, PINK1 serait 

responsable du processus de transport et de stockage du calcium mitochondrial semble donc 

avèrée.  

 

Figure 13 : PINK1 et la voie de signalisation calcique 

D’après Deas E, Plun-Favreau H, Wood NW 2009. 

6. La fonction anti-apoptotique de PINK1 

La voie mitochondriale peut contribuer à la  mort cellulaire (Figure 14). Elle est 

initiée par la perméabilisation de l’OMM due à une ouverture anormale du pore 

mitochondrial, entrainant la libération dans le cytosol de plusieurs facteurs apoptotiques (Ribe 

et al., 2008) et du Cytochrome c. Dans le cytosol, le cyt c forme des complexes avec les 

protéases apoptotiques telles que la pro-caspase 9 entrainant  son activation ainsi que celles de 

caspases exécutrices ( Slee et al., 1999; Li et al., 1997; Zou et al., 1997).  

L’implication de PINK1 dans la prévention de l’induction de cette apoptose neuronale 

dépendante  des caspases et du cyt c (Petit et al., 2005), est liée à l’identification des premiers 

cas de MP suite à l’exposition accidentelle au 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 
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(MPTP). L’effet inhibiteur du complexe I induit par le MPTP (Langston and Ballard, 1983; 

Langston et al., 1983),  fût corrélé avec une augmentation des marqueurs de dommages liés au 

stress oxydatif, dans la substance noire pars compacta  (Dawson and Dawson, 2003; Dexter et 

al., 1989a, 1989b). De façon similaire, les neurones dopaminergiques issus de souris 

invalidées en PINK1, présentent aussi une  sensibilité accrue à la mort cellulaire induite par la 

roténone ou le MPTP (Haque et al., 2008a).  

Chez la drosophile, les mutants de PINK1, ou son invalidation par ARN interférant, 

ont une espérance de vie réduite (Park et al., 2006) et des niveaux de parkine également 

diminués (Wang et al., 2006a; Yang et al., 2006). Dans des modèles cellulaires, la 

surexpression d’une forme sauvage de PINK1 protège la cellule contre l’apoptose induite par 

le MPTP ou le N-[(2S)-4-méthyl-1-[[(2S)-4-méthyl-1-[[(2S)-4-méthyl-1-oxopentan-2-

yl]amino]-1oxopentan-2-yl] amino]-1-oxopentan-2-yle]carbamate de benzyle (MG-132) en 

bloquant la libération du cyt c et son activation de la pro-caspase 3 (Mills et al., 2008; Wang 

et al., 2007).  

Inversement, la surexpression d’une forme de PINK1 mutée sur son activité kinase, 

associée à la MP, réduit la viabilité cellulaire. Il été proposé que l’effet protecteur de PINK1 

pouvait résulter de son interaction avec ses substrats, et par conséquent, de la phosphorylation 

de la parkine, de TRAP1, Htraβ/omi ou par l’activation indirecte de « nuclear factor-kappa 

B » (NF-κB), un facteur de transcription des gènes de survie (Esteves et al., 2010; Gaki and 

Papavassiliou, 2014).  

Il a également été montré que la neuroprotection pouvait-être médiée par la forme 

cytosolique de PINK1. Ainsi, la protéine PINK1, dépourvue de son MTS et de son TM, 

pouvait protéger la souris de la toxicité du MPTP (Haque et al., 2008b). Cette observation 

suggère une activité protectrice de PINK1 indépendante de la mitophagie, puisque PINK1 ne 

peut pas induire la mitophagie quand elle est localisée dans le cytosol (voir ci-dessus) (Geisler 

et al., 2010; Narendra et al., 2010). 
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Figure 14 : Effet anti-apoptotique de PINK1 

D’après Deas E, Plun-Favreau H, Wood NW. 

 

7. L’ubiquitination et le repliement protéique. 

Le repliement et l’ubiquitination protéique sont importants dans la mort neuronale 

caractéristique de la plupart des pathologies neurodégénératives. Les études menées sur les 

agrégats présents dans la MP, les corps de Lewy, ont permis d’identifier comme composant 

principal l’alpha-synucléine (Spillantini et al., 1997), l’ubiquitine (Kuzuhara et al.) et des 

protéines chaperonnes qui aident au repliement des protéines (Gai et al., 2000).  

De manière intéressante, PINK1 ainsi que des mitochondries, sont retrouvées 

séquestrées dans des inclusions, ressemblant aux agrésomes, suite à l’utilisation d’un 

inhibiteur du protéasome dans des cellules surexprimant PINK1 (Muqit et al., 2006). Cette 

localisation de PINK1 est aussi décrite dans les corps de Lewy d’un modèle de souris, 

présentant une machinerie protéasomale rendue défectueuse par modification génétique 

(Bedford et al., 2008a, 2008b) et renforçant une participation éventuelle de PINK1 au sein de 

cette fonction. 
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En effet, PINK1 est capable d’interagir avec plusieurs protéines chaperonnes qui en 

retour peuvent affecter la distribution subcellulaire, la stabilité et le clivage de PINK1 et donc 

sa fonction de kinase neuroprotectrice (Moriwaki et al., 2008; Weihofen et al., 2008) (Figure 

15). De plus, PINK1 contrôle la phosphorylation de nombreuses protéases mitochondriales 

impliquées dans la dégradation des protéines mal repliées et leur accumulation. PINK1 joue 

donc un rôle direct dans le système UPS dont le fonctionnement dépend de l’ATP et de son 

lien fonctionnel avec la parkine. PINK1, en formant un complexe avec la parkine et la 

« protein déglycase» (DJ-1)(Plun-Favreau et al., 2007), participe à la dégradation des 

protéines mal repliées. La mutation de ces trois protéines, mènera donc à l’accumulation de 

protéines anormales.  

 

Figure 15 : PINK1 dans le repliement et l’ubiquitination protéique. 
D’après Deas E, Plun-Favreau H, Wood NW. 
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8. La transmission synaptique. 

L’étude en neuroimagerie fonctionnelle de patients MP portant des mutations de 

PINK1 a conduit un rôle de PINK1 dans le maintien des fonctions normales et de survie des 

terminaisons dopaminergiques. Des dysfonctions de la voie dopaminergique nigrostriatale 

comparables à celles observées dans les formes sporadiques à début tardif ont été rapportées. 

Ces dysfonctions sont également présentes dans un modèle de drosophile exprimant une 

mutation « perte de fonction » de PINK1 (Park et al., 2006), qui manifeste des problèmes 

moteurs au niveau des muscles des ailes accompagnés de la dégénérescence des neurones 

dopaminergiques (l’inactivation de PINK1 par l’intermédiaire d’un ARN interférent entraine 

le même phénotype) (Wang et al., 2006; Yang et al., 2006).  

Par la suite, des études neuroanatomiques de souris dépourvues de PINK1 n’ont établi 

aucune anormalité dans la morphologie, la densité des cellules dopaminergiques, le nombre 

de neurones dopaminergiques dans la substance noire pars compacta , et montré un niveau 

striatal normal de tyrosine hydroxylase, de dopamine et ses métabolites (Gautier et al., 2008; 

Kitada et al., 2007). Ceci suggère une synthèse et un renouvellement normal de dopamine 

indépendant de PINK1. 

Néanmoins, deux autres études montrent une réduction de 25% du niveau de 

dopamine dans le striatum de souris invalidées pour PINK1 à des âges de 6, 9, 12 et 22 mois 

(Akundi et al., 2011; Gispert et al., 2009). Ainsi, le modèle de souris invalidé en PINK1 

présente une activité motrice réduite de l’animal en fonction du vieillissement qui est 

accompagnée d’une réduction du niveau total de dopamine cérébral (Gispert et al., 2009). Des 

enregistrements neurophysiologiques révèlent une réduction de la libération de dopamine et 

des défauts de la potentialisation à long terme (LTP) ainsi que de la dépression à long terme 

(LTD)  qui peuvent être restaurés par des agonistes des récepteurs dopaminergiques ou des 

agents qui augmentent la libération de dopamine comme la Levodopa (L-dopa) (Kitada et al., 

2007).  

Ces résultats révèlent un rôle critique de PINK1, dans la libération de dopamine et la 

plasticité synaptique au niveau du striatum et du circuit nigrostriatal, et suggèrent que 

l’altération de la physiologie dopaminergique peut précéder la dégénérescence. De plus, le 

modèle montre une augmentation de la sensibilité des récepteurs métabotropiques de groupe 2 

du glutamate, dans le striatum, de manière similaire aux modèles de MP induits par la 6-

hydroxydopamine (6-OHDA) chez le rat ou déficients en parkine. En effet ces récepteurs 
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présynaptiques modulent les efférences corticostriatales des terminaisons glutamatergiques 

qui sont connues pour interagir fonctionnellement avec les voies dopaminergiques 

nigrostriées. Cette augmentation de la sensibilité peut reflèter un changement adaptatif en 

réponse à une altération du métabolisme dopaminergique (Komendantov et al., 2004; Madeo 

et al., 2016; Martella et al., 2009). 

9. La régulation du cycle cellulaire  

Une nouvelle fonction de PINK1 dans la modulation du cycle cellulaire émerge depuis 

quelques années. Rappelons dans un premier temps, que PINK1 est régulée positivement par 

PTEN (Unoki and Nakamura, 2001), qui est directement impliqué dans les grandes voies de 

survie de la cellule. De nouvelles études ont décrit un rôle de PINK1 au sein de la régulation 

du cycle cellulaire. PINK1 agirait comme un régulateur positif de la progression du cycle 

cellulaire, via sa capacité de régulation de la dynamique mitochondriale (O’Flanagan and 

O’Neill, β014). De plus, le cycle cellulaire et le contrôle qualité des mitochondries sont 

intimement liés. C’est ainsi que dans de nombreuses lignées cellulaires la délétion de PINK1 

réduit la prolifération en bloquant la cellule avant sa division (O’Flanagan et al., β015). 

III. Les défauts mitochondriaux et l’implication de PINK1 dans la 

Maladie d’Alzheimer. 
La mitochondrie est un organite fondamental pour la cellule et il n’est pas étonnant 

que sa dysfonction se traduise par des pathologies sévères, et notamment cérébrales, puisque 

comme discuté plus haut, le cerveau est particulièrement « gourmand » en énergie. Ce défaut 

mitochondrial commun à différentes maladies neurodégénératives, notamment la MP et la 

MA nous a conduit à nous intéresser au rôle de PINK1 dans la MA (BOX 5). 
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A. La Mitochondrie au cœur du développement de la MA 

1. Les défauts mitochondriaux dans la MA : Description macroscopique  

Une des caractéristiques majeures de la MA est une agrégation protéique excessive 

toxique, reflétant un défaut des systèmes de dégradation mis en place par la cellule. 

L’autophagie est une des voies majeures de la dégradation des protéines. Il n’est donc pas 

illogique que celle-ci soit impliquée dans l’agrégation des protéines caractéristiques de la MA. 

L’observation de cerveaux MA a permis de décrire la présence d’une désorganisation et d’un 

gonflement des neurites, précédent leur dégénérescence. Ce phénotype a été associé à une  

accumulation massive de vacuoles autophagosomales dans leur soma (Baloyannis, 2006; 

Moreira et al., 2007a, 2007b; Trushina et al., 2012) jusqu’à en devenir le principal organite de 

la structure (Figure 16).  

De manière concomitante, les 

gènes d’induction de l’autophagie 

sont transcriptionnellements activés 

dans les cerveaux de patients MA, 

contrairement à l’inhibition des 

régulateurs négatifs de l’autophagie.  

Il est important de noter que 

l’inhibition de la voie de dégradation 

lysosomale dans des souris sauvages, 

entraine des neuropathologies 

caractéristiques des modèles de 

souris MA, et exacerbe la pathologie 

autophagique ou amyloide dans les 

modèles de souris MA. Une 

accumulation de LC3 et des vacuoles 

autophagiques est retrouvée lors de 

l’inhibition de la protéolyse 

lysosomale mais également lors de 

l’induction de l’autophagie par la 

rapamycine. Le même phénotype est 

observé lorsque les cathepsines, 

 Généralitées sur la MA            BOX 5 

En France, actuellement, la MA concerne près de 900000 
personnes malades, soit l’équivalent de la ville de Marseille. 
Les estimations sont inquiétantes puisque d’ici 8 ans, la 
France comptera 1275000 malades (source France 
Alzheimer), ce qui en fait la cause la plus fréquente de 
démence chez l’être humain. La MA est caractérisée par une 
perte progressive neuronale qui entraine une diminution 
progressive et irréversible des fonctions mentales et de la 
mémoire. Au niveau histopathologique deux types de lésion 
son décrites.  Les dégénéréscences neurofibrillaires qui sont 
des lésions intracellulaires composées de protéines Tau 
hyperphosphorylées et les dépôts amyloides ou plaques 
séniles, qui quand à eux, sont des amas protéiques 
extracellulaires composés majoritaiement de peptides 
amyloides  (A ).  

 

Plaques amiloïdes et dégénérescences neurofibrillaire : 

D’après Rob O’Brien, Brandon Tavshanjian 

 

Plaques Aβ

Dégénérescences 
neurofibrillaires
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enzymes de dégradation lysosomale, sont inhibées ou délétées (Ralph A. Nixon et al., 2001). 

Ces données renforcent l’hypothèse qu’une perte de la fonction autophagique principalement 

par le biais de l’innéficacité du système lysosomal dans la dégradation des AVs participe à la 

progression de la MA.  

De plus, les mitochondries de cerveaux MA présentent de multiples anomalies 

structurelles et fonctionnelles, notamment de la morphologie mitochondriale, illustrée par une 

taille réduite et une désorganisation des crêtes  mitochondriales (Baloyannis, 2006; Hirai et 

al., 2001), des défauts de fonction et du métabolisme, une dynamique et un transport 

mitochondrial altérés, une augmentation des mutations de l’ADNmt (Reddy, 2011), et une 

augmentation du stress oxydatif (Hauptmann et al., 2009; Reddy, 2009). 

Dans la littérature, très peu de données concernent la mitophagie dans la MA. Le 

premier signe d’un défaut mitophagique dans la MA a été rapporté par  l’équipe de Hirai en 

2001 montrant un niveau élevé des composants mitochondriaux dans le cytoplasme neuronal 

(Hirai et al., 2001) suggérant une augmentation de la dégradation autophagique des 

mitochondries (Moreira et al., 2007a, 2007b).  De plus, les niveaux élevés de stress oxydatif 

décrits dans la MA peuvent perturber l’induction des caspases et inactiver la mitophagie ou 

perturber les voies de clairance des mitochondries  déficientes (Andreux et al., 2013; Chen 

and Chan, 2009). 

Les défauts de transports mitochondriaux signent aussi les pathologies 

neurodégénératives. Une réduction du transport mitochondrial axonal est observée dans les 

neurones corticaux des cerveaux MA et les cellules hybrides cytoplasmiques (cybrids) MA 

(Cardoso et al., 2004; Swerdlow et al., 2014). Les cerveaux MA montrent une accumulation 

aberrante de mitochondries défectueuses dans les régions distales neuronales, due, à un défaut 

de leur trafic qui bloque les mitochondries endommagées dans le soma ce qui se traduit par un 

défaut de clairance autophagique et un mauvais contrôle de la qualité des mitochondries. 

La fission/fusion mitochondriale contribue aussi au trafic anormal décrit dans la MA. 

Une réduction des niveaux de Mfn 1 et 2 est observée dans les hippocampes de sujet MA. 

(Wang et al., 2008a) (Mfn1 et 2 interagissent avec le complexe miro-milton et kinésine 1 

régulant le transport mitochondrial). L’altération du niveau de Mfnβ entraine une altération du 

mouvement mitochondrial et du transport des organelles. 
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Une réduction du niveau de Drp1, ainsi que des mitochondries allongées, sont aussi 

décrites dans certains modèles expérimentaux de MA. La localisation de Drp1 dans la 

mitochondrie dépend de l’actine. Celle-ci est altérée dans la MA, perturbant l’association 

physique de la mitochondrie avec Drp1, menant à l’élongation des mitochondries et leur 

mauvaise localisation ). De plus, la protéine « Glycogen synthase kinase 3 beta » (GSK3β) 

phosphoryle Drp1, ce qui se traduit par une élongation des mitochondries et une inhibition de 

la fission ainsi que la distribution mitochondriale (Chou et al., 2012). 

De récentes études montrent que la voie PINK1/parkine/mitophagie est induite dans 

les neurones de souris MA et des patients MA (Batlevi and La Spada, 2011; Palikaras and 

Tavernarakis, 2012). Cette induction est corrélée avec l’accumulation de mitochondries 

défectueuses dans les neurones MA et  peut être reliée à l’incapacité d’élimination des AVs. 

L’hypothèse d’un déficit lysosomal impliqué dans la MA menant à l’accumulation de 

substrats non-protéolysés corrobore l’accumulation de « mitophagosomes ». Elle renforce 

l’idée d’un déficit d’élimination et d’un défaut du renouvellement des « mitophagosomes », 

mettant en évidence un défaut à la fois de la voie autophagique générale et sélective.  

 

Figure 16 : Accumulation des AVs dans la MA  

D’après Nixon R.A. 2007. Ce schéma représente l’accumulation progressive des AVs lors du 
développement de la MA. (A) Autophagie normale et dégradation des AVs. (B) Défaut de la voie de 
dégradation des AVs. (C) Défaut de dégradation des AVs établis, entrainant l’accumulation des AVs 
ainsi que de leur contenu, provoquant ainsi le gonflement du neurone le menant à sa 
dégénérescence. 
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2. La cascade amyloïde et dysfonctionnement mitochondrial dans la MA 

La cascade amyloide est au cœur de l’étiologie de la MA et pourrait être affilié au 

dysfonctionnement mitochondrial décrit précédemment. Les pages suivantes détailleront 

l’implication de la cascade amyloide dans les origines des anomalies mitochondriales 

observées dans la MA. 

a. La cascade amyloïde  

i. Généralités 

En 1984, Glenner and Wong purifient et séquence le peptide amyloïde (Aβ) à partir  

de prélèvements sanguins (Glenner and Wong, 1984) et de parenchyme (Masters et al., 1985a, 

1985b) ainsi que de cerveaux atteints de  MA. Ce travail séminal a conduit à l’identification 

de la séquence du gène de la protéine précurseur de l’amyloïde, la βAPP (Kang et al., 1987). 

Plus tard, la caractérisation des coupures intervenant sur la βAPP et l’identification des 

protéases impliquées (De Strooper and Annaert, 2000), ainsi que la mise en évidence de 

mutations autosomales dominantes responsables de formes génétiques de MA sur la βAPP, 

ont permis de placer le peptide Aβ au sein d’une cascade appelée cascade amyloïde  se 

situantt en amont du développement des dégénèréscences neurofibrillaires et du processus de 

mort cellulaire retrouvées au cours de la MA.   

b. La APP : la protéine précurseur du peptide A  

i. La biologie de la APP 

La βAPP (Figure 17) est un membre de la famille des protéines membranaires de type 

1, qui inclut l’APLP1 et l’APLP2 (Yoshikai et al., 1990). Son gène se trouve sur le 

chromosome 21 et contient 19 exons. Durant son transport du RE vers la membrane 

plasmique, l’APP est modifiée de manière post-traductionnelle, par N- ou O-glycosylations, 

par phosphorylation ou sulfation. La forme mature glycolysée de l’APP est délivrée du réseau 

trans-golgien vers la membrane plasmique, où elle est très vite protéolysée (Georgopoulou et 

al., 2001).  

L’ARNm de la βAPP subit un épissage alternatif  et peut générer 8 variants. Il existe 3 

isoformes majeures : APP695, APP751, et APP770. APP770 et APP751 contiennent un 

domaine inhibiteur de protéases à sérine « Kunitz protease inhibitory » (KPI) (Kitaguchi et 

al., 1988; Tanzi et al., 1988), mais également un extra domaine 0X-β. L’APP695 exclut 
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l’exon 7 (KPI) et l’exon 8 (OXβ-homolgy domain) (Figure 17). Bien que la βAPP soit une 

protéine exprimée de manière ubiquitaire, la forme APP695 est majoritaire dans le cerveau et 

notamment dans les neurones (Sandbrink et al., 1994), alors que les formes APP751 et 

APP770 sont peu abondantes dans le cerveau et majoritairement au niveau des cellules gliales 

(Kitaguchi et al., 1988; Tanzi et al., 1988). L’expression de l’APP695 est décelable très tôt 

lors de l’embryogénèse chez le rat et la souris. Dans la MA, il a été reporté une augmentation 

de la βAPP contenant le domaine KPI.   

 

Figure 17 : Structure de l’APP epsilon adjacente au feuillet interne de la membrane  

D’après Suh Y.H. et Checler F. 2002  Le panel supérieur représente les produits de clivages obtenus 
par les voies amyloïdes ou non amyloïdes. Le panel inférieur représente la structure de l’APP epsilon 
avec ses différents domaines et ses clivages donnant le peptide amyloïde. La structure du peptide 
amyloïde est également représentée dans le panel du milieu. 

La/les fonction(s) de la βAPP reste(nt) encore incertaine(s) (Müller and Zheng, 2012). 

Des rôles potentiels dans le trafic cellulaire, les signalisations neurotrophiques, l’adhésion 

cellulaire, et la signalisation cellulaire ont été proposés (Hoareau et al., 2008). Cette 

incertitude est en partie due au fait que, chez les mammifères, la βAPP et ses congénères 
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APLP1 et APLP2 partagent certaines fonctions et peuvent donc se complémenter. Ainsi, alors 

que les souris invalidées en APP sont viables et fertiles avec seulement des défauts mineurs, 

dont, une réduction du poids, et de l’activité locomotrice (Senechal et al., 2008; Yang et al., 

2005) la double invalidation des formes APP et APLP1 sont viables tandis que la double 

invalidation des formes APP et APLP2, entraine la mort après la naissance, soulignant une 

redondance fonctionnelle entre ces différents membres (von Koch et al., 1997; Weyer et al., 

2014). 

ii. La localisation et le trafic de la APP 

La βAPP est synthétisée (Figure 18) dans le réticulum endoplasmique et emprunte les 

voies de sécrétion constitutive, d’endocytose et de recyclage dans le soma neuronal (Busciglio 

et al., 1993; Haass et al., 2012). La βAPP est détectée dans le RE, les compartiments 

intermédiaires RE-AG (ERGIC), au sein de tous les compartiments du AG, la membrane 

plasmique (Hansson et al., 2005; Kaether et al., 2002), les endosomes (Gupta-Rossi et al., 

2004; Kaech and Banker, 2006; Kaether et al., 2006a), les lysosomes (Meckler and Checler, 

2014; Zeitelhofer et al., 2009) et les autophagosomes. Elle est également présente dans la 

mitochondrie (Manczak et al., 2006), le noyau et même le cytoplasme. Les fragments issus du 

clivage de la βAPP sont également présents.  

L’altération du trafic intracellulaire et de la localisation de la βAPP impactent 

directement la protéolyse d’APP et la production du peptide Aβ (Greenfield et al., 2002).  
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Figure 18 : Le traffic de l’APP 

Après sa biosynthèse et sa maturation dans le RE, la APP peut être clivée dans l’AG par les  et γ-
sécrétases. Elle peut être sécrétée vers la membrane plasmique où elle subira un autre clivage par l’α 
sécrétase. Elle peut également être endocytosée à travers le réseau endosomal où elle subira le 
clivage  et γ. Elle sera, soit dégradée dans les lysosomes, soit transportée de manière  rétropgrade 
au niveau du AG ou recyclée vers la membrane plasmique. De l’APP à également été identifié dans la 
mitochondrie.  

 

iii. Les mutations de l’APP 

Les mutations de 18 des acides aminés de la βAPP sont responsables de formes 

familiales de MA. La plupart représentent des mutations autosomales dominantes d’un seul 

acide aminé, et plus de 30 mutations pathogéniques sont décrites. Seulement une des 

mutations actuellement connues a été rapportée comme protectrice contre la MA (Jonsson et 

al., 2012).  

De nombreuses mutations associées à la MA affectent de manière directe la protéolyse 

de la βAPP, en augmentant la production du peptide Aβ, en favorisant la génèse d’une forme 

longue de peptide amyloïde (4β aa) présentant des propriétés d’aggrégation exacerbées. 

(Citron et al., 1992; Zhou and Wang, 2011).  
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iv. La protéolyse de l’APP 

la βAPP est le précurseur du peptide Aβ qui s’accumule dans des dépôts 

extracellulaires diffus (plaques diffuses ou amorphes) ou compacts (plaques séniles) et produit 

par la voie amyloidogène (Bohm et al., 2015) (Figure 19). 

 

Figure 19 : Clivage de l’APP 

La voie amyloidogène mène à la formation de l’A  représenté par le clivage séquentiel par la  
sécrétase et la  sécrétase. La voie non amyloidogène empêche la formation de l’A  suite au clivage 
séquentiel de l’APP par l’α sécrétase puis la  sécrétase. Dans les deux cas l’AICD est produit mais 
peut également être protéolysé par les caspases (les caspases peuvent protéolyser directement C99 
ou APP). 

 

 La voie non amyloidogène 

La voie non amyloidogène correspond à la voie majeure du clivage de la βAPP dans la 

cellule au niveau de la membrane plasmique. Elle est initiée par l’alpha sécrétase (α 

sécrétase), qui clive le domaine Aβ et  prévient sa formation. En condition physiologique, la 

βAPP subit un premier clivage par l’α sécrétase, une métalloprotéase de la famille des « A 

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein » (ADAMs). Plusieurs membres 

de cette famille possèdent une activité α sécrétase, ADAM17, ADAM10 et ADAM9. C’est 
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une protéine transmembranaire qui permet le clivage de l’APP principalement au niveau de la 

membrane plasmique, libérant un fragment sécrété N-terminal de 100kDa (sAPPα) (Endres 

and Fahrenholz, 2011; Esch et al., 1990; Hotoda et al., 2002; Lichtenthaler, 2011) . Ce 

fragment joue un rôle important dans la plasticité et la survie neuronale et protège de 

l’excitotoxicité (Furukawa et al., 1996; Mattson, 1997). Il peut réguler la prolifération des 

cellules souches neuronales et le développement précoce du SNC (Caillé et al., 2004; Ohsawa 

et al., 1999). Son expression seule, restaure les déficts présents dans les souris invalidées en 

APP (Ring et al., 2007). La partie C-terminale reste ancrée dans la membrane est le fragment 

de 10 kDa C83 ou CTFalpha (CTFα). Ce fragment est par la suite, coupé par la -sécrétase 

(décrit ci-dessous), libérant un fragment soluble P3 extracellulaire et un fragment soluble 

intracellulaire  « APP Intra Cellular Domain » l’AICD.  

 La voie amyloidogène 

L’activité béta sécrétase  

La première étape de la production du peptide amyloïde est le clivage au site beta (β). 

L’APP est internalisée dans les endosomes précoces, où elle va être clivée dans son domaine 

luminal/extracellulaire par  la β-sécrétase libérant un fragment soluble sAPPβ, ainsi qu’un 

fragment de 99 résidus, C99/CTFbeta associé à la membrane et contenant le peptide Aβ 

(CTFβ). L’activité β sécrétase est portée par l’aspartyle protéase transmembranaire de type I 

BACE1 (le nom le plus communément utilisé), qui est distribuée principalement dans les 

endosomes (Capell et al., 2000; Vassar et al., 1999; Walter et al., 2001) où le fragment CTFβ 

est généré (Grbovic et al., 2003; Mathews et al., 2002) ainsi que dans l’AG (von Arnim et al., 

2006). Le sAPPβ diffère du sAPPα, puisqu’il n’est pas neuroprotecteur mais pourrait, à 

l’inverse, produire une  mort neuronale. Le fragment CTFβ/C99 subit ensuite une coupure   

qui libère les peptides Aβ40 ou Aβ42 et l’AICD.  
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20) Le premier partenaire du complexe identifié, la NCT, est une glycoprotéine 

transmembranaire de type I considérée comme protéine d’échafaudage du complexe. Une 

étude montre que la NCT se lie à la βAPP et à Notch pour les recruter à l’intérieur du 

complexe -sécrétase, servant de récepteur pour la -sécrétase. Les deux autres composants 

APH-1 et PEN-2 ont été découverts par une étude de criblage dans le modèle de nématode 

caenorhabditis elegans. APH-1 interagit avec la NCT pour former un intermédiaire stable 

dans les assemblages précoces du complexe. PEN-2 intervient à la fin de la génèse du 

complexe en régulant l’endoprotéolyse des PS et transforme donc un complexe 

biologiquement inerte en une enzyme fonctionnel. Chacun de ses éléments du complexe est 

nécessaire pour l’activité du complexe. C’est ainsi que la coexpression des quatre composants 

chez la levure est nécessaire et suffisante pour reconstituer l’activité  sécrétase qui est 

absente de la levure. La taille du complexe de 220 kDa prédit une stœchiométrie de 1 :1 :1 :1 

(Kimberly et al., 2003; Sato et al., 2007; Takasugi et al., 2003). La composition des 

complexes -sécrétase (6 compositions théoriques du complexe chez l’homme) peuvent  

conditionner une localisation sub-cellulaire expliquant une spécificité envers leurs substrats 

(Meckler and Checler 2016). (Baulac et al., 2003; Edbauer et al., 2003; Herreman et al., 2003; 

Kaether et al., 2006b; St George-Hyslop and Fraser, 2012). De même, il apparait que la 

production d’Aβ par les complexes incluant la PS1 est plus importante qu’avec les complexes 

« PS2 ». (Czech et al., 2000; Palacino et al., 2000). L’activité -sécrétase de PS1 et PS2 est 

aussi impactée différemment par les inhibiteurs -sécrétase (Wolfe, 2012; Wolfe et al., 1999). 

Ces variations pourraient expliquer la différence d’impact de l’invalidation de PS1 chez la 

souris qui entraine une létalité embryonnaire alors que l’invalidation de PSβ chez la souris est 

viable et n’entraine qu’un phénotype mineur (Donoviel et al., 1999) avec une activité -

sécrétase préservée (Jarrett et al., 1993; Wilson et al., 2002).  
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Figure 20 : Assemblage du complexe -sécrétase:  

La NCT et l’APH-1 forment un premier complexe (1+2) rejoint par PS (1+2+3) qui sera activé suite à 
son endoprotéolyse réalisée par Pen-2 (1+2+3+4). 

 

Par ailleurs, il existe plusieurs facteurs/protéines capables de se lier au complexe  et 

d’influencer son activité. TMPβ1 diminue la production d’Aβ suite à l’inhibition du clivage  

(Chen et al., 2006). Une sélectivité des substrats peut également opérer par la 

compartimentalisation de la  et de ses substrats. Un des problèmes majeurs de la  sécrétase 

pour la mise en place de stratégies thérapeutiques, provient de son substratome, dans lequel 

réside un grand nombre de protéines essentielles et vitales. La -sécrétase clive plus de 92 

substrats (Haapasalo and Kovacs, 2011; McCarthy et al., 2009), lui procurant un rôle dans 

divers processus cellulaires importants. L’administration d’inhibiteurs de son activité 

catalytique, dans le but de diminuer la production d’Aβ4β, entraine souvent des effets 

secondaires tels que la toxicité gastro-intestinale, l’interférence avec la maturation des 

lymphocytes B ou T associée à un défaut de signalisation et de protéolyse de Notch (De 

Strooper, 2014; Doody et al., 2013). Malgré cela, les espoirs persistent. Certaines drogues 

diminuent de manière sélective le niveau d’Aβ 4β sans pour autant affecter les niveaux et la 

production d’AICD ou de « Notch IntraCellular Domain » (NICD)(Petit et al., 2001). 
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c. Les Métabolites de la APP  

i. Le peptide A  

Il existe plusieurs sites de clivage de la βAPP par la -sécrétase générant de multiples 

fragments apparentés (Figure 21). Le peptide Aβ peut être libéré sous forme longue (Aβ 

48/49) ou forme courte (Aβ 40) (Checler, 1995). A la suite des coupures primaires, d’autres 

coupures secondaires peuvent cibler le peptide et produire plusieurs espèces de tailles 

inférieures disposant de propriétés différentes. Les clivages C-terminaux s’effectuent selon 

une séquence ordonnée bien précise (Aβ48/45/42/38)/(Aβ49/46/43/40/37). Dans la 

pathologie, le rapport entre les formes Aβ42 et Aβ40 augmente. Le caractère agrégant du 

Aβ42 menant à son accumulation au niveau extracellulaire et intracellulaire et son 

augmentation dans les formes familiales de MA a conduit à postuler son implication dans 

l’étiologie de la maladie (Selkoe and Hardy, 2016).  

 

Figure 21 : Clivage progressif de l’APP par les complexes  et ε sécrétase 

D’après Selkoe D.J. et Hardy J. β016.Représentation schématique des différents clivages  et ε dans 
la formation de la forme du peptide A 40 ou A 4β. 

 

La majorité du peptide Aβ est sécrétée hors de la cellule, et peut être générée dans 

divers compartiments subcellulaires comme le RE, l’AG, et les endosomes/lysosomes 

(Chyung and Selkoe, 2003; Thinakaran and Koo, 2008; Zeitelhofer et al., 2009). Le peptide 
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Aβ intraneuronal est retrouvé dans l’hippocampe et le cortex enthorinal. L’accumulation 

intracellulaire de peptide Aβ, précède la formation des plaques extracellulaires et le niveau 

intracellulaire d’Aβ diminue  quand la formation des plaques extracellulaires augmente. Cette 

relation inverse pourrait s’expliquer par le fait que le peptide Aβ extracellulaire pourrait être 

internalisé par la cellule pour sa dégradation (LaFerla et al., 2007; Oddo et al., 2006; Ohyagi, 

2008; Cuello, 2005). Il faut noter que le peptide amyloïde est un produit physiologique de 

protéolyse de la βAPP et que sa production n’est donc pas systématiquement associée à la 

pathologie. Il joue d’ailleurs un rôle important dans la survie neuronale, dans le stress et 

l’hyperexcitabilité membranaire. Des niveaux réduits de peptide Aβ favoriseront la LTP 

hippocampale et les capacités de mémoires, indiquant un rôle positif dans la 

neurotransmission et la mémoire mais également la mort cellulaire (Kamenetz et al., 2003; 

Plant et al., 2003;). 

ii. La dégradation du peptide A  

Dans le cerveau, les niveaux de peptide Aβ dépendent d’un équilibre entre sa 

production et sa dégradation. Dans des conditions physiologiques, il est rapidement dégradé 

par plusieurs mécanismes, résultant en un temps de demi-vie de quelques heures (1,2-5h)  

(Cirrito and Holtzman, 2003; Savage et al., 1998). Il peut être exporté hors du cerveau à 

travers la barrière hémato-encéphalique (Kang et al., 2000; Shibata et al., 2000) et retourner 

dans le cerveau par la circulation sanguine (Deane et al., 2003). Dans le plasma, il est 

transporté dans le foie et les reins, où il est dégradé de manière systémique (Jalkute et al., 

2013; Wang et al., 2006b). Il peut être phagocyté par la migroglie suite à sa dégradation 

lysosomale. La dégradation du peptide Aβ in-vivo est prise en charge par plusieurs protéases 

dont la surexpression ou la délétion altère ses niveaux cérébraux chez la souris (Eckman and 

Eckman, 2005; McGowan et al., 2005). La plupart d’entres elles sont des métalloprotéases qui 

diffèrent entre elles dans leur localisation, leur distribution, ou leur sites de coupures. La 

neprilysine (NEP) représente la peptidase majeure de dégradation de l’Aβ (Higuchi et al., 

2016; Russo et al., 2005; Barker et al., 1989;). Son invalidation entraine une augmentation des 

niveaux d’Aβ.  Une voie majeure de dégradation de l’Aβ, la voie autophagique-lysosomale 

(Peric and Annaert, 2015), implique la cathepsine B. Dans les lysosomes, la cathepsine B 

dégrade le peptide Aβ et spécialement les formes agrégées de Aβ42. La délétion de la 

cathepsine B entraine une augmentation du niveau de Aβ42 et des plaques dans les souris 

exprimant des mutations associées à la MA PS1/APP, alors que la délivrance par un virus, de 

cette enzyme entraine l’effet opposé (Hook et al., 2009; Sun et al., 2008).    
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v. La production de l’AICD  
Initialement nommé AID, l’équipe de d’Adamio fût la première à montrer que le clivage 

sur le site  de l’APP produisait en plus du peptide Aβ, un fragment additionnel C-Terminal 

(CTF) (Passer et al., 2000) ce qui a été confirmé  par d’autres équipes, montrant que ce 

nouveau clivage avait lieu dans le cytosol, près de la membrane interne (Gu et al., 2001; 

Weidemann et al., 2002). L’espèce principalement détectée, correspond à la séquence du CTF 

50-99, l’AICD50 (Yu et al., 2001 ; Lu et al., 2000). D’autres clivages alternatifs produisent 

des formes de différentes tailles comme l’AICD48/51 (Yu et al., 2001) ou l’AICD59 et 

l’AICD57 suite au clivage epsilon (ε) par l’epsilon sécrétase (ε sécrétase). Finalement le 

peptide AICD peut être clivé par des caspases libérant un fragment C31 (Lu et al., 2000). Il a 

d’abord été postulé que l’AICD et l’Aβ étaient produits en quantité équimolaire à partir du 

fragment C99/CTFβ sous l’action de la -sécrétase (Kakuda et al., 2006). Cependant, 

plusieurs études ont suggèré la présence de deux activités -sécrétase et ε sécrétase distinctes, 

puisque certaines mutations sur les PS entrainent des effets opposés  en augmentant la 

production de peptide Aβ tout en réduisant celle d’AICD (Chen et al., 2002). Corroborant 

cette hypothèse, des études ont montré que certaines mutations de la APP augmentent la 

production d’Aβ, sans affecter la production d’AICD. Dans ce sens, une étude montre que 

« l’Amyloid beta A4 precursor protein-binding family B member 1 » (Fe65) , une protéine se 

liant à AICD, entraine l’augmentation de la production d’AICD tout en diminuant celle du 

peptide Aβ42 (Wiley et al., 2007). 

Depuis,  il à été mis en évidence, que le clivage de l’α sécrétase sur la APP entraine 

également la libération d’AICD à partir du fragment C-Terminal C83/CTFα (Suh and 

Checler, 2002). C’est ainsi que les deux voies amyloidogéniques ou non amyloidogéniques 

produisent toutes les deux de l’AICD avec une production majeure d’AICD par la voie 

amyloidogénique (Belyaev et al., 2010; Goodger et al., 2009). 

vi. La protéolyse de l’AICD 

Durant l’apoptose, les caspases (principalement la caspase-3) peuvent directement 

couper la queue cytoplasmique de l’APP pour libérer un fragment Cγ1 contenant les derniers 

31 amino acides (Lu et al., 2000) potentiellement toxique mais encore débattue (Dumanchin-

Njock et al., 2001). Les caspases peuvent également protéolyser l’AICD produit par les deux 

voies amyloïde et non amyloïde. (Figure 19 ; Figure 22). L’AICD est très rapidement 
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dégradé notamment par « l’insulin-degrading enzyme » (IDE) une métalloprotéase 

cytoplasmique (Edbauer et al., 2002). 

vii. Les fonctions d’AICD  
AICD, à été décrit comme un facteur de transcription (Cao and Südhof, 2001). Cette 

fonction nécessite la liaison d’un cofacteur Fe65 qui a été identifié comme étant la protéine 

majeure se liant avec l’AICD. L’interaction avec Tip60 sur le site PTB1 de Fe65 crée un 

complexe trimérique AFT (AICD/Fe65/Tip60) qui constitue le complexe 

transcriptionnellement actif. Fe65 augmente la stabilité de l’AICD  (Kimberly et al., 2001), 

dont son temps de demi-vie est estimé à 5min (Cupers et al., 2001a, 2001b) du fait de sa 

dégradation rapide dans le cytosol par IDE (Edbauer et al., 2002), le protéasome (Nunan et 

al., 2001) et la cathepsine B (Asai et al., 2011; Vingtdeux et al., 2007). Le phénotype des 

souris délétée en Fe65, est le même  que celui des animaux invalidés pour les 3 isoformes 

d’APP (Guénette et al., 1996). Tip60 est une histone acétyl-transférase ayant un rôle dans le 

remodelage de la chromatine, la réparation de l’ADN, la transcription et l’apoptose. Fe65 se 

lie à l’AICD libéré par le clivage -sécrétase, et le complexe Fe65/AICD est transloqué dans 

le noyau, où il s’associe avec Tip60 pour former le complexe AFT (Goodger et al., 2009; 

Konietzko et al., 2010; Rotz et al., 2004). 

L’AICD module la mort cellulaire (régulation de p5γ), l’homéostasie intracellulaire du 

calcium et de l’ATP (Hamid et al., 2007), le réseau neuronal (Vogt et al., 2011), le trafic 

cellulaire, la dynamique du cytosquelette et la GSK3β (Ghosal et al., 2009) qui contribue à la 

phosphorylation de Tau (Grimm et al., 2013) ou les protéines de dégradation de l’Aβ comme 

la NEP (Pardossi-Piquard et al., 2005) 



 
 

P a g e  | 55  
 

  

Figure 23 : Fonctions régulées par AICD  

D’après Marcus O.W. Grimm 2013, En rouge les fonctions qui pourraient contribuer à la MA ; en vert, 

la fonction potentiellement protectrice. Ainsi la protéolyse de l’APP conduira à la production d’AICD et 
de A . L’AICD peut réguler l’APP et la  sécrétase et donc sa production ainsi que celle de A  , des 
processus apoptotique via sa régulation de p5γ, la phosphorylation de Tau via la GSKγ  mais 
également la dégradation du A  à travers la régulation de son enzyme de dégradation majeure la 

NEP. 

viii. Le clivage de l’APP en AICD transcriptionnellement actif ou inactif  

La production d’AICD ne conduit pas systématiquement à une activation 

transcriptionnelle. L’AICD est principalement formé à partir de la APP695, isoforme 

majoritairement exprimée dans les neurones (Belyaev et al., 2010). Seule la surexpression 

d’APP695 résulte en une augmentation des niveaux d’AICD dans le noyau. 

La génération d’AICD dérive de la voie amyloidogène et non amyloidogénique (Kume 

et al., 2004). La voie amyloïdogène est responsable de la génération majoritaire de l’AICD, 

transcriptionnellement, dans les compartiments endosomaux (Passer et al., 2000). En effet, la 

surexpression du fragment C99/CTFβ génère des niveaux plus élevés d’AICD que la 

surexpression de C83/CTFα. De plus, le blocage de l’endocytose ou de BACE1 réduit la 

translocation de l’AICD dans le noyau, alors que l’inhibition de l’α sécrétase n’a pas d’effet 

sur la génération de ce complexe (Goodger et al., 2009). L’inhibition de l’α sécrétase, ne 

modifie pas l’activité transcriptionnelle d’AICD. En effet, l’AICD généré par la voie non 

amyloidogénique est très vite dégradée dans le cytosol. La β sécrétase pourrait entraîner  une 
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translocation au noyau de l’AICD favorisée par la proximité des endosomes et du noyau,  

minimisant la dégradation du peptide. 

L’activité transcriptionnelle de l’AICD, est directement dépendante du type cellulaire, 

de l’hétérogénéité clonale, de la densité et de l’âge des cellules, ainsi que des modèles 

transgéniques de souris utilisés  (Belyaev et al., 2009, 2010; Nalivaeva and Turner, 2013; 

Flammang et al., 2012). Ce qui se traduit par des réserves d’AICD, dans certains tissus et sur 

la régulation de la NEP (Grimm et al., 2013) (Figure 24). D’autres hypothèses ont également 

été émises concernant la liaison d’éléments comme HDAC1, capable de remodeler la 

chromatine par l’acétylation/déacétylation des histones. L’expression de la NEP dans les 

cellules neuronales est réprimée par l’intermédiaire d’une liaison compétitive de HDAC sur 

son promoteur. L’inhibition pharmacologique de l’histone désacétylase (HDAC), restaure, 

ainsi, la liaison de l’AICD avec le promoteur de la NEP suivie de son expression (Belyaev et 

al., 2009, 2010; Nalivaeva and Turner, 2013; Nalivaeva et al., 2012; Pardossi-Piquard and 

Checler 2012).  
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Figure 24 : Régulation de la NEP par l’AICD.  

D’après Grimm M.O. 2013. La NEP est régulée transcriptionnellement par l’AICD. L’AICD produit par 
la voie non amyloïdogénique sera protéolysé par les différentes enzymes de dégradation comme par 
exemple l’IDE et n’aura pas d’activité transcriptionnelle. L’AICD provenant de la voie amyloïdogénique 
sera transloqué dans le noyau à l’aide de co-facteur en formant un complexe avec Fe65 (le co-facteur 
majeur). Une fois dans le noyau Fe65/AICD formeront le complexe AFT avec Tip60 initiant la 
transcription de gènes cibles comme la NEP. 

 

3. Les défauts mitochondriaux dans la MA : liaison moléculaire 

Bien que la présence des acteurs clés de la cascade amyloide, directement au sein de la 

mitochondrie, soit encore discutée, ils ont été associés dans la MA, à la plupart des 

mécanismes de perturbation de la mitochondrie, de son fonctionnement et de ses processus.  

a. Les présénilines  

La dégradation autophagique et la clairance des AVs (comme décrit auparavant) 

caractéristique de la MA, sont altèrées dans les neurones conditionnellement dépourvues de  

PS1 (Esselens et al., 2004; Wilson et al., 2004), et les mutations de PS1 se traduisent 

également par des défauts de l’acidification des lysosomes et de leur maturation. Ceci suggère 
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un rôle de PS1 (indépendant de la -sécrétase) dans l’acidification lysosomale, processus 

essentiel dans l’activation des protéases lysosomales durant l’autophagie (Lee et al., 2010, 

2015).  

Les mutations de PS1 exacerbent la sensibilité des neurones aux processus de mort 

cellulaire  (Chui et al., 1999; Guo et al., 1997). Les cellules PC12 surexprimant une forme de 

PS1 mutée (L286V) montrent une sensibilité accrue à l’apoptose. Ce phénomène est médié 

par la mitochondrie. En effet, une élévation rapide du calcium intracellulaire entraine 

l’activation des caspases, l’accumulation des ROS et la diminution du potentiel mitochondrial 

membranaire dans les cellules surexprimant les formes de PS1 mutées. Il peut être antagonisé 

par l’utilisation de drogues anti-oxydantes ou l’utilisation d’un chélateur de calcium, bloquant 

la libération du calcium par le RE. Ceci souligne la présence d’un défaut des mitochondries 

lié à la modulation de l’activité des PS ( Popescu and Ankarcrona, 2000; Guo et al., 1998;). 

Plusieurs études récentes décrivent une potentielle activité -secretase dans la 

mitochondrie et notamment dans les MAMs. Ces études soulèvent la présence des PS dans ces 

MAMs. Ainsi, les mutations des gènes PS entrainerai l’altération de leur distribution et donc 

une altération du métabolisme lipidique et calcique par la destabilisation de ces MAMs. 

Enfin, la parkine module la transcription de PS1 et PS2 de manière différentielle, 

(Duplan et al., 2013). Ainsi, la parkine module l’activité -sécrétase par transactivation  du 

promoteur, des niveaux d’ARNm et de l’expression protéique de PS1 (Duplan et al., 2013). 

D’un point de vue fonctionnel, la parkine induit l’activité -sécrétase de PS1 et réprime 

l’activation des caspases, induites par PSβ et p5γ (Elle constitue un répresseur transcriptionnel 

de p53).  

Ces résultats décrivent une implication des PS dans les perturbations de la voie 

mitophagique décritent dans la MA. 

b. L’APP et ses métabolites 

L’autophagie se réfère à au moins trois processus par lesquels les constituants 

intracellulaires sont ciblés vers le lysosome pour leur dégradation : l’autophagie médiée par 

les chaperonnes (CMA), la microautophagie et la macroautophagie. Pour la CMA, les 

protéines cytosoliques contenant un motif KFERQ sont sélectivement ciblées vers le 

lysosome pour leur dégradation. De manière intéressante, l’APP contient cette séquence cible 

(Park et al., 2016). La CMA et la macroautophagie représentent  des voies majeures pour le 
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renouvellement de la βAPP et la génération du peptide Aβ (Yu et al., 2004, 2005) Les AVs 

contiennent de l’Aβ, du CTFβ et des composants de la -sécrétase. Ainsi, suite à l’induction 

de l’autophagie par la rapamycine ou la privation de nutriment dans des fibroblastes de souris, 

le complexe -sécrétase est transloqué par l’intermédiaire des endosomes et du RE dans les 

AVs (le complexe -sécrétase est présent à l’intérieur de plusieurs organites sujet à 

l’autophagie). La NCT, est très abondante dans les membranes externes des lysosomes isolés 

(Pasternak et al., 2003).  Les AVs possèdent une concentration élevée de -sécrétase (Yu et 

al., 2004) qui se traduit par une augmentation de la production de peptide Aβ (Nixon, 2007; 

Nixon and Yang, 2011; Nixon et al., 2000). Normalement, le peptide Aβ généré dans les AVs 

est délivré principalement aux lysosomes et dégradé par les cathepsines. En condition 

pathologique, la voie de dégradation lysosomale étant inactivée, (comme lors de mutations sur 

les PS (Wilson 2004 ; Esselens 2004 ; Yu β006)) l’accumulation des AVs non dégradés 

entraine une accumulation de l’Aβ (Nixon, 2007; Nixon and Yang, 2011; Nixon et al., 2000). 
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Figure 25 : Schéma récapitulatif des perturbations mitochondriales décrites, dues à 

l’A   

L’A  mitochondrial entraine différentes perturbations des fonctions mitochondriales comme le signal 
calcique, la respiration et la production d’ATP et la balance OXPHOS, l’apoptose, le potentiel 
mitochondrial la dynamique mitochondriale, son transport ou sa clairance. 

 

i. Le peptide A  dans la mitochondrie 

Bien que la présence de peptide Aβ et de βAPP aient été rapportée dans la 

mitochondrie par plusieurs études, leurs origines dans la mitochondrie restent toujours une 

énigme. Ces études montrent une accumulation progressive de Aβ avec l’âge dans les 

mitochondries des cerveaux de patients et de modèle de souris dites « MA » avant les dépôts 

extracellulaires (Anandatheerthavarada et al., 2003; Du et al., 2010; Manczak et al., 2006; 

Wang et al., 2008a). Cependant, aucune étude n’a établi l’hydrolyse de la βAPP par la -

sécrétase mitochondriale. En effet la βAPP et le Aβ sont présentes au sein des membranes 

mitochondriales et interagissent avec les protéines résidentes. Le Aβ extracellulaire pouvant  
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être internalisé par la mitochondrie (Hansson Petersen et al., 2008), il était possible qu’il soit 

engendré en dehors de la mitochondrie et importé, sans qu’il ne soit produit par la 

mitochondrie. Une potentielle pénétration de Aβ dans la mitochondrie via les MAMs 

(mitochondrial-associated endoplasmic reticulum membrane) (Pinho et al., 2014) ou via la 

translocase TOM (Hansson Petersen et al., 2008) a été discuté.  Une étude récente a même 

suggéré que les plaques amyloïdes servaient de sources d’Aβ, puisqu’une réduction du 

potentiel mitochondrial et une émergence de mitochondries dystrophiques fragmentées aux 

alentours des plaques Aβ sont constatées dans les modèles de souris AD (Xie et al., 2013). 

D’autres études montrent une colocalisation de l’Aβ42 avec le complexe II de la 

chaine de respiration mitochondriale. L’incubation de mitochondries provenant de cerveaux 

de rats avec le fragment Aβ25-35, induit une inhibition du complexe IV en fonction de la dose 

(Canevari et al., 1999). Des interactions du peptide Aβ avec diverses protéines de la 

membrane mitochondriale ont également été rapportées. Ainsi, l’interaction du peptide Aβ 

avec l’alcool déshydrogénase, augmente la production de ROS (Lustbader et al., 2004). 

D’autres interactions du peptide Aβ avec les protéines de la matrice mitochondriale « Aβ-

binding alcohol dehydrogenase »  (ABAD) et cyclophiline D, induisant des effets délétères 

pour les neurones comme la génération de ROS (Du et al., 2008; Lustbader et al., 2004).  

ii. L’A  et le transport mitochondrial 
Les processus de transport sont également affectés par le peptide Aβ et se traduisant 

par une altération de la motilité mitochondriale (Du et al., 2010; Gegg et al., 2010). La 

dégénérescence axonale des patients MA est caractérisée par des régions « gonflées » avec 

des accumulations anormales d’organelles (Stokin et al., 2005). Les mitochondries 

endommagées sont normalement ciblées vers le soma pour être dégradées par les lysosomes. 

Un défaut du transport mitochondrial conduit à une accumulation anormale de mitochondries 

défectueuses dans les régions distales des neurones MA, apportant une explication tangible à 

l’accumulation d’organelles observée dans la MA. 

L’exposition des cultures neuronales au peptide Aβ ou « Aβ derived diffusible ligans » 

ADDLs a pour conséquence la diminution de la densité des mitochondries dans l’axone et de 

leur motilité (Catalano et al., 2006). Chez la drosophile, la surexpression d’Aβ ralentit le 

transport mitochondrial de l’axone entrainant des dysfonctions présynaptiques (Zhao et al., 

2010). Les neurones primaires dérivés de souris transgéniques surexprimant du Aβ exposent -

également un problème dans le transport des mitochondries axonales, et des déficiences 
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synaptiques certainement liées à l’accumulation de l’Aβ oligomérique mitochondriale 

(Calkins et al., 2011). 

Chez la drosophile, le peptide Aβ42 perturbe la localisation des mitochondries et 

réduit leur nombre dans les axones et les dendrites concomitamment à une augmentation dans 

le soma (Iijima-Ando et al., 2009; Ling et al., 2009). L’accumulation intracellulaire d’Aβ 

induit la déplétion des mitochondries présynaptiques et diminue leur transport. Une des 

explications envisagée, serait que le peptide Aβ perturbe la stabilité mitochondriale en 

diminuant l’acétylation de la tubuline. Les cerveaux MA sont caractérisés par une diminution 

de l’acétylation de la tubuline et l’augmentation de HDAC6, la seule déacétylase cytosolique 

ayant comme substrat majeur la tubuline, qui régule le trafic mitochondrial (Busciglio et al., 

2002; Reddy, 2011). De plus, le peptide Aβ régule le trafic mitochondrial en activant la 

GSK3β, un régulateur négatif de la kinésine-1 (Morfini et al., 2002). L’activité excessive de la 

GSK3β est associée au blocage du mouvement des mitochondries. L’utilisation d’inhibiteur 

de GSK3β prévient les défauts de transport mitochondriaux induit par le peptide Aβ (Koh et 

al., 2008). Le peptide Aβ cause l’élévation du niveau de calcium par l’augmentation de 

l’activité de plusieurs kinases entrainant la phosphorylation de Tau, la perturbation du réseau 

mitochondrial et des défauts du trafic mitochondrial (Cao et al., 2013; Noble et al., 2003; Puig 

et al., 2004). Enfin, une altération bioénergétique  mitochondriale contribue également à 

l’altération du trafic mitochondrial dans la MA : 1) le calcium cytosolique augmente et 

contribue au défaut du trafic mitochondrial en diminuant les niveaux d’ATP ; 2) Le blocage 

de l’activité cytochrome oxydase diminue les niveaux d’ATP (Parker et al., 1990). 

iii. L’A  et la dynamique mitochondriale 

La surexpression de la βAPP et du peptide Aβ affecte la dynamique mitochondriale et 

les processus de fusion/fission (Calkins et al., 2011; Manczak et al., 2011; Wang et al., 

2008b). Les neurones exposés au Aβ dérivé de ligands diffusibles (ADDLs) ou aux 

oligomères de A ou les neurones primaires dérivés de modèles de souris transgéniques 

surexprimant de l’APP et par conséquant accumulant de l’Aβ, présentent des mitochondries 

fragmentées ainsi qu’une réduction de leur densité (Calkins et al., 2011; Du et al., 2010; 

Wang et al., 2009). 

Une autre étude montre que des cellules neuronales incubées avec un milieu 

conditionné de cellules exprimant de manière stable les formes mutantes d’APP associées à la 

MA (APP suédoise), augmentent la fission mitochondriale causée par l’élévation du niveau de 
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Drp1 S-nytrosylé, comme décrit dans les cerveaux MA humains et les modèles de souris MA 

(Cho et al., 2009).  

Les effets toxiques du peptide Aβ semblent corrélés à l’augmentation de l’activité de 

Drp1. En effet, l’expression de Drp1 et de Fis1 est augmentée dans des cerveaux de patients 

MA (Calkins et al., 2011; Manczak et al., 2011; Wang et al., 2008b) alors que Mfn1, Mfn2 et 

Opa1 diminuent (Wang et al., 2009). L’augmentation de la production d’Aβ, et donc de son 

interaction avec Drp1 et Tau phosphorylé, aboutit à une fragmentation anormale des 

mitochondries. Cependant une autre équipe a contredit ces résultats en décrivant une 

diminution du niveau de Drp1 dans des fibroblastes et cerveaux de patients atteints de MA 

sporadique (Wang et al., 2008c). Ils ont montré que la surexpression de la βAPP dans des 

cellules de neuroblastomes, entraine une fragmentation des mitochondries et une diminution 

du niveau de Drp1 et Opa1. La surexpression de Drp1 et d’Opa1, peut partiellement 

contrecarrer les défauts associés à la surexpression de βAPP (Wang et al., 2008b ; 2008c). 

Dans les cellules surexprimant la mutation suédoise sur l’APP,  une diminution de Drp1, 

Opa1 et une augmentation Fis1 (Wang et al., 2008b ; 2008c) induisent de sévères 

fragmentations réduisant le nombre de mitochondries Wang et al., 2008b ; 2008c). 

iv. Effet de l’A  sur les processus autophagique / mitophagique  

Plusieurs évidences soulèvent un effet diret de l’accumulation du Aβ sur les processus 

autophagiques : 

Des altérations autophagiques et lysosomales sont observées chez les souris 

transgéniques CNRD8 qui surexpriment l’APP humaine avec des mutations associées à la 

MA (APPsuédoise) (Yang et al., 2008a; Yang et al., 2011a, 2011b), du même type que celles 

présentes dans le modèle de souris transgénique PS/APP (Cataldo et al., 2004; Yu et al., 

2005). Ceci indique que la surexpression de la βAPP mutante peut entrainer la pathologie 

autophagique-lysosomale. Les neurones hippocampaux et corticaux de ces souris présentent 

des autolysosomes élargis et gonflés, contenant les substrats non digérés comme LC3-II, des 

protéines ubiquitinylées, et du peptide Aβ, ressemblant aux AVs des cerveaux de souris 

invalidés en cathepsines (comme décrit dans les chapitres précédents).  

Pour confirmer l’évidence d’un défaut de clairance des AVs, la stimulation de la 

protéolyse lysosomale restaure les déficits de mémoire et d’apprentissage en diminuant le 

niveau extracellulaire de déposition amyloïde et le niveau total d’Aβ40 et Aβ42 (Yang et al., 

2011a, 2011b). 
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De plus, dans les cerveaux de patients MA et de modèle de souris « MA », des études 

montrent une augmentation de la production de ROS qui modifie l’activité protéolytique de 

protéases de clairances du peptide Aβ, et l’accumulation de peptide Aβ, entrainant de la 

toxicité mitochondriale (Alikhani et al., 2011; Falkevall et al., 2006).  

En ce sens, l’accumulation de peptide Aβ42 et non d’Aβ40 dans les neurones de 

drosophiles induit des dysfonctions de l’autophagie et des lysosomes en fonction de l’âge, 

caractérisés par une accumulation d’autolysosomes (Ling et al., 2009).  

L’utilisation d’un modèle d’injection de Aβ dans le rat, a permis de mettre en évidence 

une forte augmentation des marqueurs mitophagiques dans l’hippocampe, revenant 

concomitamment avec le début de l’augmentation des marqueurs apoptotiques vers un niveau 

basal. Cette stimulation de la mitophagie ressemble à une tentative primaire d’empêcher la 

crise energétique des neurones avant leur dégénérescence (Shaerzadeh et al., 2014). 

L’accumulation d’Aβ suite à un défaut de clairance des AVs ou l’altération de 

l’activité des protéases responsables de sa dégradation, entraine une perturbation de 

l’autophagie générale et même sélective. 

c. La parkine dans la MA 

La majorité des pathologies neurodégénératives sont liées à des désordres au niveau de 

l’autophagie. Quelques études indiquent également une perturbation de la mitophagie (Hirai 

et al., 2001; Moreira et al., 2007a, 2007b). L’une des voies principales dans le contrôle de la 

mitophagie concerne la voie PINK1/parkine (développée dans les chapitres précédents). 

Plusieurs études suggèrent que la parkine peut contribuer à l’établissement d’autres 

pathologies neurodégénératives incluant la MA. 

Tout d’abord, il a été décrit une augmentation du niveau de la parkine dans les tissus 

cérébraux post-mortem de patients atteints de MA (Witte et al., 2009). De plus, la parkine est 

régulée par Tau. Ainsi, dans des patients MA, Tau peut induire, suite au recrutement aberrant 

de la parkine, un recyclage mitochondrial excessif, à la base d’une détérioration synaptique et 

d’une mort neuronale accrue (Corsetti et al., 2015). De plus, plusieurs études ont décrit une 

phosphorylation anormale de Tau chez des patients portant des mutations de la parkine 

(Sánchez et al., 2002; van de Warrenburg et al., 2001). Une accumulation de Tau est observée 

durant le vieillissement des souris dépourvues de parkine (Rodríguez-Navarro et al., 2007). 

De manière intéréssante, la surexpression d’une forme de Tau mutée chez les souris invalidée 
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pour le gène de la parkine, est accompagnée de problèmes comportementaux, et de 

mémorisation (Rodríguez-Navarro et al., 2008).  

La parkine est impliquée dans la régulation des sous unités catalytiques PS1 et PS2 du 

complexe enzymatique de la γ-sécrétase (Duplan et al., 2013). Elle colocalise avec les lésions 

vasculaires de peptide Aβ dans les cerveaux MA où elle ubiquitine le peptide Aβ42, et 

augmente sa dégradation. Elle diminue les niveaux Aβ42 (Rosen et al., 2006) en facilitant la 

clairance à travers la restauration de l’activité du protéasome et de l’autophagie dépendante de 

beclin (Burns et al., 2009; Khandelwal et al., 2011; Rosen et al., 2010).  

Lors de la progression de la maladie, l’augmentation de la mitophagie est 

accompagnée de la déplétion de la parkine cytosolique (Khandelwal et al., 2011; Martín-

Maestro et al., 2016) et par une accumulation de PINK1.  

d. La protéine PINK1 dans la MA  

Pour rappel, il existe un lien fonctionnel entre la parkine et PINK1 dans le contrôle de 

la mitophagie. PINK1, est le senseur mitochondrial qui contrôle la mitophagie et la 

dynamique mitochondriale qui sont altérées dans la MA. Très peu d’études concernent 

l’implication de PINK1 au sein de la MA. La protéine PINK1 est présente au niveau des 

dépôts amyloides 

L’évaluation immunohistochimique de PINK1 dans les cerveaux de patients MA a 

établi une colocalisation avec les plaques séniles et les dépôts amyloïdes vasculaires  mais pas 

avec les dégénérescences neurofibrillaires (Wilhelmus et al., 2011).  

i. La régulation du niveau de PINK1 dans des cerveaux «alzheimers» 

De manière plus directe, des études de microréseaux « microarray » décrivent une 

modulation de PINK1 dans l’hippocampe et le cortex temporal des cerveaux de modèles 

«alzheimers» de souris transgéniques 2576 portant la mutation suédoise ainsi que dans 

l’hippocampe et le cortex temporal de cerveaux de patients MA (George et al., 2010). Plus 

récemment, une autre étude a confirmé la modulation de PINK1 directement dans des 

cerveaux d’un autre modèle de souris «alzheimer» APPsuédoise/PS1∆E9, portant une 

mutation sur l’APP. Dans cette étude une augmentation du niveau protéique de PINK1 ainsi 

que de la parkine est observée, proportionnellement à l’âge de la souris. Ce résultat est 

similaire dans la lignée cellulaire portant la mutation APPsuédoise (Wang et al., 2015).  
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ii. La voie de signalisation PS-PTEN-PINK1 

Des régulateurs clairement identifiés et caractérisés de PINK1 sont aussi retrouvés 

altérés dans la MA. PTEN représente ainsi un exemple parfait. En effet il a été montré que les 

PS sont capables de réguler PTEN (Zhang et al., 2008a) qui est le premier régulateurs 

identifié de PINK-1 (Unoki and Nakamura, 2001). PTEN est diminué dans les neurones 

hippocampiques de cerveaux de patients MA (Griffin et al., 2005; Rickle et al., 2006; Zhang 

et al., 2006). PTEN a aussi été associé à la pathologie « Tau » (Frere and Slutsky, 2016; 

Sonoda et al., 2010; Zhang et al., 2006). La surexpression de PTEN altère la phosphorylation 

de Tau et augmente l’association de Tau au microtubule tout en diminuant la formation 

d’agrégats de Tau. De plus, l’invalidation ou l’inactivation par mutation de PTEN entraine un 

phénotype opposé accompagné d’une diminution de la croissance des neurones (Zhang et al., 

2006).  

Plus récemment, une autre étude a décrit une distribution de PTEN altérée dans les 

neurones de cerveaux de patients MA. Dans cette étude, PTEN est délocalisée du noyau vers 

le cytoplasme et est détectable dans les dégénérescences neurofibrillaires (Sonoda et al., 

2010). Aujourd’hui il est avéré que PTEN régule de nombreuses fonctions dans le SNC, et 

que sa dérégulation affecte la neurogénèse, la croissance neuronale, la synaptogénèse, la 

plasticité et transmission synaptique (Zhou and Parada, 2012).  

Les mutations humaines ou la délétion chez la souris de PTEN, sont impliquées dans 

divers désordres neurologiques comme la macroencéphalie, l’ataxie, les troubles convulsifs, 

l’autisme et le retard mental (Zhou and Parada, 2012). Dernièrement L’equipe de Knafo a 

établi que l’injection intracérébroventriculaire pendant 3-4 semaines d’un inhibiteur 

pharmacologique de PTEN dans des souris adultes MA (APP, PS1 ou APP/PS1) améliore les 

déficits cognitifs et la LTP dans la voie hippocampale. Ces résultats Soulevent un rôle de 

PTEN dans la toxicité liée au peptide Aβ.  

iii. La protéine PINK1 interagit avec la protéine Beclin1 

D’autres protéines intéragissants avec PINK1 ont également été retrouvées altérées 

dans la MA. Ainsi, PINK1 intéragit avec Beclin-1 dans la mitochondrie (Michiorri et al., 

2010) menant à leur clairance via un processus autophagique. L’activation de la voie 

PINK1/parkine/Beclin-1 suite aux dommages mitochondriaux augmentera donc dégradation 

des mitochondries endommagées. Plusieurs études ont dans ce sens, décrit l’induction de la 

clairance des dépôts de peptides amyloïdes intracellulaires par la parkine (Burns et al., 2009; 
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Khandelwal et al., 2011; Rosen et al., 2010), cette dernière pouvant induire cette dégradation 

par l’induction de l’autophagie via beclin-1. De manière intéressante, Beclin 1 est diminuée 

au sein de la MA. Cette déficience de Beclin 1 peut donc provoquer l’accumulation de 

mitochondries défectives conjointement à un défaut d’autophagie.  

iv. La protéine PINK1 interagit avec la protéine PGC1-  

PINK1 est directement associée à PGC-1α (peroxisome proliferator-activated receptor-

gamma co-activator 1 alpha) au sein de l’IMM et dans la matrice mitochondriale (Choi et al., 

2013). Elles semblent réguler l’intégrité mitochondriale de manière coopérative. Des études 

récentes montrent un rôle important de PGC-1α dans la MA. En effet, l’expression de PGC1-

α est dérégulée dans des hippocampes de patients MA (Qin et al., 2009) et semble influencer 

l’expression de PINK1 (Choi et al., 2013, 2014).  

Toutes ces pistes indirectes, laissent présager un potentiel rôle/dérégulation de PINK1 

dans la MA. 

IV. Les défauts autophagique et implication de PINK1 dans le 

cancer  

A. Maladies neurodégénératives et cancer : un mécanisme commun 

des voies cellulaires communes et/ou une balance entre la survie 

et la mort cellulaire  

Plusieurs études épidémiologiques montrent une diminution de la probabilité de 

développer un cancer chez les patients MP (D’Amelio et al., 2004; Vanacore et al., 1999). Les 

maladies neurodégénératives et le cancer sont caractérisés par l’exacerbation de deux voies de 

signalisation opposées qui conduisent à un excès de mort cellulaire ou inversement, de survie 

cellulaire. Plusieurs travaux suggèrent l’implication  de gènes communs (Inzelberg and 

Jankovic, 2007), régissant des voies de signalisation communes mais diversement affectées 

dans ces deux pathologies. Plusieurs processus moléculaires et systèmes de signalisation 

incluant le contrôle du cycle cellulaire, la réparation de l’ADN, la dynamique mitochondriale 

sont altérés dans ces pathologies. Plusieurs gènes associés à la MP dont PINK1, ont été décris 

comme contribuant à la tumorigénèse. Ceci corrobore d’une part l’implication des processus 

autophagiques dans l’étiologie des cancers et, d’autre part, le lien moléculaire entre les gènes 

associés à la MP et la protéine suppresseur de tumeurs p53. 



 
 

P a g e  | 68  
 

B. L’autophagie dans le cancer  

 La dysfonction des processus autophagiques est un important facteur de la 

tumorigénèse. Les altérations de l’autophagie dans le cancer dépendent  de multiples facteurs, 

incluant le stade de la tumeur, le contexte cellulaire, et l’origine du tissu (Figure 26).  

 

Figure 26 : Le rôle de l’autophagie en fonction du stade de la tumeur. 
L’autophagie participe à la défense anti-tumorale en luttant contre les dommages subis des organites 
et du génome empéchant le basculement des cellules saines en cellules cancéreuses, elle inhibe la 
mise en place de l’angiogénèse et la nécrose deux processus clés dans l’établissement des 
tumeurs.Cependant, l’autophagie contribue au processus tumorigéniques en participant à la protection 
des cellules cancéreuses contre les agents thérapeutiques anti-cancéreux, dans la survie des cellules 
cancéreuses invasives, et dans la résistance au stress oxydatif des cellules tumorales établies.  

 

1. Autophagie et répression de la tumorigénèse  

L’autophagie intervient lors des phases précoces de la tumorigénèse pour en limiter la 

progression. En revanche, quand la tumeur est établie, l’autophagie fonctionne comme une 

voie de survie en réponse à divers stress imposés durant la progression du cancer et la 

chimiothérapie (Levine, 2007; Mathew et al., 2007; Rosenfeldt and Ryan, 2009; Wilkinson 

and Ryan, 2010 Chen and Debnath, 2010; Kondo et al., 2005). 
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La délétion de gènes codant des protéines autophagiques est commune dans les 

cancers humains ainsi que l’altération des gènes codant des protéines oncogéniques (NF-KB, 

FoxO ou HIF-1) ou suppresseurs de tumeurs (p53, parkine). La perte des gènes codant des 

protéines autophagiques augmente les dommages sur l’ADN, l’instabilité chromosomique, 

dérégule le contrôle de la croissance cellulaire ainsi que des défauts mitochondriaux (White, 

2015). Les évidences les plus directes d’un effet protecteur de l’autophagie contre le cancer, 

viennent de l’étude génétique des souris invalidées en gènes codant des protéines de la 

machinerie autophagique (Atg7) (Komatsu et al., 2005; Kuma et al., 2004; Lee et al., 2012). 

Elles montrent une corrélation entre un défaut de l’autophagie et une augmentation de 

l’initiation des tumeurs bénignes, corroborant l’hypothèse que l’autophagie possède des 

actions suppressives sur l’initiation de tumeurs qui basculent une fois la tumeur établie. 

L’autophagie contribue à l’inactivation de plusieurs autres processus tumorigéniques :  

- L’autophagie assure la maintenance des cellules souches normales. Une étape clé dans 

le processus de transformation, caractérisée par le changement de l’état de 

prolifération ou de différenciation cellulaire. 

- Elle contribue à deux mécanismes suppresseurs de tumeurs importants, qui sont la 

mort cellulaire  (Berry and Baehrecke, 2008; Kroemer and Levine, 2008) et la 

sénéscence (Xue et al., 2007; Young et al., 2009). 

- L’autophagie est impliquée dans les processus anti-inflammatoires (Degenhardt et al., 

2006; Deretic et al., 2013; Rubinsztein et al., 2012) or la transformation en cellules 

malignes est stimulée par un environnement inflammatoire caractérisé par une 

accumulation de ROS (Mathew et al., 2009; Reuter et al., 2010; Scherz-Shouval et al., 

2007) et de cytokines mitogéniques (Coussens et al., 2013). 

- Finalement l’autophagie par son rôle dans la défense anti-virale et anti-bactérienne, 

supprime les pathogènes potentiellement carcinogènes. 

2. L’autophagie et activation de la tumorigénèse 

Le rôle de l’autophagie en tant que support de la prolifération des tumeurs, bien que 

complexe, reste centré autour d’un principe. L’augmentation des besoins métaboliques et de 

la synthèse est nécessaire pour des cellules qui se divisent rapidement dans un milieu austère 

tumoral (Kimmelman, 2015). 

Dans des conditions normales, le niveau autophagique est bas. Lors d’un stress, 

l’autophagie est rapidement induite, conduisant à la dégradation des composants intra-
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cellulaires. Cette dégradation fournit des provisions au métabolisme pour supporter l’absence 

de nutriments extracellulaires. Ce système de survie métabolique est aussi activé dans les 

cancers. Plusieurs lignées de cellules cancéreuses montrent un haut niveau basal d’autophagie, 

suggérant une compensation cellulaire ou que les évènements oncogéniques génèrent un stress 

métabolique. Ce stress nécessite l’activation de l’autophagie, pour soutenir la survie des 

cellules tumorales (Degenhardt et al., 2006; Guo et al., 2011, 2013). Beaucoup de tumeurs 

contiennent des régions pauvrement vascularisées, caractérisées par un manque de nutriments 

et d’oxygène, associées à un haut niveau d’autophagosomes (Yang et al., 2014). Les tumeurs 

se servent de l’autophagie pour s’approvisionner en nutriments, ce qui est considéré comme 

un processus oncogénique, puisque l’autophagie est augmentée et semble avoir un effet 

cytoprotecteur des cellules tumorales. Par conséquent, l’invalidation des gènes codant pour 

des protéines essentielles à l’autophagie dans des lignées de cellules cancéreuses, réduit la 

survie et la tumorigénèse. L’augmentation de l’expression des ces gènes, devient donc une 

signature d’un phénotype plus agressif et invasif.  

La transformation en cellules malignes est liée au changement métabolique de la 

consommation de pyruvate, dérivé de la glycolyse par la phosphorylation oxydative, en un 

modèle métabolique où la capture du glucose est augmentée de manière significative afin de 

soutenirles réactions anaboliques et la défense antioxydante. La respiration mitochondriale 

reste haute pour satisfaire aux demandes énergétiques, et plusieurs acides aminés, comme la 

glutamine et la sérine, deviennent essentielles pour faire face à des fonctions métaboliques 

exacerbées (Hanahan and Weinberg, 2011).  

3. La mitophagie et la dynamique mitochondriale dans le cancer  

Les études concernant p62 dans la tumorigénèse montrent que l’invalidation de p6β 

réduit la tumorigénèse (Inami et al., 2011). La surexpression de p62 génère un stress oxydatif 

et une croissance de la tumeur. Les récepteurs mitophagiques sont directement régulés selon 

le type de cancer et semblent directement associés à la progression et la prolifération du 

carcinome ainsi qu’à l’agressivité de ce dernier.  

Un autre acteur clé de la mitophagie, la parkine, est aussi fréquemment absente  

(Cesari et al., 2003; Gong et al., 2014), éteinte ou indétectable dans différentes variétés de 

cancers humains (cancer des ovaires, cancer du sein, cancer de la vessie) suggérant un rôle de 

prévention des cancers par la mitophagie. Dans des souris invalidées en parkine, l’incidence 

de développement spontanné de tumeurs hépatiques est augmentée. La parkine régule les 
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niveaux d’effecteurs clés du cycle cellulaire incluant la cycline D1, la cycline E et CDK4, 

contribuant à son rôle de suppresseur de tumeur. Elles sont directement influencées par les 

mutations de la parkine qui influent notamment sur leurs dégradations et expliquent les 

dérégulations associées au développement de certains cancers comme les glioblastomes, les 

cancers de la langue ou du colon.  

La dynamique mitochondriale est aussi dérégulée dans les cancers. Les cellules 

cancéreuses exhibent très souvent des mitochondries fragmentées. Drp1 est très fortement 

exprimé et activé alors que Mfn2 est diminuée. L’augmentation de la fission et la diminution 

de la fusion sont liées au phénotype sévère du cancer qui est antagonisé par l’inhibition de 

Drp1 ou la surexpression de Mfn2, favorisant l’arrêt du cycle et l’apoptose spontanée 

(Rehman et al., 2012). Le fractionnement mitochondrial est corrélé avec un défaut de 

l’activité du complexe I, une augmentation de la glycolyse, une réduction de l’accumulation 

des ROS et une diminution des réponses aux thérapies cytotoxiques (Hagenbuchner et al., 

2013). La machinerie impliquée dans la dynamique mitochondriale peut contribuer aux 

ajustements cellulaires face aux pénuries d’oxygène, de nutriments ou à des interventions 

thérapeutiques. Le transport mitochondrial est aussi important dans les processus cancéreux 

puisque la perturbation des liens microtubules/mitochondries par l’intermédiaire de 

l’invalidation de Miro1, inhibe le trafic mitochondrial et réduit la migration des cellules 

cancéreuses (Desai et al., 2013). La plupart des études suggérent que la fission est un pré-

requis pour la relocalisation efficace des mitochondries, l’activation de Drp1 ou la baisse de 

Mfn1 observées dans les cellules cancéreuses invasives. 

C. p53, un dénominateur moléculaire commun aux pathologies 

neurodégénératives et cancer  

La plupart des études de la protéine p53 concerne  l’évaluation de p53 en tant que 

suppresseur de tumeurs et notamment son rôle majeur dans l’arrêt de la croissance et 

l’apoptose. Dans les MA et MP qui représentent les désordres neurodégénératifs les plus 

fréquents, la mort cellulaire apparait comme l’un des principaux facteurs étiologiques. De 

manière intéressante, plusieurs études menées au laboratoire, ont démontré un dialogue 

moléculaire entre p53 et plusieurs protéines clés dans le développement de la MA et de la MP 

ainsi qu’une dérégulation de ces dernières dans les cancers (Checler and Alves da Costa, 

2014a, 2014b). Inversement,  plus de la moitié des cancers sont liés à des mutations de p53 

menant à un défaut de l’apoptose dépendante de p5γ. Cet impact de p53 dans ces pathologies 

a suscité de nombreuses études visant à concevoir des outils chimiques ou des approches 
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biologiques pour restaurer les défauts de p53 ou pour sa suractivation. De plus, des études 

récentes rapportent une régulation autophagique par p53 (Jones et al., 2005; Vakifahmetoglu-

Norberg et al., 2013, 2016), éléments qui ont conditionné les travaux effectués lors de ma 

thèse.  

 

Figure 27 : Régulation de l’autophagie dépendante de la localisation de p53. 

D’après Maiuri M.C. β008. Dichotomie du rôle de p53 en fonction de la localisation de p53. La forme 
p53 nucléaire à travers son activité transcriptionnelle induit l’arrêt du cycle cellulaire suite à un stress 
conduisant à la réparation de l’ADN ou à l’apoptose. Il active également des gènes pro-
autophagiques. La forme cytosolique de p53 aura pour effet la levée de la transcription des gènes pro-
autophagiques.  

 

1. p53 et autophagie dans le cancer  

Plusieurs voies de signalisation mettant en jeu p5γ peuvent induire l’autophagie. p5γ 

induit la phosphorylation oxydative et inhibe la glycolyse, qui d’un point de vue métabolisme, 

s’oppose à l’effet WARBURG, caractéristique des cancers (Gottlieb and Vousden, 2010). p53 

est activée par de nombreux stress cellulaires  incluant entre autres, le stress génotoxique,  

l’activation oncogénique, le stress hypoxique. Il orchestre différentes grandes voies de 

réponses cellulaires directement associées aux processus de tumorigénèse comme l’arrêt du 

cycle cellulaire, l’apoptose, la sénéscence, le métabolisme, la différenciation, le blocage de 

l’angiogénèse, et la modulation de l’autophagie.  
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a. p53 et le contrôle qualité des mitochondries 

En condition de stress, p5γ peut également contrôler l’état des mitochondries via la 

dégradation mitophagique ou la dégradation des protéines endommagées. p53 induit une 

protéine, Mieap, qui influence directement le contrôle de l’homéostasie mitochondriale  

(Kamino et al., 2016; Tsuneki et al., 2015). Mieap répare les mitochondries endommagées par 

l’élimination lysosomale (intra-organelle) sans destruction de la structure mitochondriale 

(Kitamura et al., 2011). Si le stress augmente chroniquement, la mitochondrie sera détruite par 

l’accumulation des lysosomes. p5γ peut également réguler la mitophagie. En effet, il a été 

rapporté une régulation mutuelle entre une protéine effectrice dans la mitophagie, la parkine, 

mais également avec les récepteurs mitophagiques. Les modifications de la nitrosylation de la 

parkine abolissent la capacité de la parkine à réduire l’expression de p5γ (Sunico et al., 2013). 

b. p53 dans la dynamique mitochondriale  

L’identification de la formation d’un complexe entre p5γ et Drp1 suggère un contrôle 

de la dynamique mitochondriale par p53. Des études récentes montrent une altération de 

l’expression et de l’activité de plusieurs protéines responsables de la fission/fusion par p53. 

p5γ induit l’expression transcriptionnelle de Mfnβ dans des HepGβ, «hepatocellular 

carcinoma cells» (He et al., 2010), et de Drp1 dans des cardiomyocytes (Li et al., 2010). p53 

peut également induire la fission par l’induction de la translocation de Drp1 dans la 

mitochondrie dans des cellules Hela (Wang et al., 2011b). Une autre étude récente implique la 

liaison de p53 sur Drp1 comme l’évènement causal de la fragmentation mitochondriale 

observée dans la maladie d’Huntington (Guo et al., 2013). En effet, dans ce modèle, la 

suppression de p53 module la fragmentation et les dysfonctions mitochondriaux associées à la 

maladie, menant à la mort cellulaire. Enfin, les neurones traités avec des agents toxiques 

endommageant l’ADN présentent des mitochondries allongées, suggérant une suppression de 

l’expression de Drp1 et de la parkine par p53. La surexpression de la parkine ou de Drp1 

corrige la morphologie mitochondriale et bloque la mort neuronale (Wang et al., 2013). 

c. p53 et autophagie 

La déficience en autophagie entraine des dommages profonds de l’ADN suggérant, 

une fonction protectrice contre la toxicité subit par l’ADN (Karantza-Wadsworth et al., 2007; 

Mathew et al., 2007). Cette fonction est confirmée par l’induction autophagique de la survie 

cellulaire en réponse à des agents pharmacologiques génotoxiques (Svensson et al., 2012). Le 

stress génotoxique étant l’un des signaux activateurs de p5γ, l’autophagie prévient l’apoptose 

induite par p53.  



 
 

P a g e  | 74  
 

L’immunoprécipitation de la chromatine et le séquençage, suite à l’induction de 

dommage de l’ADN, ont permis de mettre en évidence l’activation d’une batterie de gènes 

autophagiques, dont ULK1 et ATG7, par p53 (Kenzelmann Broz and Attardi, 2013; 

Kenzelmann Broz et al., 2013). 

Selon les premières études, p5γ est un régulateur positif de l’autophagie en activant de 

manière transcriptionnelle les gènes d’induction de l’autophagie. Des protéines encore très 

peu décrites comme la « DNA damage regulated autophagy modulator 1 » DRAM sont 

activées par p5γ, et l’induction de DRAM favorise l’autophagie (Crighton et al., 2006a, 

2007). DRAM semble même être requise pour l’induction de l’apoptose dépendante de p5γ, 

sans pour autant que les mécanismes soient clairs.  

En revanche, l’invalidation de p5γ contre toute attente, active l’autophagie induisant. 

Une éventuelle explication serait que l’absence de p5γ engendre un stress, requérant une 

réparation par l’autophagie. Mais ces résultats soulèvent la complexité de régulation de 

l’autophagie par p5γ qui peut réguler positivement ou négativement ce même processus. 

La stimulation de p53 par des stress oncogéniques ou génotoxiques augmente 

l’autophagie alors qu’un niveau basal de p5γ, en absence de stress, l’inhibe. Au final p53, 

joue un double rôle dans la régulation de l’autophagie dépendant de sa localisation 

subcellulaire. Dans le noyau, les fonctions de p53 sont pro-autophagiques de manière 

dépendante ou non de son activité facteur de transcription, à l’encontre de sa localisation 

cytoplasmique, où il supprime l’induction de l’autophagie (Maiuri et al., 2010).  

D. L’implication de PINK1 dans le cancer  

1. La voie PTEN-FOXO3a-PINK1 

Les fonctions de suppresseur de tumeur de PTEN sont notamment liées à l’inhibition 

de la voie de survie et de croissance cellulaire qui représente une voie oncogénique majeure. 

Les mutations de PTEN ont été identifiées dans de nombreux cancers humains, plaçant PTEN 

juste derrière p53, comme l’un des protéines les plus fréquemment mutée dans les cancers 

humains (Yin and Shen, 2008). Cette voie de survie inhibée par PTEN, représente un 

important « moteur » de la tumorigénèse (Coutte et al., 2012; Parsons and Simpson, 2003), 

via l’augmentation de la croissance cellulaire, la prolifération, la motilité,  la protection contre 

l’apoptose, la glycolyse, des processus critiques pour la survie des cellules cancéreuses mais 

également par sa régulation du facteur de transcription FOXO.  
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FOXO3a représente à ce jour le seul facteur de transcription régulant PINK1 

directement. Ainsi FOXO3a se lie à plusieurs éléments de liaisons identifiés sur le promoteur 

de PINK1 (Mei et al., 2009). Le rôle de FOXO dans les processus cancéreux reste encore 

débattu (Gan et al., 2010; Kloet and Burgering, 2011; Paik et al., 2007; Zhang et al., 2011b). 

Sa délétion prédispose au cancer (Paik et al., 2007). Il induit la transcription de plusieurs 

protéines pro-apoptotiques (Fu and Tindall, 2008) qui entrainent, suite à un stress, l’arrêt du 

cycle cellulaire et la mort cellulaire. Il a également été montré comme étant un inducteur du 

processus d’invasion suite à son activation par des metalloprotéases de la matrice (Storz et al., 

2009).  

En conséquence, PINK1 pourrait représenter un nouveau candidat capable de moduler 

la voie de suppression de la croissance cellulaire par PTEN. Comme attendu, du fait du 

caractère anti-cancérigène de PTEN, et de sa régulation positive sur PINK1, la surexpression 

de PINK1 n’induit pas d’inhibition de la croissance cellulaire dans de nombreuses lignées de 

cellules cancéreuses. Inversement, des études plus récentes menées avec des fibroblastes et de 

lignées de cellules cancéreuses invalidées en PINK1 suggérent un rôle de PINK1 dans la 

promotion des tumeurs (O’Flanagan et al., 2015). Par ailleurs, même si PINK1 fût découverte 

suite à son activation par PTEN, aucune autre étude n’a établi l’importance  de ce lien 

fonctionnel (ou sa dérégulation) dans une pathologie. 

2. Implication de PINK1 dans le cancer  

a. Expression de PINK1 dans le cancer  

La première description de PINK1 dans le cancer a été faite par Unoki et Nakamura en 

β001 qui montraient une augmentation de l’ARNm de PINK dans des cellules cancéreuses 

(HEC-151 et Ishikawa3-H1β des cellules de l’endomètre) suite à la surexpression exogène de 

PTEN. 

Les premières analyses génomiques montrent que PINK1 se trouve sur le chromosome 

1p36 qui est un site fréquemment délété dans un grand nombre de cancers et qui est supposé 

abriter un ou plusieurs suppresseurs de tumeurs. Il se situe également à coté de la région 

chromosomique 1p31.1-34.3 où les pertes d’hétérozygotie (LOH) sont fréquemment 

observées dans le cancer de l’endomètre (Arlt et al., 1996). L’expression de PINK1 est 

également augmentée dans des lignées cellulaires murines de cancer avec un haut potentiel 

métastasique (Nakajima et al., 2003). 
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Suite à une étude de criblage et à l’utilisation de siRNA dirigées contre le kinome et le 

phosphatome, PINK1 a été identifié comme un élément essentiel pour la survie cellulaire et 

identifiant  PINK1 comme cible thérapeutique potentielle contre le cancer (MacKeigan et al., 

2005). Néanmoins, la modulation de l’expression protéique de PINK1 est différente selon le 

type de cancers étudié. Dans les cancers du sein, colorectaux, et de l’endomètre, on retrouve 

une expression protéique de PINK1 augmentée à l’inverse des niveaux  d’expression 

protéique mesurés dans les sarcomes, les neuroblastomes et les leucémies. Des méta-analyses 

d’ensemble de données collectées à partir de patients souffrant du cancer (Oncomine, 

COSMIC databases) ont permis de montrer une diminution sévère de l’expression des ARNm 

de PINK1 dans des tumeurs malignes de l’ovaire, du foie, et des carcinomes du rein tandis 

qu’elle est augmentée dans des cancers du rein, de l’endomètre, hématopoïétique ou des 

glandes parathyroides. Ces résultats soulèvent l’existence d’un possible double rôle pro- et/ou 

anti-tumorigénèse de PINK1 selon le contexte biologique cancéreux (Berthier et al., 2011).  

b. Les mutations de PINK1 associées au cancer 

Un faible nombre de mutations de PINK1 distinctes de celles associées à la MP, ont 

été identifiées dans plusieurs cancers comme le cancer de l’endomètre, de l’œsophage ou des 

ovaires (COSMIS database). D’autres mutations hétérozygotes associées aux formes 

idiopathiques de MP, situées sur le domaine catalytique de PINK1 réduisant son activité 

kinase, L437P, A279H, ont été identifiées comme variants rares de la lignée germinale 

prédisposant au neuroblastome (Pugh et al., 2013) mais leur influence demeure incertaine. 

c. Associations de PINK1 avec d’autres gènes liés au développement tumoral 

D’autres gènes fonctionnellement liés à PINK1, ont été impliqués dans le processus de 

tumorigénèse. Des mutations de la parkine et du gène de DJ-1 ont été reportées dans 

différents types de cancers (Inzelberg and Jankovic, 2007). Ainsi, la parkine et PINK1 

pourraient être des suppresseurs de tumeurs, alors que DJ-1 agirait plutôt un oncogène via sa 

régulation négative par PTEN.  De manière intéressante, la parkine et DJ-1 ont été décrites 

comme régulées/régulateurs de la voie de survie cellulaire (Fitzgerald and Plun-Favreau, 

2008). 

d. Les fonctions de PINK1 associées au cancer  

i. La fonction PINK1 anti-apoptotique  

Les formes cytosoliques ou mitochondriales de PINK1 possèdent toutes des  fonctions 

importantes dans les processus de survie, de contrôle de la mort cellulaire et de cytoprotection 
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via le contrôle de la voie protéasomale, de l’autophagie mitochondriale (bioénergie, 

dynamique et homéostasie mitochodondriale),de la régulation du calcium, de NF-KB ou de 

régulation de la voie de survie cellulaire (comme déjà abordé précédemment). Récemment il a 

été décrit que la diminution de PINK1 sensibilise les cellules cancéreuses de la vessie 

associée avec l’augmentation de la production de ROS, la diminution des protéines de Bcl-xL 

et TRAP1 et l’augmentation de la protéine Bax. 

ii. PINK1 régule les processus de tumorigénèse : la prolifération, le cycle cellulaire, l’invasion, la migration cellulaire  

Une nouvelle fonction de PINK1 en tant que régulateur positif de la progression du 

cycle cellulaire, entrainant un phénotype associé au cancer à été récemment démontré 

(O’Flanagan et al., β015). La délétion de PINK1 réduit la prolifération, le nombre de colonies, 

la migration et l’invasion dans plusieurs modèles cellulaires. De manière plus détaillée, la 

déficience en PINK1 entraine une multinucléation et un arrêt du cycle durant la phase G2/M 

qui résulte en une réduction de la capacité de la cellule à sortir du cycle cellulaire après 

déprivation de sérum.  
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Objectifs  

La mitochondrie est au cœur des désordres cellulaires caractérisant les pathologies, 

neurodégénératives et cancéreuse qui partagent des voies de signalisation commune. La 

mitophagie, un processus qui peut être protecteur ou destructeur, est associée à divers 

effecteurs dont PINK1 et la parkine. Les objectifs de ma thèse sont axés sur l’identification et 

la compréhension de nouveaux liens régulationnels impliquant la protéine PINK1, dans un 

contexte dégénératif ou prolifératif permettant de manière indirect une meilleur 

compréhension des régulations ou dérégulations de processus autophagiques dans un deux 

contextes pathologiques différents.  

La thèse se décline en deux parties : l’étude de la régulation de PINK1 dans la MA et la 

régulation de PINK1 par p53. 

Ces deux parties de ma thèse, seront traitées sous forme d’article. Le premier article (1) est 

actuellement engagé dans un processus de révision dans le journal Biological Psychiatry. Le 

second (2) dont un « préprint » a été ébauché devrait être soumis incéssament.   

1- Goiran T., Duplan E.,  Chami M., Bourgeois A., Lauritzen I., Elmanaa W., Dunys J., You H., Stambolic V., 

Biféri M.G., Barkats M., Pimplikar S., Sergeant N., Colin M., Morais V., Pardossi-Piquard R., Checler F. and 

Alves Da Costa C. βAPP intracellular domain controls mitochondrial function by modulating 

Pink-1 transcription in cells and in Alzheimer mice models. 

2- Goiran T., Duplan E.,  Rouland L., Elmanaa W., Lauritzen I., Dunys J., You H., Checler F. and Alves Da 

Costa C.. p53-mediated repression of autophagy involves PINK1 transcriptional regulation  
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Abstract  

Background 

Mitophagy and mitochondrial dynamics alterations are two major hallmarks of 

neurodegenerative diseases. Dysfunctional mitochondria accumulate in Alzheimer’s disease-

affected brains by yet unexplained mechanisms.  

Methods 

We combined cell biology, molecular biology and pharmacological approaches to unravel a 

novel molecular pathway by which presenilins control Pink-1 expression and transcription. In 

vivo approaches were carried out on various transgenic and knockout animals as well as in 

AAV-infected mice. Functional read-out and mitochondrial physiology (mitochondrial 

potential, �ψmit) were assessed by combined procedures including Flow cytometry, live 

imaging analysis and immunohistochemistry. 

Results 

We show that presenilins 1 and 2 trigger opposite effects on promoter transactivation, mRNA 

and protein expression of PTEN-induced kinase 1 (Pink-1). This control is linked to γ-

secretase activity and βAPP but independent of PTEN. We show that APP Intracellular 

Domain (AICD) accounts for presenilin-dependent phenotype and up-regulates Pink-1 

transactivation in cells as well as in vivo in a FOXO3a-dependent manner. Interestingly, the 

modulation of γ-secretase activity or AICD expression impacts Pink-1-related control of 

mitophagy and mitochondrial dynamics. Finally, we show that parkin acts upstream of 

presenilins to control Pink-1 promoter transactivation and protein expression.  

Conclusions 

Overall, we delineate a molecular cascade presenilins-AICD-FOXO3a linking Parkin to Pink-

1. Our study demonstrates an AICD-mediated Pink-1-dependent control of mitochondrial 
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physiology by presenilins. Furthermore, it unravels a parkin-Pink-1 feedback loop controlling 

mitochondrial physiology that could be disrupted in neurodegenerative conditions. 
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Introduction 

 It arose recently that besides macroscopic lesions characterizing specific subsets of 

neurodegenerative diseases, mitochondrial function appears consistently affected in brain 

diseases (1, 2). Indeed, mitochondrial deficits are now considered as a major hallmark in 

Alzheimer’s disease (AD) (3). In both familial and sporadic AD cases, early accumulation of 

structurally abnormal mitochondria has been evidenced (4, 5) and such defects also stand in 

animal models of AD (6). Thus, βAPP (β-amyloid precursor protein) transgenic mice-derived 

neurons display drastically altered mitochondrial dynamics (6, 7).  

 Exacerbated neuronal autophagy/mitophagy also corresponds to a consistent 

anatomical stigma in neurodegenerative diseases (2). In AD-affected brains, electron 

microscopy unraveled neuronal accumulation of autophagic vacuoles and impairment of 

autophagosomes maturation that ultimately yield Aβ overload (8). While both mitochondrial 

dynamics and mitophagy could well contribute to early phase of AD-linked 

neurodegeneration, little is known concerning the mechanistic defects that could account for 

such alterations. 

 Pink-1 controls both mitochondrial dynamics and mitophagy by selectively enhancing 

mitochondrial fission (9) and by recruiting parkin (PK) to damaged mitochondria (10), 

respectively. Pink-1 is a PTEN-induced putative kinase 1 (11) and it is noteworthy that PTEN 

expression is altered in AD brains in a region specific manner (12) and appears involved in 

the synaptic plasticity and cognition in AD mice models (13). Strikingly, immunological 

detection also revealed Pink-1 expression in senile plaques (14). Overall, alteration of PTEN-

Pink-1 homeostasis could well account for some of the defects taking place in AD.  

 It is remarkable that presenilins (PS1 and PS2), that constitute the catalytic core of γ-

secretase responsible for the ultimate cleavage yielding amyloid β (15, 16) and its C-terminal 
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counterpart AICD (APP IntraCellular Domain) (17) from βAPP, regulate the level of PTEN 

(18). This led us to question whether PS could act as upstream regulators of Pink-1 and of its 

associated functions. Here we show that PS1 controls Pink-1 by a γ-secretase- and βAPP- 

dependent but PTEN-independent mechanism. We show that AICD, that was shown to 

behave as a transcription factor (19-21), indeed controls Pink-1 transactivation and expression 

in a FOXO3a-dependent process. AICD-mediated control of Pink-1 influences its 

mitochondrial and mitophagic functions. Finally, we demonstrate that PK, which acts as a 

transactivator of PS1 promoter (22), controls Pink-1 in a fully PS1-dependent but PTEN-

independent manner. Thus, our study delineates for the first time, a molecular cascade linking 

PS1 and Pink-1. Furthermore, we reveal a PS-dependent molecular link between PK and 

Pink-1 that could be part of a feedback loop responsible for their cellular homeostasis and 

mitochondrial health that could be altered in neurodegenerative condition.     
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Methods and Materials 

Cellular and animal models, promoter activities assay, mRNA analysis and description of 

constructs are provided in supplementary information. 

 

Drugs description and administration ex-vivo. 

 The mitochondrial uncoupler CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone) 

and LY-294,002 (2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-benzopyran-4-one hydrochloride) (23) 

(Millipore-Sigma, USA) were incubated at 10µM for 6h or 16h (respectively) as previously 

described (24). DFK-167 (MP Biomedical, USA) was applied on HEK293 and MEF cells at 

50µM for 15h.  ELND006 (D6) was kindly provided by Elan Pharmaceuticals (USA) and 

used in both ex-vivo and in vivo (see below in 3xTgAD and in vivo drug treatment section) 

studies (25). In ex-vivo experiences, HEK293 and MEF cells were treated for 15h with D6 

(5µM).  

Cellular and mouse brain sample preparation and Western blot analysis. 

Western blot analysis of cellular and mouse brain samples were performed by standard 

procedures and described in supplemental information.    

 

3xTgAD mice and in vivo drug treatment. 

3xTgAD (harboring PS1M146V, βAPPswe, and TAUP301L transgenes) and non-transgenic 

(wild-type) mice (26) were housed with a 12:12h light/dark cycle and were given free access 

to food and water. All experimental procedures were in accordance with the European 

Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and local French 

legislation. Two groups of 24 wild-type males (129/C57BL6) and 25 3xTgAD males were 

used. Mice was treated daily during 10 days with either vehicle or with D6 (30mg/kg, Elan 
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Pharmaceuticals, USA) (25) via oral gavage (27). Animals were sacrificed six hours after the 

last administration. Dissected hippocampi were either submerged for 2 days in RNAlater 

RNA Stabilization Reagent (QIAGEN) for qPCR mRNA analysis or reserved for membrane 

fractions preparation devoted to γ-secretase activity measurement (28) and western-blot 

analysis of AICD and βAPP C-terminal fragments were performed as described in 

supplementary information methods.  

 

AAV-NLS-AICD production and mice injection. 

 Virus production and mice injection were performed according to previously described 

protocols (27, 29) and resumed in supplemental information.  

 

Mitochondrial potential disruption analysis. 

 Mitochondrial potential (�ψmit) was accessed using live imaging and Flow Cytometry 

analysis of TMRM (tetramethyl-rhodamine-methyl-ester) probe as detailed in supplemental 

information.  

  

Immunohistochemistry.  

 Immunohistochemical analyses of mice brain slices are described in supplemental 

information.  
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Results 

Presenilin 1 and Presenilin 2 differently modulate Pink-1 transcription in a PTEN-

independent manner. 

 We have examined the ability of presenilin 1 (PS1) and presenilin 2 (PS2) to modulate 

Pink-1 levels at both transcriptional and post-transcriptional levels. We show that Pink-1 

expression is poorly detectable in mock-transfected HEK293 and could be enhanced upon 

CCCP treatment (Figure 1A,B) in agreement with the well-established stabilizing effect of 

this uncoupling agent on Pink-1 protein (10). Stable expression of PS1 drastically enhances 

Pink-1 expression while PS2 reduces Pink-1 to levels below CCCP-treated mock-transfected 

cells (Figure 1A,B). Interestingly, PS1 and PS2 also trigger similar opposite effects on Pink-1 

promoter transactivation (Figure 1C) and mRNA levels (Figure 1D).  

 PS regulate cellular levels of PTEN (18), a tumor suppressor thought to 

transcriptionally transactivate Pink-1(11). We therefore questioned whether a direct PS-

PTEN-Pink-1 cascade could mechanistically account for PS-mediated modulation of Pink-1 

or whether alternative pathways could be envisioned. As expected, PS1 overexpression 

enhanced PTEN protein (Figure S1A) and mRNA (Figure S1C) expressions and transactivates 

its promoter (Figure S1B) while depletion of endogenous PS1 triggers the opposite phenotype 

(Figure S1D,E). Noteworthy, PS2 expression lowers PTEN protein levels, promoter activity 

and mRNA levels (Figure S1A-C), a feature reminiscent of that observed for PS2-mediated 

control of Pink-1 (see Figure 1A-D). As expected, we also observed a drastic reduction of 

Pink-1 mRNA levels and promoter activation in PTEN-deficient fibroblasts (Figure 1E,F). 

Altogether, these data show that fibroblasts display canonical cellular responses linking PS 

and PTEN on one hand and PTEN and Pink-1 on the other hand. However, we show that PS-

mediated control of Pink-1 remained unaltered by PTEN gene invalidation (Figure 1G), 
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indicating that PS likely control Pink-1 transcription by alternative PTEN-independent 

pathways.    

 In order to rule out a possible artifactual influence of PS on Pink-1 due to the 

overexpression procedure, we examined the contribution of endogenous PS on Pink-1 

transactivation and mRNA levels. PS1 gene depletion lowers Pink-1 promoter transactivation 

(Figure 1H) and mRNA levels (Figure 1I) while PS2 gene ablation led to barely detectable 

and not statistically significant effects (Figure H,I). The discrepancy between PS2 

overexpression and depletion data could be explained by the previously described interplay 

between PS1 and PS2 (30). Thus, we showed that PS2 lowers PS1 expression. Thus, PS2 

overexpression via reduction of PS1 triggers Pink-1 diminution, while PS2 depletion remains 

biologically inert. This suggests a dominant role of PS1 over PS2 in the control of Pink-1. 

Indeed, invalidation of both PS1 and PS2 lowers both Pink-1 promoter activation (Figure 1J) 

and mRNA levels (Figure 1K), a phenotype similar to the one observed with PS1 depletion 

only (Figure 1H,I). In agreement, in a double PS1/2 knockout background, PS1 only rescues 

the Pink-1 activation of its promoter (Figure 1L). Overall, these data show that PS1 is 

involved in the transcriptional activation of Pink-1 by a PTEN-independent mechanism. 

 

Presenilin 1-mediated control of Pink-1 is dependent of its catalytic activity. 

 Presenilins are pleiotropic proteins (31) but act as the catalytic core of γ-secretase, the 

enzymatic complex yielding Aβ (15). We examined by pharmacological and mutational 

approaches, the consequences of the blockade of PS-mediated catalysis on Pink-1. Mutation 

on the aspartyl residue in position 257 of PS1 abolishes its activity (32) and reduced Pink-1 

protein expression (Figure 2A), promoter activation (Figure 2B) and mRNA levels (Figure 

2C). Furthermore, inhibition of γ-secretase by two distinct inhibitors (ELND006, (D6, (25)) 

and DFK167 (DFK, (33)) led to similar reductions of Pink-1 protein expression (Figure 2D).  
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 We examined whether pharmacological blockade of γ-secretase could also influence 

Pink-1 mRNA levels in vivo, in triple transgenic (3xTgAD harboring PS1M146V, βAPPswe and 

P301L transgenes) mice model of Alzheimer’s disease (26). Interestingly, 3xTgAD mice exhibit 

increased Pink-1 mRNA levels at 3 months of age, i.e when C99 (the β-secretase-derived 

fragment of βAPP) accumulates in absence of detectable Aβ (34), and steadily till 12 month-

old (Figure S2A). Then, we examined the influence of pharmacological blockade of γ-

secretase by D6 on Pink-1 mRNA levels. First, we confirmed that D6 treatment abolished γ-

secretase activity as illustrated by complete inhibition of Aβ and AICD in vitro production 

(Figure S3A), as described (34). As expected, D6 highly enhanced the expression of CTF 

APP fragments C83 and C99 but also drastically reduces recovery of AICD in treated 3xTg-

AD brains (Figure S3B). It is of note that AICD expression was higher in 3xTg-AD mice than 

in control wild-type mice (Figure S3B). Of importance, D6 did not affect Pink-1 mRNA 

levels in control mice and restored Pink-1 mRNA expression to control mice levels in 

3xTgAD mice (Figure 2E). It is noteworthy that PS-dependent control of PTEN (see above) 

was independent of its γ-secretase activity (18) and hence, support the dichotomy between γ-

secretase-independent PS1-related effects on PTEN and γ-secretase-dependent effect on Pink-

1. Overall, our data indicate that γ-secretase activity accounts for PS1-mediated control of 

Pink-1 both in vitro and in vivo. 

 

Presenilin-mediated control of Pink-1 is affected by ββββAPP modulation. 

 Besides βAPP, which originally allowed characterization of PS catalytic function (15), 

numerous proteins were delineated as additional γ-secretase substrates (17). Thus, we 

examined the contribution of βAPP to PS1-dependent control of Pink-1 in human cells. Wild-

type βAPP overexpression augmented Pink-1 protein (Figure 3A) and mRNA (Figure 3C) 
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expressions and led to enhanced Pink-1 promoter transactivation (Figure 3B). Interestingly, 

these augmentations were further enhanced in cells expressing the Swedish mutated βAPP 

(Figure S4A-C). Conversely, MEF cells that naturally lack endogenous βAPP family member 

APLP1 and that are genetically invalidated for both βAPP and its additional family member 

APLP2 (thus considered as triple knockout (tko) in Figure 3) show reduced Pink-1 promoter 

activity (Figure 3D) and mRNA levels (Figure 3E). Of importance, PS1 overexpression 

enhances Pink-1 promoter transactivation in wild-type (CT) but not in tko cells (Figure 3F). 

Finally, D6 reduces Pink-1 promoter activation and mRNA levels in wild-type (CT) but not in 

tko fibroblasts (Figure 3G,H). Altogether, the above data demonstrate that PS1-mediated and 

γ-secretase-linked control of Pink-1 occurs via the γ-secretase cleavage of endogenous βAPP. 

 

AICD controls cellular Pink-1 transcription in a FOXO3a-dependent manner. 

 Both Aβ and AICD harbor transcription factor properties (35-37). However, several 

lines of reasoning and independent data led us to consider AICD as the main mediator of PS1-

linked control of Pink-1. Firstly, AICD is a transcription factor (17) that is mainly generated 

in the amyloidogenic pathway from its precursor C99 by γ-secretase (38-40). Secondly, 

expression of βAPP harboring the Swedish mutation thought to potentiate BACE1-mediated 

formation of C99 increases Pink-1 promoter transactivation and mRNA levels (Figure S4A-

C). Thirdly, APPε, the APP fragment that undergoes β/γ-secretases cleavages, thereby leading 

Aβ (41), but which lacks AICD did not modulate Pink-1 expression (Figure S4D). Fourth, we 

previously designed 2xTgAD mice that were derived from intercrossing of the F1 progeny of 

3xTgAD with wild-type mice (34). At late stages, 3xTgAD and 2xTg-AD mice accumulate 

C99 and AICD to similar extents while Aβ is present only at barely detectable levels in 2xTg 

(34) compared to 3xTgAD. Interestingly, 12 month-old 2xTg-AD and 3xTg-AD mice display 

similar increases of Pink-1 mRNA levels (Figure S2B). Fifth, in vivo inhibitor-mediated full 
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blockade of γ-secretase in 3xTg-AD mice brain (Figure S3A) drastically reduces AICD 

expression (Figure S3B) and concomitantly restored Pink-1 mRNA levels to control values 

(Figure 2E).   

 Based on these observations, we therefore examined the putative influence of AICD 

on Pink-1. We used an AICD construct harboring a nuclear localization sequence (nls) aimed 

at potentiating its targeting to the nucleus. Figure 4 shows that AICD
nls

 (AICD) 

overexpression increases Pink-1 protein expression (Figure 4A), promoter transactivation 

(Figure 4B) and mRNA levels (Figure 4C). Figure 4D shows that AICD overexpression also 

increases Pink-1 promoter transactivation in tko fibroblasts.  

 We mapped the Pink-1 promoter region involved in its AICD-mediated 

transactivation. As expected, AICD increased transactivation of full-length Pink-1 promoter 

(compare black and white FL bars in Figure 4E). 5’ deletions data indicated that deletion of 

the -2055-1354 Pink-1 promoter region fully abolished AICD-mediated increase in Pink-1 

promoter activation (compare FL and 1.3 constructs in Figure 4E). The close examination of 

this region allowed us to identify two Forkhead box, subgroup O3a (FOXO3a) responsive 

elements (F1 and F2) located within this functionally relevant 5’ region of Pink-1 promoter 

(Figure 4F, upper scheme). Our interest for FOXO3a was motivated by two independent 

observations. Firstly, FOXO3a activation was previously shown to up-regulate Pink-1 

transcription in both mouse and human cells (42) and, secondly, Wang and Colleagues 

recently demonstrated a physical and functional interaction between FOXO3a and AICD (43). 

In this context, we postulated that FOXO3a and AICD could functionally interact to control 

Pink-1 transcription. Thus, we examined the influence of the mutation of these FOXO3a 

responsive elements on the AICD-mediated control of Pink-1. Our data indicate that amongst 

the two sites, only the F1 responsive element fully abolishes AICD-mediated transactivation 

of Pink-1 promoter (Figure 4F, lower right panel). This data was corroborated by experiments 
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aimed at pharmacologically blocking FOXO3a with LY-294,002 (compare gray bars, Figure 

4G) that show that this inhibitor fully prevents AICD-induced increase in Pink-1 promoter 

activity. Overall, our data unravel a linear molecular cascade linking PS1, βAPP/AICD, 

FOXO3a and Pink-1. 

 

Parkin controls Pink-1 transcription in a presenilin-dependent and PTEN-independent 

pathway. 

 We previously demonstrated that besides its well-characterized ubiquitin-ligase 

activity (44), PK also behaved as a transcription factor (45). Amongst its various targets, we 

showed that PK directly up-regulated PS1 and down-regulated PS2 promoter transactivations 

and protein expressions (22). These opposite effects of PK on PS, that were strikingly similar 

to the opposite effects of PS1 and PS2 on Pink-1 transactivation (see Figure 1) led us to 

question whether PK could modulate Pink-1 transcription via PS1. Five lines of direct and 

indirect evidences support this hypothesis. Firstly, PK overexpression increases Pink-1 

promoter transactivation and mRNA levels (Figure 5A,B); secondly, deletion of endogenous 

PK reduces Pink-1 transcription and mRNA expression ex-vivo (Figure 5C,D); thirdly, Pink-1 

protein and mRNA expression were lowered in the brain of parkin null mice  (Figure 5E,F); 

fourth, PK-induced increment in Pink-1 promoter activation was fully abolished by PS1 and 

PS2 (PS
-/-

) gene invalidation (Figure 5G); fifth, PK ability to up-regulate Pink-1 promoter 

transactivation remains unaffected by PTEN depletion (Figure 5H). While the control of PK 

by Pink-1 has been consistently documented (46, 47), our data demonstrate for the first time, 

a reciprocal pathway where PK acts upstream of a PS1/AICD-dependent cellular cascade 

linking PK to Pink-1. 

 

AICD modulates mitochondrial physiology in a Pink-1-dependent manner. 
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 If the above cascade is true, one anticipates an AICD-associated modulation of Pink-1-

mediated functions. Pink-1 has been consistently involved in the control of mitophagy and 

mitochondrial dynamics (9). 

 Mitochondrial membrane potential (∆Ψm) directly reflects mitochondrial health and 

can be classically measured to follow mitophagy. First, we used TMRM as an indicator of 

∆Ψm alterations to analyze the impact of endogenous Pink-1 reduction on mitochondrial 

function. As expected (48), both confocal (Figure 6A,B) and FACS (Figure 6C) analyses 

indicate that shRNA-induced Pink-1 knockdown in SH-SY5Y cells (Pink-1KD) or full genetic 

depletion (Pink-1-/-) in fibroblasts (Figure S5) significantly reduced mitochondrial membrane 

potential (compare black and white CT bars in Figure 6B,C and Figure S5B). Noteworthy, the 

D6 reduced TMRM fluorescence in wild-type cells, a phenotype abolished by endogenous 

Pink-1 depletion in both Pink-1KD and Pink-1-/- cells (Figures 6B,C and S5, respectively). This 

effect was confirmed by use of another γ-secretase inhibitor DFK167, in Pink-/- fibroblasts 

(Figure S5). This set of data clearly indicates that Pink-1-mediated control of 

mitophagy/autophagy is modulated by γ-secretase-linked events in these cells. In order to 

directly link this function to AICD, we examined the influence of AICDnls on LC3II and p62, 

two classical markers of autophagosomes formation and autophagic degradation, respectively. 

Firstly, we confirmed that reduction of Pink-1 in Pink-1KD cells (Figure S6A-C) modulated 

p62 and LC3II expressions in an opposite manner in stress conditions (CCCP, Figure S6D-F) 

suggesting a decreased autophagic process as previously described (49, 50). Interestingly, 

AICDnls overexpression increased LC3-II (Figure 6D,E compare black bars) and reduced p62 

(Figure 6D,F compare black bars) levels in wild-type SH-SY5Y cells but not in Pink-1KD cells 

(Figure 6D-F, compare white bars), indicating that AICDnls promotes a pro-autophagic 

phenotype that is fully dependent of endogenous Pink-1. It is worth noting that FOXO3a 

controls autophagy via its transcription factor properties (51, 52). Thus, it is not excluded that 
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AICD/FOXO3a interaction may alter expressions of additional genes involved in non-

selective autophagy. To foster the implication of AICD in mitophagy control, we have 

analyzed its impact on the levels of TIM23 and TOM20, two reliable markers of 

mitochondrial mass used to follow mitophagy process (53, 54). First, we confirmed that Pink-

1 depletion triggers accumulation of TIM23 (Figure S6D,G) and TOM20 (compare white bars 

in Figure S6D,H) levels in CCCP conditions. Interestingly, AICDnls overexpression decreased 

TIM23 (Figure 6D,G compare black bars) and TOM20 (Figure 6D,H compare black bars) 

levels in wild-type SH-SY5Y cells but not in Pink-1KD cells (Figure 6D and compare white 

bars in Figure 6G,H).  

 Finally, mitochondrial dynamics are mainly supported by fusion/fission processes that 

can be followed by canonical markers such as mitofusin 2 (MFN2) and dynamin-like 1 

protein (DRP1), respectively (1). We confirmed that Pink-1 knockdown leads to accumulation 

of MFN2 and DRP1 protein levels (Figure S6I-K) probably due to the decrease of Pink-1-

mediated PK recruitment and E3-ligase activity (55, 56). Again, conversely, AICDnls 

expression reduces DRP1 and MFN2 expressions in Pink-1 control cells (Figure 6D,I,J), a 

phenotype fully prevented by Pink-1 knockdown (Figure 6D,I,J). The above data indicate that 

both γ-secretase inhibition and AICDnls expression modulate mitophagy and mitochondrial 

dynamics in a Pink-1-dependent manner, thereby confirming AICD as a potent modulator of 

Pink-1-mediated phenotypes. 

 

AICD modulates Pink-1 transcription in vivo. 

 In order to reinforce our cell biology approaches, we examined whether AICD could 

modulate Pink-1 protein and mRNA levels in vivo in mouse brain. Firstly, we used an 

adenoviral approach to express AICDnls in neonatal mouse brain. As illustrated in Figure 7A, 

AICD
nls

 is expressed in hippocampal regions (1 month-old) and appears clearly associated 



M
A

N
U

S
C

R
IP

T

 

A
C

C
E

P
T
E

D

ACCEPTED MANUSCRIPT

Thomas Goiran et al. 17

with nuclear DAPI labeling (Figure 7A, lower panels) indicating its efficient nuclear 

translocation, in vivo. AICD
nls

 increased expressions of Pink-1 protein (Figure 7B) and 

mRNA levels of Pink-1 and of neprilysin, a canonical AICD transcriptional target (20) 

(Figure 7C). Secondly, we analyzed the impact of AICD in a transgenic mice model stably 

overexpressing AICD (57, 58). As previously described (59), AICD-Tg mice display 

enhanced neprilysin mRNA levels (Figure 7E) and increased Pink-1 protein expression and 

mRNA levels (Figures 7D,E respectively). Altogether, these two independent mice models of 

AICD expression concur to conclude that AICD acts as a genuine modulator of Pink-1 

promoter transactivation in cells and in vivo. 
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Discussion 

 Specific histological lesions serve as anatomical signatures to characterize subsets of 

neurodegenerative diseases. However, additional dysfunctions such as protein aggregation 

(60, 61), misfolding and more recently spreading (62), proteasome dysfunction (63), ER stress 

and UPR activation (64) as well as other vital cellular processes are also seen as common 

denominators of brain diseases. It has also been suggested that mitochondrial dysfunctions 

could well underlie at least part of neurodegenerative processes. Thus, disruption of 

mitochondrial dynamics reflected by altered balance between fission and fusion processes or 

inefficient mitochondria quality control by mitophagy have been consistently reported (1, 2). 

Such defects have been described in Alzheimer’s disease (65) but the molecular mechanisms 

underlying these observations remained poorly understood. 

 Pink-1 is a kinase that harbors a dual mitochondrial and cytosolic localization. 

Amongst Pink-1-related functions, its involvement in the control of mitochondria morphology 

was first documented (66), then Pink-1 was shown to control mitophagy process (49). 

Interestingly, Pink-1-like immunoreactivity colocalized with senile plaques in AD-affected 

brains (67). These data led us to examine the mechanisms by which Pink-1 could account for 

the mitochondrial dynamics and mitophagy alterations taking place in AD.  

 We delineated a molecular cascade linking presenilin 1 (PS1) and Pink-1. Thus, 

overexpression/depletion of PS1 increases/lowers Pink-1 promoter transactivation, mRNA 

and protein expressions. Cellular biology and pharmacological approaches as well as in vivo 

models indicate that PS1-mediated control of Pink-1 involved γ-secretase cleavage of βAPP. 

Further, we identified AICD as the cellular mediator able to modulate Pink-1 transactivation 

in cells as well as in vivo, in two distinct models of AICD-expressing mice. Of note, AICD 

modulates Pink-1-associated changes in mitochondrial membrane potential and 

autophagy/mitophagy player’s expression. Importantly, we established that PS1-mediated 
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control of Pink-1 was independent of PTEN. This data agrees well with a prior study showing 

that conversely to PS1-mediated control of Pink-1, PS1 modulation of PTEN was independent 

of γ-secretase (18). Thus, PS1-dependent modulation of Pink-1 and PTEN appear either 

linked or independent of its catalytic function. 

 AICD is a transcription factor able to modulate transcription of a number of genes (17, 

21, 68). Such function is often supported by AICD ability to interact with co-factors/nuclear 

modulators (17, 68). Here, we demonstrated that AICD-associated control of Pink-1 involved 

FOXO3a since deletion of FOXO3a responsive elements on Pink-1 promoter fully abolished 

AICD-induced modulation of its transcription. These data agree well with a previous study 

showing that AICD and FOXO3a interacted physically and translocated in the nucleus to 

ultimately control cell death (43). Furthermore, FOXO3a regulated Pink-1 transcription in 

human cells (42). This adds to the growing evidence that epigenetic factors could well 

contribute to aging and dementia (69, 70).  

 It is interesting to note that two previous studies indirectly suggested a putative 

functional link between AICD and Pink-1 in the control of mitochondrial function. Thus, the 

mRNA levels of PGC-1α, a mitochondrial co-activator driving the expression of various 

mitochondrial proteins, were lowered by PS1 pathogenic mutations and up-regulated by 

AICD (71) while Pink-1 also increased PGC-1α-linked regulation of mitochondrial oxidation 

(72).   

 Recent evidence indicated that Pink-1 controls mitochondrial fragmentation in 

hippocampal neurons (9) and recruits PK to damaged mitochondria to trigger mitophagy (10). 

In both cases, Pink-1 has been considered as an effector acting upstream of PK. Our study 

demonstrates that PK could also occur upstream of Pink-1 to regulate its function. Initially, 

this hypothesis was based on our previous study showing that PK could behave as a direct 

transactivator that up- or down-regulated PS1 and PS2 promoter transactivation, respectively 
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(22). This opposite effect of PK on PS1 and PS2 was strikingly reminiscent of PS1/PS2-

mediated effect on Pink-1 (see Figure 1). Interestingly, we were able to show that PK 

overexpression or deletion increased or lowered Pink-1 promoter transactivation and mRNA 

levels, respectively and secondly, that PK-mediated control of Pink-1 was fully abolished by 

PS depletion and remains independent of PTEN. Thus, we have evidenced a functional 

interplay between PK and Pink-1 and unraveled a key role of PS1/γ-secretase-derived AICD 

fragment in such regulation (see Figure 7F).  

 The above-described cascade and feedback loop could ensure protein homeostasis in 

physiological conditions and adjust cellular responses to control mitochondrial physiology in 

case of cellular stresses or challenges. This interplay could be of importance in 

neurodegenerative diseases. Thus, we showed that several PK mutations responsible for 

familial Parkinson’s disease abolish its transcriptional function (45). In these cases, lowering 

PS1 could ultimately drive reduction of Pink-1 and thereby, compromise the adaptive 

response to mitochondrial dysfunction. On the other hand, in both sporadic and most familial 

cases of AD, AICD expression is likely increased due to either lower degradation rate linked 

to reduced expression of its degrading enzyme Insulin-degrading enzyme (73) or increased 

production triggered by APP or PS1 mutations (74). This could explain the macroscopic 

observation of an increased expression of Pink-1 in senile plaques and reflect a cellular 

adaptation response to circumscribe neurodegenerative process. Overall, our study enlightens 

a novel cellular cascade and delineates potential targets for therapeutic intervention. 
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Legends to Figures  

 

Figure 1 PTEN-independent control of Pink-1 transcription by Presenilin 1. 

(A,B) Pink-1 and actin protein levels in HEK293 cells stably overexpressing an empty vector 

(Mock), presenilin 1 (PS1) and presenilin 2 (PS2) cDNA in basal (-, white bars) or CCCP-

treated (+, black bars) conditions. Representative gels (A) of pooled data (B, n=6).  

(C,D) Pink-1 promoter activity (C, n=18) and mRNA levels (D, n=9) in the above-described 

cell models were measured as described in the experimental procedures.  

(E-G) Pink-1 mRNA levels (e, n=8) and promoter activity (f, n=6) in control (PTEN+/+) or 

invalidated (PTEN-/-) MEF cells. In G, Pink-1 promoter activity was measured in PTEN-/- 

cells upon PS1 and PS2 overexpression (n=9). Representative gels of PS1 and PS2 

transfection efficiency and actin as gel charge control are provided in panel G (upper).  

(H,I) Pink-1 promoter activity (H, n=12) and mRNA levels (I, n=6) in control MEF cells 

(PS+/+) or cells invalidated for either PS1 (PS1-/-) or PS2 (PS2-/-) were measured as described 

in the experimental procedures.  

(J-L) Pink-1 promoter activity (J, n=9) and mRNA levels (K, n=12) in control MEF cells 

(PS+/+) or MEF cells devoid of both presenilin 1 and 2 (PS-/-). In L, Pink-1 promoter activity 

was measured (n=7) in PS-/- cells transiently transfected with either PS1 or PS2 cDNA as 

described in experimental procedures. Representative gels of PS1 and PS2 transfection 

efficiency and actin as gel charge control are provided in L (upper panel).  

In all histograms, data are expressed as percent of CT taken as 100 and represent means ± 

SEM (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ns= non-statistically significant). 

 

Figure 2 Pink-1 control by presenilin 1 is γ secretase-dependent. 
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(A-C) Effect of the D257A presenilin 1 mutation on Pink-1 protein (A, n=12), promoter 

activity (B, n=9) and mRNA levels (C, n=12) after transient transfection of HEK293 cells 

with an empty vector (EV) or mutated cDNA (257). Representative gels of PS1 transfection 

efficiency and actin as gel charge control are provided in A-C (upper panels).  

(D,E) Modulation of Pink-1 expression by γ-secretase inhibitors ex-vivo (D, n=12) and in vivo 

(E, n=6).  In D, HEK293 cells were treated with DFK167 or DLN006 (D6) then analyzed for 

Pink-1 expression by Western blot analysis as described in experimental procedures section. 

Representative gels of Pink-1 and actin of pooled data are provided panel (D, left).  In E, 4 

month-old control (CT) and triple transgenic (3xTgAD) mice were daily treated for 10 days 

with a vehicle (CT, black bars) or with γ-secretase inhibitor (D6, white bars), then Pink-1 

mRNA levels (n=8-9) were analyzed at 4 month-old as detailed in experimental procedures 

section. Data are expressed as percent of CT taken as 100 and represent means ± SEM 

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ns= non-significant). 

 

Figure 3 γ-secretase-mediated control of Pink-1 is linked to βAPP cleavage. 

(A) Pink-1 and actin protein levels in HEK293 cells stably overexpressing an empty vector 

(Mock, black bars) or wild-type βAPP (APP, white bars) in basal (-) and in CCCP-treated (+) 

conditions. Bars are means of n=12.  

(B,C) Pink-1 promoter activity (B, n=12) and mRNA levels (C, n=12) in the above-described 

cell model were measured as indicated in the experimental procedures.  

(D,E) Pink-1 promoter activity (D, n=12) and mRNA levels (E, n=9) in control (CT, black 

bars) or triple knockout (βAPP-/- and APLP2-/- and lacking endogenous APLP1 referred to as 

tko, see results, white bars) MEF cells were measured as indicated in the experimental 

procedures.  
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(F) Pink-1 promoter activity was measured (n=6) in either CT or tko MEF cells transiently 

transfected with empty vector (EV) or PS1 cDNA.  

(G,H) Pink-1 promoter activity (G) and mRNA levels (H) in CT and tko MEF cells were 

measured (n=6) in absence (CT) or presence of γ-secretase inhibitor (D6) as described in the 

experimental procedures. 

 Data are expressed as percent of CT taken as 100 and represent means ± SEM (*p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 and ns= non-significant). 

 

Figure 4 AICD controls Pink-1 transcription via FOXO3a.  

(A-C) Analysis of the effect of AICDnls (referred to as AICD) on Pink-1 protein (A, n=9), 

promoter activity (B, n=15) and mRNA levels (C, n=6) after transient transfection of 

HEK293 cells with empty vector (EV) or AICDnls cDNA. Representative gels of Pink-1, 

AICDnls and actin expressions are provided panel (A, left).   

(D) Pink-1 promoter activity was measured (n=10) in tko MEF cells upon EV or AICDnls 

cDNA transient transfection. Representative gels of AICD cDNA transfection efficiency and 

actin as gel charge control are provided in left panel. 

(E) Mapping of the functional interaction domain of AICD and Pink-1 promoter.  Upper panel 

represents the 5’ end deletion constructs of the full-length (FL) mouse Pink-1 promoter 

region. Pink-1 promoter constructs were co-transfected with the β-galactosidase reporter gene 

and either empty cDNA (EV, black bars, (-)) or AICD (white bars, (+)) cDNA then luciferase 

activity was measured (lower right, n=9) as described in experimental procedures. Lower left 

panel shows representative gels of AICD cDNA transfection efficiency and actin as gel 

charge control.  

(F) AICD controls Pink-1 transcription via FOXO3a. Upper panel describes the two putative 

FOXO3a binding consensus motifs identified, by in silico approach, in the -2055- to -1353 
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region of the full length (FL) Pink-1 mouse promoter (referred to as F1 and F2). The effect of 

empty vector (EV, (-), black bars) or AICDnls (white bars, (+)) on FL or deleted F1 (∆F1) or 

F2 (∆F2) Pink-1 promoters was analyzed as above in F (lower right panel, n=18). Lower left 

panel shows representative gels of AICD transfection efficiency and actin as gel charge 

control. 

(G) Effect of LY294,002 on AICD-induced modulation of Pink-1 promoter activity. Pink-1 

promoter constructs were co-transfected with the β-galactosidase reporter gene and either 

empty cDNA (EV) or AICDnls (AICD) cDNA. Twenty-four hours after transfection, cells 

were treated for 15h with either vehicle ((-), black bars) or 10µM LY-294,002 (LY, (+), gray 

bars) then luciferase activity (n=12) was measured as described in Materials and Methods. 

Upper panel G shows representative gels of AICD transfection efficiency and actin as gel 

charge control. 

Data are expressed as percent of controls (EV, EV(-) or FL condition) taken as 100 and 

represent means ± SEM (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ns= non-significant). 

 

Figure 5 Parkin controls Pink-1 transcription via presenilin 1 in a PTEN-independent manner.  

(A,B) Pink-1 promoter activity (A, n=9) and mRNA levels (B, n=12) measurements in 

HEK293 cells stably overexpressing either a control vector (Mock) or wild-type parkin (PK).  

(C,D) Pink-1 promoter activity (C, n=12) and mRNA levels (D, n=17) analyses in control 

(PK+/+) or parkin gene knockout (PK-/-) MEF cells.  

(E,F) Pink-1 protein (E, n=6) and mRNA levels (F, n=6) analyses in control (PK+/+) or parkin 

gene knockout (PK-/-) mice brain. 

(G,H) Pink-1 promoter activity analyses in PS+/+ and PS-/-
 (E, n=18) or PTEN+/+ and PTEN-/- 

(F, n=6) MEF cells transiently overexpressing either an empty vector (-, black bars) or wild-

type PK (+, white bars).  
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Data are expressed as percent of controls taken as 100 and represent means ± SEM (*p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 and ns= non-significant). 

 

Figure 6 AICD controls mitochondrial homeostasis via Pink-1.  

(A-C) Control (Pink-1ct, black bars) or shRNA-depleted Pink-1 (Pink-1KD, white bars) SH-

SY5Y were treated with the γ-secretase inhibitor D6 and its effect on mitochondrial potential 

was measured by cell imaging (A,B, n=150 cells per experiment) and flow cytometry (C, 

n=12) as detailed in experimental procedures.  

(D-J) Impact of control (EV) or AICDnls overexpression on autophagy LC3-II (E, n=9) and 

p62 (F, n=9), mitochondrial mass TIM21 (G, n=9) and TOM20 (H, n=9) and mitochondrial 

dynamics-related proteins DRP1 (I, n=9) and MFN2 (J, n=9) markers was analyzed in Pink-

1ct (black bars) or Pink-1 knockdown (Pink-1KD, white bars) SH-SY5Y cells (as described in 

the experimental procedures). Representative gels of markers, AICD transfection efficiency 

and actin (as gel charge control) are provided in indicated cells (D).  

Data in histograms are expressed as percent of controls taken as 100 and represent means ± 

SEM (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 and ns= non-significant). 

 

Figure 7 AICD controls Pink-1 transcription in vivo. 

(A) Low (upper panel) and high (lower panel) magnification of immunohistochemical 

analyses of AAV-AICDnls intranuclear localization in the subiculum of one month-old C57Bl6 

mice injected at post-natal day 1 as described in the experimental procedure. Green and blue 

fluorescences correspond to AICD and DAPI nuclear labeling, respectively.  

(B,C) Analysis (at 4 month-old) of the effect of AICDnls overexpression after neonatal AAV-

mediated delivery on Pink-1 protein (B, n=4-9) and Pink-1 and neprilysin (NEP) mRNA (C, 

n=8-17, white bars) levels compared to age-matched administration of control virus (CT) or 
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virus vehicle (PBS). Data in histograms are expressed as percent of controls taken as 100 and 

represent means ± SEM (*p<0.05, **p<0.01). 

(D,E) Pink-1 protein (D, n=3) and Pink-1 and neprilysin (NEP) mRNA levels (E, n=3) in 

aged-matched (13 months-old) control (TgCT) and AICD-Tg mice brain. Data in histograms 

are expressed as percent of controls taken as 100 and represent means ± SEM (*p<0.05). 

(F) Model of the molecular interplay linking PK and Pink-1. PK up-regulates PS1/ γ-secretase 

activity, thereby promoting FOXO3a-dependent AICD-mediated control of Pink-1 

transcriptional regulation. Since Pink-1 recruits PK to modulate mitochondrial dynamics and 

mitophagy, the functional interplay between PK and Pink-1 supports their cellular 

homeostasis and thereby, controls mitochondria physiology and governs their responsiveness 

and adaptation to pathological conditions.  
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βAPP Intracellular Domain Controls Mitochondrial Function by 

Modulating PINK1 Transcription in Cells and in Alzheimer Mice Models  

 

Supplemental Information 

 

Supplementary Methods and Materials 

Cellular and animal models 

Mouse Embryonic Fibroblasts (MEF), Human Embryonic Kidney (HEK293), SH-SY5Y 

human neuroblastoma, cell lines were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium 

supplemented with 10% fetal calf serum, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (50µg/ml) 

and incubated at 37°C in a 5% CO2 atmosphere.  

 Characterization of HEK cells stably overexpressing wild-type PS1, PS2 and wild-type 

and mutated βAPP have been described in (1, 2). Immortalized MEFs invalidated for the 

genes of Parkin and Pten have been respectively provided by Drs. T. Dawson and V. 

Stambolic and were characterized in (3, 4). MEF cells invalidated for the genes of Pink-1, 

Presenilin 1, Presenilin 2 and both Presenilins were provided by Dr. B. De Strooper and 

characterized in (5-7). Wild-type MEF cells (naturally devoid of the βAPP isoform APLP1) or 

doubly invalidated for βAPP and APLP2 isoform were provided by Dr. U. Muller and 

characterized in (8). SH-SY5Y cells shRNA depleted for Pink-1 have been provided by Dr. 

A-Y Abramov and described in (9). HEK293 cells stably overexpressing wild-type PK were 

described in (3). The 3xTgAD (harboring PS1M146V, APPswe and TauP301L transgenes) provided 

by Dr. LaFerla and 2xTgAD (PS1WT, APPswe, and TauP301L) mice models have been 

extensively described in (10). AICD/Fe65 transgenic mice (AICD-Tg) were described in (11, 

12). The Parkin knockout mice model provided by Dr. O. Corti has been described in (13). 
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Cellular and mouse brain sample preparation and Western blot analysis 

Cells were lysed in Prusiner’s buffer (Tris-HCl 1M; pH 7.5 containing NaCl (150mM), EDTA 

(5mM), Triton X100 (0.5%), deoxycholate and protease inhibitor cocktail) and then briefly 

sonicated. Mouse brains were lysed in RIPA buffer (Tris 50mM; pH 7.4 containing NaCl 

(150mM), EDTA (1mM), Triton X100 (1%), deoxycholate (0.5%), SDS (0.1%) and protease 

inhibitor cocktail) and submitted to a Dounce homogenization followed by a brief sonication. 

Samples were then ultracentrifuged and supernatants were used for Western-blot analysis. 

After protein concentration dosage by Bradford assay (14), aliquots of 50µg of total protein 

were loaded to (8-16%) SDS-PAGE gels. After migration, proteins were wet-transferred to 

Hybond C (GE Healthcare, France) membranes and immunoblotted using a panel of 

antibodies described below. Immunological complexes were revealed with either anti-rabbit 

or anti-mouse IgG-coupled peroxidase antibodies (Jackson ImmunoResearch Europe, UK) by 

the electrochemiluminescence detection method (Roche Diagnostics, Switzerland). 

Chemiluminescence was recorded using a luminescence image analyzer LAS-4000 

(FUJIFILM, USA) and quantifications of images were performed with the FUJIFILM Multi 

Gauge image analyzer software. The antibodies used in the Western blot analysis are the 

following: anti-Pink-1 C-terminal (BC100-494, Novus Biologicals, USA and AC-R3173-2 

Abiocode, USA), anti-PS1 N-terminal and PS2 loop (provided by Dr. G. Thinakaran), anti-

APP C-terminal (gift from P. Fraser), anti-APP 6E10 (Biolegend, USA), anti-DRP1 (anti-

DRP1 MAb, 611112, BD Transduction Laboratories, USA), anti-MFN2 (ARP 42420_P050, 

Aviva System Biology (USA) or Mouse MAb to MFN2 Ab56889-100, Abcam, United 

Kingdom), anti-LC3 (NB100-2220, Novus Biologicals, USA), anti-p62/SQSTM1 (NBP1-

49956 Novus Biologicals, USA), anti-PTEN (A2B1, sc-7974, Santa Cruz Biotechnology, 

Germany), anti-PK (MAB5512, Millipore-Sigma, USA), anti-TIM23 (611222) and anti-
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TOM20 (612278, BD Biosciences, USA) and anti-actin (clone AC-74, A5316, Millipore-

Sigma, USA) antibodies. 

 

In vitro γ-secretase activity and western blot analysis 

Membrane fractions of dissected hippocampi of wild-type and 3xTgAD mice were prepared 

as described previously (10). For γ-secretase assay, membrane fractions were solubilized in 

CHAPSO (0.25%) and incubated over-night at 37°C or 4°C with recombinant substrate 

preparations (C100-flag, 1% v/v) in absence or in the presence of the γ-secretase inhibitor 

difluoroketone-167 (DFK167, 50 µM) (15). Aβ and AICD-flag were detected by Western 

blotting using, anti-Aβ WO2 (Millipore) and anti-flag (Sigma) antibodies. Membrane 

fractions were also analyzed for C99, C83 and AICD expression by Western blot analysis 

using the APP-Cter antibody (kindly provided by P. Fraser). 

 

Immunohistochemistry  

Animals were deeply anaesthetized with pentobarbital and perfused transcardially with cold 

PBS followed by 4% paraformaldehyde/PBS. Brains were removed from the skull and placed 

in the same fixative another 24 hours. Hereafter, vibratome slides (80µm) of the brains were 

treated with 90% formic acid during 4 minutes and blocked with 5% BSA/0.05% Tween-20 

during 1 hour. Sections were then incubated at 4°C overnight with the primary antibody (α-

APP-Ct, diluted 1/1000 in 2.5% BSA/0.05% Tween-20). After washes, sections were 

incubated with fluorescent AlexaFluor antibodies (Alexa 488-conjugated, Molecular Probes 

(1:1000) and DAPI (1:10000)) at room temperature during 1 hour. Immunofluorescence was 

visualized using a confocal microscope (Fluoview10, Olympus). 
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Constructs description  

Mouse Pink-1 promoter constructs deleted of the FOXO3a potential binding sites were 

obtained by directed mutagenesis. Briefly, the mouse wild-type and full length Pink-1 

promoter was used as a template in a high-fidelity polymerase chain reaction containing the 

couple of primers encompassing the deletion of FOXO3a binding site -1675/-1655 (forward: 

5’-CCAAAGAACCTTTCTCAGGTCCACTTCCTT-3’ reverse: 5’-AAGGAAGTGGACCTG 

AGAAAGGTTCTTTGG-3’) or the couple of primers encompassing the deletion of Foxo3a 

binding site -1467/-1448 (forward: 5’-AGCGCGCTCTATTGACATCTTTAGGCAGC-3’ and 

reverse: 5’-GCTGC CTAAAG ATGTCAATAGAGCGCGCT-3’).  

 The cDNA of human PK cloned in the pIRES2-EGFP-NEO vector (Takara Bio, USA) 

has been previously described (3). Full length and 5’end-truncated Pink-1 human and mouse 

promoter-luciferase constructs have been previously described (6).  Human PTEN promoter-

luciferase constructs have been previously described (7).  

 The AICDnls sequence cloned between the EcoRI and XhoI sites in the pcDNA4 Myc-

His version C (Invitrogen/Thermo Fischer USA) was obtained by PCR using human APP 

cDNA as a template, the forward primer 5'-GGAATTCCACCATGCCAAAAAAGAAGAG 

AAAGGTAGTGATGCTGAAGAAGAAACAGTAC-3' containing a EcoRI site (underlined) 

followed by a nls sequence (in bold) and the reverse primer: 5'-

CCGCTCGAGCGTTCTGCATCTGCTCAAAG-3' containing a XhoI site 

(Invitrogen/Thermo Fischer USA). The AICDnls sequence was then PCR amplified with the 

forward primer: 5'-CGGCTAGCCACCATGCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGTG-3' and 

the reverse primer: 5'-CGGCTAGCTCAGTTCTGCATCTGCTCAAAGAACTTGTAG-3' 

containing a NheI restriction site (underlined) and a stop codon (in bold). The DNA fragment 

obtained was subcloned after NheI digestion in the scAAV-Syn-I-WPRE vector (a gift from 

Martine Barkats). All the constructs obtained were validated by sequencing. 
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mRNA analysis 

The following primers were used to analyze the relative mRNA levels of human Pink-1  

(forward 5’-CGA-GGA-ACT-CGT-TTG-AAG-GG-3’; reverse 5’-CCA-GGT-GGC-AAA-

TCA-GAC-ATG-3’), mouse Pink-1 (forward 5’-CGC-CTA-TGA-AAT-CTT-TGG-GC-3’; 

reverse 5’-GCA-CTG-CCT-TGG-CCA-TAG-AA-3’), human PTEN (forward 5’-GCT-ACC-

TGT-TAA-AGA-ATC-ATC-TGG-A-3’; reverse 5’- CTG-GCA-GAC-CAC-AAA-CTG-AG-

3’), mouse PTEN (forward 5’- AGG-CCA-ACC-GAT-ACT-TCT-CTC-3’; reverse 5’-CAT-

CTG-GAG-TCA-CAG-AAG-TTG-AA-3’), mouse NEP (forward 5’-ACT-TTT-CCT-GGG-

ACC-TAG-CAG-3’; reverse 5’-CCA-TTA-TCA-GCA-ATG-TTT-TCT-CC-3’) genes were 

normalized for RNA concentrations with human Topoisomerase 1 (forward 5’-CCC-TGT-

ACT-TCA-TCG-ACA-AGG-3’; reverse 5’- CCA-CAG-TGT-CCG-CTG-TTT-C-3’), mouse 

Topoisomerase 1 (forward 5’-TGC-CTC-CAT-CAC-ACT-ACA-GC-3’; reverse 5’-CGC-

TGG-TAC-ATT-CTC-ATC-AGG-3’)  and human GAPDH (forward 5’-AGC-CAC-ATC-

GCT-CAG-ACA-C-3’; reverse 5’-GCC-CAA-TAC-GAC-CAA-ATC-C-3’) and mouse 

GAPDH (forward 5’-TGT-CCG-TCG-TGG-ATC-TGA-C-3’; reverse 5’-CGT-GCT-TCA-

CCA-CCT-TCT-TG-3’) housekeeping genes.  

 Total RNA from cells and mice brains were extracted using the RNeasy mini kit and 

RNeasy universal, respectively following the instructions of manufacturer (Qiagen, 

Germany). Total RNA (2µg) was reverse-transcribed with GoScript™ Reverse Transcriptase 

(Promega, USA) using oligo-dT priming. Real-time PCR were performed in the Rotor-

Gene6000 (Qiagen, Germany), using the SYBR Green detection protocol recommended by 

the manufacturer. Specific-gene primers were designed by means of the Universal Probe 

Library Assay Design Center software (Roche Applied Science, Switzerland). 
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Promoter activities assay 

Promoter-luciferase activities were measured after co-transfection of 1µg of the above cDNAs 

and 1µg of β-galactosidase cDNA in order to normalize transfection efficiencies. In a subset 

of experiments, promoter-luciferase activities were measured after co-transfection of 1µg of 

the above cDNAs, 1µg of AICDnls cDNA (pcDNA4Myc-His) and 0,5µg of β-galactosidase 

cDNA in order to normalize transfection efficiencies. 

 

AAV-NLS-AICD production and mice injection 

Virus production was performed following a previously established procedure. Briefly, 

HEK293 cells were transfected with the adenovirus helper plasmid (pXX6), the AAV 

packaging plasmid (rAAV2-rh10), and the above-described AAV10 plasmid encoding the 

human AICDnls under the control of the synapsin-1 promoter described in constructs section. 

The recombinant vectors were purified by ultracentrifugation on an iodixanol density gradient 

and the viral preparation was then desalted and concentrated with Amicon Ultra-Ultra cell 

100K filter units (Millipore-Sigma, USA). Aliquots were stored at -80°C until use. Vector 

titers were determined by real-time PCR and expressed as viral genomes per ml (vg/ml) (16). 

For in vivo delivery, newborn (1 day old) C57BL6 mice were injected with 4µl of AAV virus 

(5x1012 vg/ml) into the left lateral ventricle. The injection site was located 1 mm lateral from 

the sagittal suture, halfway between lambda and bregma and injections were performed with a 

32-gauge needle and gas tight syringe (Hamilton). Mice were sacrificed and analyzed at 1, 2 

or 3 months post-AAV delivery. The injected left hemispheres were submerged in RNAlater 

RNA Stabilization Reagent (Qiagen, Germany) 2 days then total RNA were extracted for 

qPCR analysis. The right hemispheres were used for Western-blot analysis. 
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Mitochondrial potential disruption analysis 

Mitochondrial potential (Δψmit) was accessed using live imaging analysis of TMRM 

(tetramethyl-rhodamine-methyl-ester) probe as detailed. Cells spotted on 25 mm coverslips 

were loaded with 10 nM tetramethyl rhodamine methyl ester (TMRM) in cell culture medium 

at 37°C for 30 min. Images were acquired (excitation: 559 nm, emission: 575–675 nm) on a 

LEICA TCS SP5 confocal microscope (Leica Microsystems) at 37°C. To obtain normalized 

TMRM fluorescence signal, Z-stack images mages were acquired before and after application 

of 5µM mitochondrial uncoupler FCCP (Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) 

phenylhydrazone). To demonstrate specific TMRM binding, measurements were corrected for 

residual TMRM fluorescence after full Δψmit collapse with FCCP (17). TMRM intensity was 

quantified on Z-stack maximal projection images after thresholding, using ImageJ software 

(18).  

 The TMRM signal was also analyzed using the NovocyteTM flow cytometer (ACEA 

Biosciences Inc.) at the excitation wavelength of 585 nm. For each experiment, TMRM 

fluorescence from 10,000 cells was acquired and the mean value was obtained using the 

NovoExpressTM software (ACEA Biosciences Inc.). Cellular gating was set the same way in 

all measurements. Cells treated with FCCP were used as controls. 

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed with PRISM software (GraphPad Software, San Diego, 

CA) by using either the t-test Student or Newmann-Keuls multiple comparison tests for one-

way analysis of variance. 
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Fig. S5. γ-secretase inhibitors reduce mitochondrial potential in Pink+/+ but not in Pink-/- MEF 
cells. 
(A,B) Pink-1+/+ (black bars) or Pink-1-/- (white bars) mouse fibroblasts were treated with 
either drug vehicle (CT) or with the γ-secretase inhibitors ELN006 (D6) or DFK167 (DFK) 
and their effect on mitochondrial potential disruption was measured by cell imaging with 
TMRM as described in the experimental procedures section. Data in B, are expressed as 
percent of control Pink+/+ cells taken as 100 and represent means (n=150 cells per experiment 
performed) ± SEM (***p<0.001 and ns=non significant). 
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Abstract 

p53 is a transcription factor that is strongly implicated in the control of both apoptotic and 

autophagic cell death. It has been shown that p53 can elicit both pro-autophagic and anti-

autophagic phenotypes depending of its intracellular localization. The ability of p53 to repress 

autophagy has been associated to its cytoplasmic localization.  We show here that p53-

dependent repression of autophagy is also linked to its transcriptional activity. Thus, p53 

represses promoter activity of PINK1, a key protein for the control mitophagy. We show that 

nuclear p53 down-regulates PINK1 protein and mRNA levels ex-vivo and in vivo. This 

regulation is linked to the interaction of p53 with PINK1 promoter since the deletion of an 

identified p53 responsive element on PINK1 promoter impacts p53-mediated PINK1 

transcriptional repression. Furthermore, we demonstrate that nuclear p53 only is able to 

control PINK1 transcription. Finally, combining pharmacological and genetic approaches, we 

show that the negative regulation of autophagy by p53 is PINK1-dependent since pifithrin-

alpha-mediated blockade of p53 transcriptional activity triggers enhanced autophagic 

response that is fully abolished by PINK1 depletion. This data unravels a novel p53-linked 

control of autophagy/mitophagy that implies its transcriptional activity that could convey 

important dysfunctions in both neurodegenerative and cancer diseases. 
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p53 is a key multifunction protein, the implication of which implication has been extensively 

investigated in various pathologies. It is a transcription factor that may positively or negatively 

regulate a huge number of genes1 involved in cell-fate control mechanisms linked to both 

apoptosis and autophagy. There is a consensus concerning the fact that p53-dependent control 

autophagy is directly linked to its subcellular localization2. Thus, in stress conditions, p53 acts as 

a pro-autophagic mediator 2, 3 by modulating genes implicated in the regulation of mTOR 

(mammalian target of rapamycine), a negative modulator of autophagy4. p53 also controls the 

transcription of Death-associated Protein Kinase-1 (DAPK-1)5 and Damage-Regulated 

Autophagy Modulator (DRAM)6, two key players of autophagic response. Conversely to this 

pro-autophagic phenotype that involved transcriptional function of p53, cytoplasmic p53 can 

repress autophagy in absence of any cellular stress7, 8. This inhibitory effect is independent of its 

transcriptional function and molecularly linked to the activation of the AMPK-dependent 

inhibition of mTOR signaling cascade7.  

Interestingly, several works have shown a functional interplay between p53 and parkin. Thus, in 

physiological conditions, parkin and p53 repress the transcription of each other via their DNA 

binding properties 9, 10, 11. Parkin is also involved in the degradation of several toxic proteins by 

the proteasome via its ubiquitin-ligase activity12 and was shown to be recruited to mitochondria 

and activated by PINK1 (PTEN-induced Kinase 1) upon its phosphorylation 13, 14. In pathological 

conditions, the turnover of PINK1 is inhibited, leading to its stabilization in mitochondria outer 

membrane and parkin recruitment and phosphorylation. Consequently, activated parkin mediates 

the specific elimination of defective mitochondria by the lysosomal system15, 16. These data 

linking p53 and parkin led us to hypothesize that p53 and PINK1 could be linked molecularly to 

control mitophagy. 

We describe here the first pro-autophagic gene transcriptionally controlled by p53 in both basal 

and stress conditions. We demonstrate that p53 represses the transcription of the pro-mitophagy 
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gene PINK1 by several approaches. Thus, pharmacological and genetic modulation of p53 leads 

to a downregulation of PINK-1 transcription ex-vivo and in vivo. This regulation is mediated by 

p53 interaction with PINK1 promoter and dependent of its nuclear subcellular localization. 

Finally, we show that p53 repression of autophagy is PINK1-dependent.  

Thus, our study delineates for the first time an anti-autophagic phenotype implying p53 

transcriptional activity in basal and stress conditions. This novel observation may major impact 

in multiple diseases including neurodegenerative disorders and cancer where p53 function is 

altered and where autophagic dysfunction has been consistently documented.  
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RESULTS  

Pharmacological modulation of p53 impacts PINK1 transcription. 

We have modulated the p53 transcriptional activity by treating SH-SY5Y neuroblastoma 

human cells with etoposide (ETO), a topoisomerase II genotoxic agent that stabilizes p53 by 

favoring its phosphorylation 17. As expected, we observed an ETO-associated increase in p53 

(Fig.1a) that was associated with a reduction of PINK1 protein expression (Fig.1a), promoter 

transactivation (Fig.1b) and mRNA levels (Fig.1c), suggesting a p53-dependent inhibitory 

control of PINK1 transcription. We confirmed this hypothesis by assessing the effect of 

pifithrin-, a chemical inhibitor of p53 that specifically blocks its transcriptional activity 18. 

Thus, PFT-induced blockade of p53 increases both PINK1 protein expression (Fig.1d) and 

mRNA levels (Fig.1e). Overall, this set of data suggests p53 as a transcriptional inhibitor of 

PINK1 transcription. 

Endogenous and overexpressed p53 repress PINK1 transcription. 

We aimed at examining the influence of overexpressed and endogenous p53 on PINK1 

transcription. Transient overexpression of human wild-type p53 cDNA in SH-SY5Y cells 

leads to a drastic reductions of PINK1 protein, promoter activity and mRNA levels (compare 

control empty vector, (EV, white bars) and p53 (black bars) in Fig.2a-c). The assessment of 

PINK1 modulation by endogenous p53 in the human colorectal carcinoma cell line HCT116, 

where PINK1 gene was genetically invalidated, faced general observation that PINK1 

expression is generally low in fibroblasts and, more generally, in non-neuronal cells. Thus, in 

this set of experiments, we took advantage of previous data, which consistently documented a 

stabilization of PINK1 by the stress-associated inducer of mitochondrial-depolarization -[2-

(3-Chlorophenyl)hydrazinylyidene] propanedinitrile (CCCP) 19. p53 depletion (p53-/-, black 

bars) increases PINK1 protein expression, promoter transactivation and mRNAlevels (Fig.2d-
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f). In rescue experiments, we show that human p53 cDNA transfection in HCT116 p53-/- cells 

restores inhibitory phenotype on PINK1 promoter activity (Fig.2g) and mRNA levels 

(Fig.2h). Similar phenotype was observed in an additional model of TP53 invalidation 

(Immortalized mouse embryonic fibroblasts invalidated for either p19arf (A-, empty bars) or 

for both TP53 and p19arf genes (AP- black bars)), which display increased levels of PINK1 

promoter activity (Figure S1a) and mRNA levels (Figure S1b). Altogether, combined genetic 

and pharmacological data demonstrate the role of endogenous p53 as a transcriptional 

repressor of PINK1.  

p53 controls PINK1 transcription by direct binding. 

In order to ascertain if PINK1 is a direct p53 target, we have analyzed the effect of p53 

expression (see Fig.3a, middle) on full-length and 5’-deleted constructs of PINK1 mouse 

promoter in frame with luciferase (Fig.3a, upper). p53 represses PINK1 transcription 

whatever the promoter construct used, indicating that at least one putative functional p53 

consensus motif was located in the shorter 0.4Kb construct (Fig.3a, lower). In silico 

examination of this sequence led to the identification of two putative (-296/-285 and -167/-

154) p53 responsive elements (Fig.3b, upper). Since the -167/-154 (CCAGctgcacCAAG) 

sequence fits better with the admitted p53 responsive element (CxxG-N6-CxxG, Fig.3b 

upper), we have deleted the -167/-164 CCAG motif from the 0.4Kb sequence (construct 

referred to as 0.4D) and examined the impact of this deletion on p53-dependent PINK1 

promoter transactivation. This deletion partially abolishes PINK1 promoter activity (compare 

black bars in Fig.3b, lower). This data validates the -167/-154 sequence as a functional p53 

responsive element and confirms the ability of p53 to directly repress PINK1 transcription.  

Deletion of the four nucleotides in 0.4 did not fully abolish p53-associated inhibitory effect 

(Fig.3b, lower). This could indicate a potential participation of the less conserved responsive 

element located at -296/-285. It remains that the above set of data demonstrates a direct 
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interaction of p53 with PINK1 promoter responsible for the p53-dependent repressor 

phenotype.  

p53-associated control PINK1 requires p53 nuclear localization. 

As stated in the introduction, sub-cellular localization of p53 conditions its pro- or anti-

autophagic function. We have investigated the impact of the pharmacological and genetic 

modulation of p53 cellular localization on PINK1 transcription. Leptomycin, a drug that 

blocks the export of most proteins from the nucleus20, 21 triggers a drastic reduction of PINK1 

protein expression (Fig.4a), promoter activity (Fig.4b) and mRNA levels (Fig.4c), suggesting 

that p53-dependent control of PINK1 transcription requires nuclear p53. Several works have 

shown that nuclear p53 exerts a pro-autophagic role while cytoplasmic p53 triggers an anti-

autophagic phenotype. Thus, we were facing a case where PINK1 could well behave as the 

first pro-autophagic gene transcriptionnally repressed by p53. To strengthen this hypothesis, 

we designed constructs encoding either wild-type p53 coupled to GPF (WT) or p53 mutated 

in its nuclear export (GFP-p53 L22Q, W23S, NESm) or nuclear import (GFP-p53 KKK280-

282AAA, NLSm) domains previously delineated22, 23 and we examined impacts of their 

expression on PINK1 transcriptional regulation in SH-SY5Y cells. Histochemical analysis of 

GFP-tagged p53 constructs revealed that the NES and NLS mutations indeed blocked p53 in 

the nucleus and cytoplasm, respectively. Of most interest, only nuclear p53 decreases PINK1 

promoter activation (Fig.4e, NESm, black bars) and mRNA levels (Fig.4f, NES, gray bars) 

while blockade of p53 in the cytoplasmic compartment (NLSm, dark gray bars in 4e,f) fully 

abolished p53-associated control of PINK1. These data firmly demonstrate that PINK-1 

transcriptional regulation absolutely requires nuclear p53 and thus, unravels PINK1 as the 

first pro-autophagic gene repressed by p53. This is the very first demonstration of an anti-

autophagic phenotype linked to p53 transcription factor function.   
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p53 negative control of autophagy is dependent of PINK1 trans-repression. 

In order to functionally link p53 and PINK1 and to assess the contribution of PINK1 in p53-

related autophagic phenotype, we treated human haploid (HAP) cells harboring (PINK+/+) or 

lacking (PINK-/-) endogenous PINK1 with PFT. Corroborating previous data 7, 8, the blockade 

of endogenous p53 by PFT triggers an increase of autophagy. Thus, PFT-treated PINK1+/+ 

cells display increased expressions of LC3-2 (Fig.5a,b) and p62 (Fig. 5a,c). Very 

interestingly, PFT-mediated effect on these autophagic markers was abolished by PINK1 

deletion (Fig.5a-c). In agreement with our above-described hypothesis, this data indicate that 

PFT likely enhances autophagy by preventing endogenous p53-mediated transcriptional 

repression of pro-autophagic PINK1, a phenotype abolished by PINK1 depletion. 

p53 controls PINK1 transcription and protein expression in vivo. 

Is PINK1 down-regulated by p53, in vivo? We have analyzed the impact of both adenoviral- 

overexpression (Fig.6a,b) or invalidation (Fig.6c,d) of p53 on PINK1 protein and mRNA 

levels. Striatal overexpression of p53 triggers a decrease of PINK1 protein (Fig.6a) and 

mRNA (Fig.6b) levels. Conversely, depletion of endogenous p53 in mouse brain yields an 

increase of PINK1 protein (Fig.6c) and mRNA (Fig.6d) levels. It should be noted that p53 

invalidation impacts neuronal PINK1 transcription and protein expression, in vivo, in absence 

of any stress. This data confirms the fact that endogenous level of PINK1 protein remains 

under detectable threshold in non-neuronal cellular models and requires CCCP treatment 

(Fig.2a) unlike is the case in a neuronal context.  
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DISCUSSION 

Several works underlined a duality in the ability of p53 to control autophagic response. Thus, 

both p53 activation and depletion trigger increased autophagy. It is consensually admitted that 

genotoxic stress or oncogenic activation triggers a p53-dependent pro-autophagic phenotype 

that is mostly due to nuclear p53 transcriptional activity. Conversely, p53-linked anti-

autophagic response is independent of its ability to regulate gene transcription but rather 

linked to cytoplasmic p53.  Thus, it was shown that several autophagy inducers enhanced the 

proteasomal degradation of p53 and thereby, down-regulate autophagic response7. 

Furthermore, the work of Tasdemir et al. has demonstrated that endogenous p53 could repress 

autophagy via the inhibition of AMPK and activation of mTOR. This conclusion was 

supported by the observation that p53, in which nuclear export domain was mutated, 

exclusively resides in the nucleus and was unable to repress autophagy. Overall, this work 

demonstrated that the p53 anti-autophagic effect is exclusively linked to its cytoplasmic 

localization7. Our work however indicates that the situation is likely not so simplistic. Thus, 

we clearly demonstrate by combined and complementary approaches that p53 can also repress 

autophagy, ex-vivo and in vivo, via the transcriptional down-regulation of PINK-1, a well 

characterized pro-autophagic effector 24. Thus, nuclear p53 can also trigger an anti-autophagic 

phenotype. The discrepancy between our work and that of Tasdemir may be linked to the fact 

they investigated the impact of nuclear p53 on “non-selective” macro-autophagy and several 

players of the AMPK/mTOR axis. Our data show that nuclear p53 may thus have an 

additional role PINK1-dependent control of “selective” mitochondrial autophagy. 

Furthermore, since transcriptional regulation may be cell type specific, one cannot exclude the 

possibility that in Tasdemir et al., the use of p53-deleted human colon adenocarcinoma cells 

could have precluded the delineation of additional p53-dependent transcriptional pathways 

repressing autophagy.   
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Several lines of evidence indicate that mitophagy could well be controlled by an intricate 

functional interplay linking parkin, p53 and PINK1. First, there exists a feed-back loop by 

which, parkin transrepresses p539, which conversely, up-regulates parkin transcription11. This 

interplay has functional consequences where PINK1 plays a key role. Thus, cytoplasmic p53 

affects parkin translocation to the mitochondria, enabling its interplay with PINK1 and 

thereby, elimination of malfunctioning mitochondria by mitophagy25. Numerous studies have 

documented the functional relationship between parkin and PINK1. This led to the consensus 

that parkin acts as a privileged downstream effector of a cascade by which PINK1 controls 

mitochondrial homeostasis and elimination of flawed mitochondria by selective autophagy 26. 

Breaking this dogma, we very recently showed that parkin could also act upstream to PINK1 

to regulate its transcription and pro-mitophagic function (Goiran et al. Submitted). Overall, 

this highlights multiple pathways by which p53 could control autophagy, including yet 

unraveled transcriptional repression of PINK1 underlying an additional function of nuclear 

p53 as an autophagic repressor.  

Given that p53 expression and function is altered in both neurodegenerative diseases and 

cancer and, according to the fact that both pathologies are characterized by drastic alterations 

of autophagic processes, one can envision that either gain (neurodegenerescence) or loss 

(tumogenicity) of function of p53 could directly influence PINK1 function and thereby, could 

contribute to the anatomical stigmata and clinical pictures observed in these pathologies.  
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MATERIALS AND METHODS 

Cellular and animal models.  

Mouse Embryonic Fibroblasts (MEF), Human Colorectal adenocarcinoma (HCT116), SH-SY5Y 

human neuroblastoma and human embryonic kidney (HEK293) cell lines were cultured in 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum, 

penicillin (100 U/ml) and streptomycin (50 µg/ml) and incubated at 37°C in a 5% CO2 

atmosphere. Immortalized mouse embryonic fibroblasts invalidated for TP53 or for TP53 and 

p19arf genes were kindly provided by Dr. M. Roussel (St. Jude Children's Research Hospital 

Memphis, TN, USA) whereas the human colorectal carcinoma cell lines HCT116 invalidated or 

not for p53 were provided by Dr. JC Bourdon (University of Dundee, Dundee, UK). HAP1 cells 

purchased from Horizon Genomics (HAP1 PINK1+/+) is a haploid human cell line that was 

derived from KBM-7 cells 27.  HAP1 clone 798-8 (HAP PINK1-/-) was engineered using 

CRISPR/cas9 and contains one base insertion in exon 2 leading to a frame-shift PINK1 coding 

sequence. HAP1 cells were cultured in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) with 

10% fetal calf serum, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (50 µg/ml).. TP53 knockout mice 

have been provided by Dr. M. Serrano (Spanish National Cancer Research Center, Madrid, 

Spain). 

 

Pharmacological modulation of p53.  

 The pharmacological modulation of p53 was obtained after 16 hours incubations with 

etoposide (150µM), pifithrin- (10-30µM) leptomycin (10nM) purchased from Sigma. The 

pharmacological modulation of PINK1 was obtained after 8 hours incubations with CCCP (10 

µM) purchased from Sigma. After treatments, cells were recovered and protein and RNA 

analyses were monitored as described below. For the analysis of the impact of these drugs to 
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PINK1 promoter activity, cells were transiently transfected with the promoter of PINK1 coupled 

to the luciferase reporter gene (see Luciferase-based reporter assays section) and 24 hours post-

transfection submitted to the above described treatment. 

 

Western-blot protein analysis. 

Cells and mouse brains were lysed in Prusiner’s buffer (Tris-HCl 1M; pH 7.5 containing NaCl 

(150mM), EDTA (5mM), Triton X100 (0.5%), deoxycholate and protease inhibitor cocktail) and 

the homogenates obtained briefly sonicated. Aliquots of 50µg of total protein were loaded to (8-

16%) SDS-PAGE gels. After migration, proteins were wet-transferred to Hybond C membranes 

(Amersham Life Science) and immunoblotted using anti-PINK1 C-terminal (BC100-494, Novus 

and AC-R3173-2 Abiocode), anti-p53 (CM1, provided by J.C. Bourdon), anti-LC3 (NB100-

2220, Novus), anti-p62/SQSTM1 (NBP1-49956) and anti-actin (clone AC-74, A5316, Sigma) 

antibodies. Immunological complexes were revealed with either anti-rabbit or anti-mouse IgG-

coupled peroxidase antibodies (Jackson ImmunoResearch) by the electrochemiluminescence 

detection method (Roche Diagnostics S.A.S). Chemiluminescence was recorded using a 

luminescence image analyzer LAS-4000 (Raytest, Fuji) and quantifications of non-saturated 

images were performed with the FUJI Film Multi Gauge image analyzer software. 

 

Plasmid constructs and ex-vivo transfection. 

Human and mouse full length and mouse 5’end-truncated Pink-1 promoter-luciferase 

constructs have been previously described 28.  The pGL3 vector containing the mouse Pink-1 

promoter served as a template to generate the promoter deleted of the 5’-CCAG-γ’ 

nucleotides. This deleted motif constitutes part of the 5’ half-site of p53 putative binding site, 

5’-CCAGctgcacCAAG-γ’, located from nucleotides -167 to -154 upstream of mPINK1 ATG 

start codon. The primers used were 5'- GGT TCA AAG TGC AAA CTG CAC CAA GGG 
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ATG -3' (forward primer) and 5'- CAT CCC TTG GTG CAG TTT GCA CTT TGA ACC -3' 

(reverse primer). The plasmids GFP-p53 and GFP-p53 NES- were a gift from Tyler Jacks 

(Addgene plasmids # 12091 and 12092). We used the GFP-p53 vector to generate with the 

mutagenesis kit QuickChange II (Stratagene) the GFP-p53NLS mutant (mutation of the 280-

282 KKK sequence of p53 nuclear localization signal (NLS) in AAA). The following forward 

and reverse mutagenesis primers: 5-TCC TCT CCC CAG CCA GCG GCG GCA CCA CTG 

GAT GGA GAA TA T-γ’ and 5’-ATA TTC TCC ATC CAG TGG TGC CGC CGC TGG 

CTG GGG AGA GGA-γ’ purchased from Eurogentec were used. All the constructs were 

verified by full sequencing. Transient transfections of the various cells systems cells were carried 

out by means of lipofectamine β000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.  

 

Luciferase-based reporter assays.  

 The transactivation of the wild-type (human and mouse) and mutated Pink-1 mouse 

promoter described in the plasmid constructs section was followed by recording the luciferase 

reporter gene activity 24 hours after co-transfection of 1 g of the above cDNAs and 0,5 µg of -

galactosidase cDNA (in order to normalize for transfection efficiencies) by means of 

lipofectamine β000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen). When 

necessary, in a subset of experiments, 0,5-1 µg of empty pcDNA3.1, wild type or mutated p53 

were co-transfected.  

 

RNA extraction, reverse transcription and real-time PCR analysis. 

 RNA from cells and RNA later (Qiagen) stabilized mouse brains were extracted and 

treated with DNAse using RNeasy or RNeasy Plus Universal Mini kits respectively following 

manufacturer’s instructions (Qiagen). Two µg of total RNA were reverse transcribed 
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(GoScript Reverse Transcriptase, Promega) using Oligo-dT priming. Then, samples were 

subjected to real-time PCR by means of a Rotor-Gene 6000 apparatus (Qiagen), using the 

SYBR Green detection protocol. Gene-specific primers were designed with the Universal 

Probe Library Assay Design Center software (Roche Applied Science). Relative expression 

levels of human Pink-1  (forward 5’-CGA-GGA-ACT-CGT-TTG-AAG-GG-γ’; reverse 5’-

CCA-GGT-GGC-AAA-TCA-GAC-ATG-γ’), mouse Pink-1 (forward 5’-CGC-CTA-TGA-

AAT-CTT-TGG-GC-γ’; reverse 5’-GCA-CTG-CCT-TGG-CCA-TAG-AA-γ’), amplification 

products were normalized for RNA concentrations with human Topoisomerase 1 (forward 5’-

CCC-TGT-ACT-TCA-TCG-ACA-AGG-γ’; reverse 5’- CCA-CAG-TGT-CCG-CTG-TTT-C-

γ’), mouse Topoisomerase 1 (forward 5’-TGC-CTC-CAT-CAC-ACT-ACA-GC-γ’; reverse 

5’-CGC-TGG-TAC-ATT-CTC-ATC-AGG-γ’)  and human GAPDH (forward 5’-AGC-CAC-

ATC-GCT-CAG-ACA-C-γ’; reverse 5’-GCC-CAA-TAC-GAC-CAA-ATC-C-γ’) and mouse 

GAPDH (forward 5’-TGT-CCG-TCG-TGG-ATC-TGA-C-γ’; reverse 5’-CGT-GCT-TCA-

CCA-CCT-TCT-TG-γ’) housekeeping genes.  

 

Adenovirus-mediated p53 overexpression in mouse brain. 

 C57BL6 mice were purchased from Charles River Laboratories (France) and maintained 

at 21°C on a 12 hours light and 12 hours dark cycle. Animal care procedures were in accordance 

with the guidelines established by the European Community Council directives (86/609/EEC). 

C57BL6 adult males were deeply anesthetized with ketamine (100 mg/kg of body weight; 

Ketamine 1000; Ceva) and xylazine (10 mg/kg of body weight; Rompun 2%; Centravet) 

dissolved in 0.9% sterile saline, and positioned in a stereotaxic frame. Eight animals per group 

were injected into the striatum, using appropriate coordinates (1 mm anterior to the bregma, 2 

mm lateral, 3 mm deep from the skull surface) with either eGFP adenovirus or adenovirus 
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expressing human p53 and GFP (107 PFU in each hemisphere; Vector Biolabs, Philadelphia, PA, 

USA). Animals were sacrificed 10 days after injection. Proteins and mRNA were extracted and 

analyzed as described above. We did Western-blot analysis with the p53 CM1 antibody to show 

the expression of the injected p53 and GPF.  

 

Statistical analysis. 

 Statistical analyses were performed with GraphPad Prism software (www.graphpad.com 

for Windows, San Diego, California USA). All groups of samples analyzed by Student’s t-test 

have passed a normality test to assure Gaussian distribution of values and precision concerning 

the type of test (unpaired versus paired and homoscedastic versus heteroscedastic) are provides 

in figures legends. Analysis of more than two groups of variables (normality test passed) was 

performed by One-way ANOVA with Newman-Keuls’s post-hoc test. Significant differences 

are:*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 and ns = non significant. 

 

Note: Supplementary Information is available in the online version of the paper 
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Legends to Figures 

Figure 1. Pharmacological modulation of p53 impacts PINK1 trancription. 

Figure 1 Modulators of p53 transcriptional activity modulate PINK1 trasncription. 

SH-SY5Y cells were treated with vehicle (CT), etoposide (ETO, 150µM, 16h) or pifithrin-alpha 

(PFT, 10µM, 16h) then PINK1 protein (a,d), promoter activity (b) and mRNA levels (c,e) were 

analyzed as described in the Methods section. p53 and actin immunoreactivities are provided as 

read-out of p53 activation and gel loading controls respectively (a,d). Bars represent the means ± 

SEM of 4 independent experiments performed in triplicate and are expressed as percentage of 

vehicle-treated control cells. Statistical analyses were performed with GraphPadPrism software 

by using unpaired Student’s t-test. Significant differences are: *p< 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001. 

 

Figure 2. Overexpressed and endogenous p53 repress PINK1 transcription. 

SH-SY5Y cells transiently transfected with an empty vector (EV, white bars) or wild-type 

p53 cDNA (p53, black bars) were assessed for PINK1 protein (a), promoter activation (b) and 

mRNA levels (c). PINK1 protein levels in basal (-, white bars) and CCCP (+, black bars, 

10µM/6h) stress condition were analyzed in control (p53+/+, black bars) or p53-deficient (p53-

/-, white bars) HCT116 cells (d). PINK1 promoter transactivation (e) and mRNA levels (f) 

were analyzed in control (p53+/+, black bars) or p53-deficient (p53-/-, white bars) HCT116 

cells in basal conditions as described in the Methods section.  p53 and actin  protein levels as 

are provided in a and d as transfection and protein charge controls.  HCT116 p53-deficient 

(p53-/-) cells transiently transfected with an empty vector (EV, white bars) or wild-type p53 

cDNA (p53, black bars) were assessed for PINK1 promoter transactivation (g) and mRNA 

levels (h). Bars in represent the means ± SEM of  3-4 independent experiments performed in 

duplicates or triplicates and are expressed as percentage of control EV  (a-c, g,h) or p53+/+ 
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cells (d-f). Statistical analyses were performed with GraphPadPrism software by using 

unpaired Student’s t-test. Significant differences are: *p<0.05,**p< 0.01, and ****p< 0.0001. 

 

Figure 3. p53 represses PINK1 transcription via its DNA binding properties. 

Upper panel (a) represents the 5’ deletion constructs of the full-length (FL) mouse PINK1 

promoter region. The PINK1 promoter constructs described in (a) (upper scheme) were co-

transfected with the β-galactosidase reporter gene and either empty vector (EV, white bars) or 

wild-type p53 (p53, black bars) cDNA in HEK293 cells and then luciferase activity was 

measured as described in Methods. Upper panel (b) represents the two potential p53-responsive 

elements (-296/-285 and -167/-154) on the shorter 0.4Kb-luciferase PINK1 promoter construct. 

PINK1 promoter constructs 0.4Kb wild-type (0.4) or deleted from the -167/-164 sequence (0.4∆) 

were co-transfected with the β-galactosidase reporter gene and either empty cDNA (EV, white 

bars) or wild-type p53 (p53, black bars) cDNA, then luciferase activity was measured as 

described in Methods. Representative gels of p53 expression and actin as transfection efficiency 

and gel charge controls are provided in (a) and (b). Bars represent the means ± SEM of 3 

independent experiments performed in triplicates and are expressed as percentage of control (FL, 

0.4) EV transfected cells. Statistical analyses were performed with GraphPad Prism software by 

using unpaired Student’s t-test. Significant differences are: *p< 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001. 

 

Figure 4. Impact of the pharmacological and genetic modulation of p53 localization on 

PINK1 transcription.  

(a-c) PINK1 protein expression (a), promoter activation (b) and mRNA levels (c) were analyzed 

in SH-SY5Y cells treated with vehicle (CT) or with leptomycin (LM) as described in the 
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Methods. (d) Immunohistochemical analysis of GPF-tagged p53 constructs versus DAPI nuclear 

labeling showing the presence of wild-type p53 (WT) in the nucleus and cytoplasm, p53 NES 

mutant (L22Q,W23S p53, NESm) in the nucleus and p53 NLS mutant (K280-282A p53, NLSm) 

in the cytoplasm. (e,f) SH-SY5Y cells transiently transfected with empty vector (EV), wild-type 

p53 (WT), p53 NES mutant (NESm), or p53 NLS mutant (NLSm) and then assessed for PINK1 

promoter activity (e) and mRNA levels (f). p53 (e,f) and actin immunoreactivities (a,e,f) are 

provided as read-out of p53 activation and gel loading respectively. Bars in (e) and (h) represent 

the means ± SEM of  3-4 independent experiments performed in duplicates or triplicates and are 

expressed as percentage of vehicle-treated cells (a-c)  or EV control cells (e-f). Statistical 

analyses were performed with GraphPadPrism software by using unpaired Student’s t-test. 

Significant differences are: **p< 0.01, ****p< 0.0001 and ns= non-significant. 

 

Figure 5.  Endogenous p53 represses autophagy via PINK1. 

 (a) (LC3-2/LC3-1) and p62 protein levels were analyzed in control (PINK+/+) or PINK1-

deficient (PINK-/-) HAP cells treated with vehicle (Ct) or  pifithrin- (PFT, 30 µM) as described 

in the Methods. Bars in (b) and (c) represent the means ± SEM of 3 independent experiments 

performed in triplicates and are expressed as percent of control HAP1 (HAP+/+, Ct ) cells. Actin 

expression is provided as a gel loading control in (a). Statistical analyses were performed with 

GraphPad Prism software by using unpaired Student’s t-test. Significant differences are: ns: not 

significant, *p< 0.05. 

 

Figure 6. p53 controls PINK1 transcription in vivo. 
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 (a,b) Effect of adenovirus-mediated wild-type p53 (Adp53, black bars) overexpression on 

PINK1 protein (a) and mRNA (b) levels compared to control virus (AdCt, white bars) in vivo as 

described in the Methods. Analyses of PINK1 protein (c) and mRNA levels (d) in control 

(p53+/+, white bars) or TP53 gene invalidated (p53-/-, black bars) in mouse brain samples as 

described in the Methods. Representative gels of PINK1, p53 (virus transduction efficiency) and 

actin (protein charge control) protein levels are provided in upper panels a and c. Bars represent 

the means ± SEM of 2 independent experiments performed quadruplicate and are expressed as 

percentage of control (AdCt, p53+/+) mouse brain samples. Statistical analyses were performed 

with GraphPad Prism software by using unpaired Student’s t-test. Significant differences are: 

*p< 0.05, and ***p<0.001. 

 

  



 

 

21 

References 

1. Riley T, Sontag E, Chen P, Levine A. Transcriptional control of human p53-regulated 
genes. Nat Rev Mol Cell Biol 2008, 9(5): 402-412. 

 
2. Maiuri MC, Galluzzi L, Morselli E, Kepp O, Malik SA, Kroemer G. Autophagy 

regulation by p53. Curr Opin Cell Biol 2010, 22(2): 181-185. 

 
3. Sui X, Jin L, Huang X, Geng S, He C, Hu X. p53 signaling and autophagy in cancer: a 

revolutionary strategy could be developed for cancer treatment. Autophagy 2011, 7(6): 
565-571. 

 
4. Tang J, Di J, Cao H, Bai J, Zheng J. p53-mediated autophagic regulation: A 

prospective strategy for cancer therapy. Cancer Lett 2015, 363(2): 101-107. 

 
5. Gozuacik D, Kimchi A. Autophagy as a cell death and tumor suppressor mechanism. 

Oncogene 2004, 23(16): 2891-2906. 

 
6. Crighton D, Wilkinson S, O'Prey J, Syed N, Smith P, Harrison PR, et al. DRAM, a 

p53-induced modulator of autophagy, is critical for apoptosis. Cell 2006, 126(1): 121-
134. 

 
7. Tasdemir E, Maiuri MC, Galluzzi L, Vitale I, Djavaheri-Mergny M, D'Amelio M, et 

al. Regulation of autophagy by cytoplasmic p53. Nat Cell Biol 2008, 10(6): 676-687. 

 
8. Tasdemir E, Chiara Maiuri M, Morselli E, Criollo A, D'Amelio M, Djavaheri-Mergny 

M, et al. A dual role of p53 in the control of autophagy. Autophagy 2008, 4(6): 810-
814. 

 
9. da Costa C, Sunyach C, Giaime E, West A, Corti O, Brice A, et al. Transcriptional 

repression of p53 by parkin and impairment by mutations associated with autosomal 
recessive juvenile Parkinson's disease. Nature Cell Biology 2009, 11(11): 1370-1375. 

 
10. Zhang C, Lin M, Wu R, Wang X, Yang B, Levine A, et al. Parkin, a p53 target gene, 

mediates the role of p53 in glucose metabolism and the Warburg effect. Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of America  2011, 108(39): 
16259-16264. 

 
11. Viotti J, Duplan E, Caillava C, Condat J, Goiran T, Giordano C, et al. Glioma tumor 

grade correlates with parkin depletion in mutant p53-linked tumors and results from 
loss of function of p53 transcriptional activity. Oncogene 2014, 33(14): 1764-1775. 

 



 

 

22 

12. Shimura H, Hattori N, Kubo S, Mizuno Y, Asakawa S, Minoshima S, et al. Familial 
Parkinson disease gene product, parkin, is a ubiquitin-protein ligase. Nat Genet 2000, 
25(3): 302-305. 

 
13. Kondapalli C, Kazlauskaite A, Zhang N, Woodroof HI, Campbell DG, Gourlay R, et 

al. PINK1 is activated by mitochondrial membrane potential depolarization and 
stimulates Parkin E3 ligase activity by phosphorylating Serine 65. Open Biol 2012, 
2(5): 120080. 

 
14. Shiba-Fukushima K, Imai Y, Yoshida S, Ishihama Y, Kanao T, Sato S, et al. PINK1-

mediated phosphorylation of the Parkin ubiquitin-like domain primes mitochondrial 
translocation of Parkin and regulates mitophagy. Scientific reports 2012, 2: 1002. 

 
15. Jin SM, Youle RJ. PINK1- and Parkin-mediated mitophagy at a glance. J Cell Sci 

2012, 125(Pt 4): 795-799. 

 
16. Pickrell AM, Youle RJ. The roles of PINK1, parkin, and mitochondrial fidelity in 

Parkinson's disease. Neuron 2015, 85(2): 257-273. 

 
17. Karpinich NO, Tafani M, Rothman RJ, Russo MA, Farber JL. The course of 

etoposide-induced apoptosis from damage to DNA and p53 activation to mitochodrial 
release of citochrome C. J Biol Chem 2002, 277: 16547-16552. 

 
18. Komarov PG, Komarova EA, Kondratov RV, Christov-Tselkov K, Coon JS, Chernov 

MV, et al. A chemical inhibitor of p53 that protects mice from the side effect of 
cancer therapy. Science 1999, 285: 1733-1737. 

 
19. Narendra DP, Jin SM, Tanaka A, Suen DF, Gautier CA, Shen J, et al. PINK1 is 

selectively stabilized on impaired mitochondria to activate Parkin. PLoS Biol 2010, 
8(1): e1000298. 

 
20. Kudo N, Khochbin S, Nishi K, Kitano K, Yanagida M, Yoshida M, et al. Molecular 

cloning and cell cycle-dependent expression of mammalian CRM1, a protein involved 
in nuclear export of proteins. J Biol Chem 1997, 272(47): 29742-29751. 

 
21. Kudo N, Wolff B, Sekimoto T, Schreiner EP, Yoneda Y, Yanagida M, et al. 

Leptomycin B inhibition of signal-mediated nuclear export by direct binding to 
CRM1. Exp Cell Res 1998, 242(2): 540-547. 

 
22. O'Keefe K, Li H, Zhang Y. Nucleocytoplasmic shuttling of p53 is essential for 

MDM2-mediated cytoplasmic degradation but not ubiquitination. Mol Cell Biol 2003, 
23(18): 6396-6405. 



 

 

23 

 
23. Boyd SD, Tsai KY, Jacks T. An intact HDM2 RING-finger domain is required for 

nuclear exclusion of p53. Nat Cell Biol 2000, 2(9): 563-568. 

 
24. Narendra D, Walker J, Youle R. Mitochondrial quality control mediated by PINK1 

and Parkin: links to parkinsonism. Cold Spring Harbor perspectives in biology 2012, 
4(11). 

 
25. Hoshino A, Mita Y, Okawa Y, Ariyoshi M, Iwai-Kanai E, Ueyama T, et al. Cytosolic 

p53 inhibits Parkin-mediated mitophagy and promotes mitochondrial dysfunction in 
the mouse heart. Nat Commun 2013, 4: 2308. 

 
26. Clark IE, Dodson MW, Jiang C, Cao JH, Huh JR, Seol JH, et al. Drosophila pink1 is 

required for mitochondrial function and interacts genetically with parkin. Nature 2006, 
441(7097): 1162-1166. 

 
27. Essletzbichler P, Konopka T, Santoro F, Chen D, Gapp BV, Kralovics R, et al. 

Megabase-scale deletion using CRISPR/Cas9 to generate a fully haploid human cell 
line. Genome Res 2014, 24(12): 2059-2065. 

 
28. Mei Y, Zhang Y, Yamamoto K, Xie W, Mak TW, You H. FOXO3a-dependent 

regulation of Pink1 (Park6) mediates survival signaling in response to cytokine 
deprivation. Proc Natl Acad Sci U S A 2009, 106(13): 5153-5158. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



PINK1  

CT  ETO  

Actin   
*** 

P
IN

K
1 

pr
ot

ei
n 

le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

50 

100 

*** 

P
IN

K
1 

pr
om

ot
er

 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

50 

100 

* 

P
IN

K
1 

m
R

N
A

 le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

50 

100 

CT  ETO  CT  ETO  CT  ETO  

PINK1  

CT  PFT  

Actin   ** 

P
IN

K
1 

pr
ot

ei
n 

le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

100 

*** 

P
IN

K
1 

m
R

N
A

 le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

50 

100 

CT  PFT  CT  PFT  

** 

Fig.1 Goiran et al. 

a b c 

d e 

150 

Actin   

p53  



EV  p53  

PINK1  

Actin   

** 

P
IN

K
1 

pr
ot

ei
n 

le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

50 

100 

p53   
*** 

P
IN

K
 m

R
N

A
 le

ve
ls

 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

50 

100 

** 

P
IN

K
1 

pr
om

ot
er

 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

50 

100 

Fig.2 Goiran et al. 

b c 

EV  p53  EV  p53  EV  p53  

a 

 -  CCCP  + 

p53 +/+ p53-/- 

Actin   

PINK1  

 - 

 + 

d 

P
IN

K
1 

pr
ot

ei
n 

le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

300 

100 

200 

 -  CCCP  +  -  + 

*** 
** 

p53 +/+ p53-/- 

P
IN

K
1 

pr
om

ot
er

 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

200 

100 

** 

p53 +/+ p53-/- 
0 

200 

100 

300 

P
IN

K
 m

R
N

A
 le

ve
ls

 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

200 

*** 
e f 

 + 

* 

*** 

* 

 P
IN

K
1 

pr
om

ot
er

 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

 P
IN

K
1 

m
R

N
A

 le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

g h 

0 

100 

50 

EV p53 
0 

100 

50 

EV p53 



a b 

P
IN

K
1 

pr
om

ot
er

 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

50 

100 

** 
*** 

*** 
*** 

p53  
Actin  

EV EV EV p53 p53 p53 EV p53 

FL 1.3 0.8 0.4 

p53  
Actin  

P
IN

K
1 

pr
om

ot
er

 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

100 

EV p53 

0.4 

EV p53 

0.4D 

*** 
* 

* 

Mouse PINK1 promoter 

Fig.3 Goiran et al. 

ATG

+1

-2055
ATG

TSS:-77

-1354
ATG-854
ATG-453

FL:
1.3:

0.8:
0.4:

Mouse PINK1 promoter 

0.4 LUC 

-167 

 

-154 

 CcaGctgcacCaaG 

-296 

 

0.4D 

CtaGctaaCagG 

-285 

 





LC3-1 

p62 

actin 

PINK+/+ PINK-/- 

Ct PFT Ct PFT 

LC3-2 

a 

b 

LC
3-

2/
LC

3-
1 

A
rb

itr
ar

y 
un

its
 

500 

1000 

1500 

0 
Ct PFT Ct PFT 

* ns 

PINK+/+ PINK-/- 

c 

Ct PFT Ct PFT 
p6

2 

A
rb

itr
ar

y 
un

its
 

50 

100 

150 

0 

* ns 

PINK+/+ PINK-/- 

Fig.5 Goiran et al. 



* 

PINK1  

Actin   

Fig.6 Goiran et al. 

c d 

P
IN

K
1 

pr
ot

ei
n 

le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

P
IN

K
1 

m
R

N
A

 le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

100 

200 

0 

100 

200 
*** 

p53+/+ p53-/- p53+/+ p53-/- 

P
IN

K
1 

pr
ot

ei
n 

le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

100 

PINK1  

p53   
a 

Actin   

*** 

P
IN

K
1 

m
R

N
A

 le
ve

ls
 

(%
 o

f c
on

tr
ol

) 

0 

100 

AdCt Adp53 AdCt Adp53 

*** 

b 



p53-mediated repression of autophagy involves PINK1 transcriptional regulation  

Goiran et al. 

 

Figure S1. Impact of p53 knockdown to pink1 transcription.  
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Control mouse fibroblasts (MEF, p19arf-/-, A-, white bars) or MEF devoid of p53 (p19arf-/-p53-/-, 

AP-, black bars) were assessed for PINK1 promoter transactivation (a) and mRNA levels (b) 

in basal conditions as described in the Methods section. Bars represent the means ± SEM of 3-

4 independent experiments performed in duplicates or triplicates and are expressed as 

percentage of control cells (A-, white bars). Statistical analyses were performed with 

GraphPadPrism software by using unpaired Student’s t-test. Significant differences are: **p< 

0.01. 
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DISCUSSION / CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La protéine PINK1 est une kinase dotée de nombreuses fonctions liées à sa 

localisation mitochondriale. Elle œuvre au maintien de l’homéostasie mitochondriale en 

controllant le processus de mitophagie. Un défaut de son activité se traduira par une 

perturbation du profil mitochondrial caractéristique d’une cellule « en bonne santé ». PINK1 a 

été identifiée comme un acteur majeur du développement de troubles neurodégénératifs 

associés à certaines formes familiales récessives de MP. Cependant, l’implication de PINK1 

dans les formes sporadiques de PD ainsi que dans  d’autres pathologies a été proposée. 

La régulation de PINK1 dans la MA. 

Nous décrivons pour la première fois, la mécanique cellulaire sous-tendant un lien  

fonctionnel entre PINK1 et la Préséniline 1 (PS1), une protéase contribuant 

vraisemblablement à l’étiologie de la MA  (De Strooper et al., 1998; Wolfe and Haass, 2001).  

Notre hypothèse première était basée sur des résultats montrant que PTEN, le premier facteur 

identifié en tant que régulateur de PINK1 (Matsushima-Nishiu et al., 2001), lui-même régulé 

directement par les PS (Zhang et al., 2008a). De plus, il avait été rapporté une localisation de 

PINK1 au niveau des plaques amyloïdes (Wilhelmus et al., 2011) et PTEN s’accumule dans 

les dégénérescences neurofibrillaires (Sonoda et al., 2010), deux sceaux anatomiques qui 

signent la MA.  

PS1 régule de manière positive la transcription de PINK1, tandis que PS2  en réprimant PS1, 

régule négativement PINK1. Ce mécanisme est indépendant de PTEN. Ces résultats confirme 

le dialogue fonctionnel entre PS1 et PS2 qui se contrôlent respectivement, pouvant expliquer 

notamment le phénotype anti- et pro-apoptotiques de PS1 et PS2, respectivement (Alves da 

Costa et al., 2002).  

Nous montrons que l’activité -sécrétase de PS1, via la génération d’un fragment AICD 

(Konietzko et al., 2010), régule transcriptionnellement et de manière positive les niveaux de 

PINK1.  

L’induction de PINK1 par l’intermédiaire d’AICD in vivo est en accord avec l’augmentation 

dépendante de l’âge, du niveau protéique et d’ARNm de PINK1 de cerveaux de souris 

« alzheimers » 3xTgAD et la hausse d’AICD (Lauritzen et al., 2012). De même, les niveaux 
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de PINK1 sont augmentés dans un modèle de souris transgéniques surexprimant stablement 

l’AICD (Ghosal et al., 2009).  

La régulation de PINK1 par PS1 est bloquée par les inhibiteurs de γ-sécrétase, suggérant 

l’implication de sa fonction catalytique. En revanche, il a été montré que la modulation de 

PTEN par les PS due à l’activité enzymatique, de PS1, ce qui est en accord avec notre 

observation d’une modulation de PINK1 dépendante de la -secretase et indépendante de 

PTEN  (Zhang et al., 2008a).  

De manière intéressante, une étude développée au laboratoire a permis de mieux comprendre 

l’activité de clivage des complexes -sécrétases. Les complexes -sécrétases sont composés 

de 4 membres dont 2, APH-1 et PS possèdent plusieurs isoformes. L’association de différents 

variant de chaque sous-unités du complexe  sécrétase permet théoriquement, la génèse de six 

complexes -sécrétases (De Strooper, 2003; Sherrington et al., 1995; Edbauer et al., 2003). La 

composition précise du complexe -sécrétases en plus d’impacter sa localisation dans les 

compartiments cellulaires (Meckler and Checler, 2016), peut conditionner la production et la 

localisation d’AICD. Cette localisation différentielle d’AICD aura comme conséquence de 

promouvoir son activité transcriptionnelle, ou sa dégradation (Belyaev et al., 2010; Kametani 

et al., 1993).  

De plus, il a été décrit une production d’AICD au cours des deux voies de protéolyse de la 

βAPP (Kume et al., 2004). La voie non amyloïdogénique, (couple α et  sécrétase), la voie 

amyloïdogénique (couple β et  sécrétase), produit de l’AICD dans la voie endosomale 

(Sannerud et al., 2011). Cette hypothèse est corroborée par d’autres études qui suggèrent que 

l’AICD viendrait majoritairement de la voie amyloïdogénique et de la β sécrétase (Belayev et 

al., 2010 ;Goodger et al., 2009). 

L’AICD est un facteur de transcription, capable de moduler la transcription de nombreux 

gènes (Beckett et al., 2012; Konietzko, 2012; Pardossi-Piquard and Checler, 2012). Cette 

capacité est portée par la capacité de l’AICD à interagir avec des modulateurs ou des co-

facteurs nucléaires. Le facteur de transcription FOXO3a capable de réguler positivement 

PINK1 (Mei et al., 2009) fait partie de ces co-facteurs identifiés. Ils interagissent 

physiquement dans le cytoplasme, pour être transloqués conjointement au cœur du noyau en 

réponse à un stress oxydatif induisant la transcription de facteurs pro-apoptotiques (Wang et 

al., 2014).  
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Il est important de noter, que FOXO3a est exprimé à des niveaux élevés dans la MA 

(Manolopoulos et al., 2010; Sanphui and Biswas, 2013), notamment en réponse à 

l’augmentation du stress oxydatif décrit dans la MA . Cette intensification de la voie FOXO3a 

corrèle avec le niveau élevé de PINK1 au cours de la MA. En revanche, elle soulève la 

question de la place positive ou négative de PINK1 au sein de la réponse apoptotique, étant 

initialement décrite comme un facteur neuroprotecteur (Petit et al., 2005) et par conséquent, 

celle de l’AICD.  

En effet, très peu d’études  ont été réalisées ou reste encore débattue concernant le rôle exacte 

de l’AICD dans la progression ou non de la MA. De nombreuses cibles transcriptionnelles de 

l’AICD ont été identifiées (Beckett et al., 2012; Konietzko et al., 2010; Müller et al., 2008; 

Pardossi-Piquard and Checler, 2012). Des études au laboratoire ont révélé que le facteur de 

transcription pro-apoptotique p53 était une cible transcriptionnelle d’AICD (Alves da Costa et 

al., 2006). Les mutations de PS1 associées à la MA causent une augmentation de p53 

(Bialopiotrowicz et al., 2012) ou abolissent la fonction protectrice de PS1 (Alves da Costa et 

al., 2002). Cette régulation suggère le caractère apoptotique de l’AICD, et rejoint cette 

hypothèse auparavant proposé, au regard de sa régulation de FOXO3a (Wang et al., 2014). 

L’augmentation de PINK1 reflète-t-elle un mécanisme délétère ou bénéfique/compensatoire ? 

Cette augmentation résultant de mutations et/ou de dérèglements pathologiques pourrait être 

un moyen mis en place par la cellule, comme cela a été montré pour la protéine DJ-1 (Baulac 

et al., 2009; Choi et al., 2006), de lutter contre le stress oxydatif caractéristique de la MA. Un 

tel mécanisme potentiellement protecteur est en accord avec des données précédentes 

montrant qu’AICD  peut réguler l’APP lui-même (Rotz et al., 2004). En effet dans les cas 

sporadiques et familiaux de la MA, l’expression de l’AICD est augmentée soit par sa faible 

dégradation liée à la réduction de l’expression de son enzyme de dégradation IDE (Cook et 

al., 2003), soit par l’augmentation de sa production due aux mutations de PS1 ou de l’APP 

(Checler, 1995). Cet accroissement de l’AICD, illustre l’augmentation du niveau de PINK1, 

qui en condition physiologique protège les mitochondries. De plus, plusieurs protéines 

impliquées dans la production et la dégradation de l’Aβ, à l’instar de la NEP (Belyaev et al., 

2009; Pardossi-Piquard et al., 2005; Xu et al., 2011), l’enzyme majeur de dégradation de l’Aβ, 

ou de la β sécrétase (Rotz et al., 2004) lui procurant, dans un contexte physiologique normal, 

un effet protecteur. Il a été décrit une dégradation préférentielle des formes de peptide Aβ40 

par la NEP. En effet, dans les conditions normales, le niveau d’Aβ est donc maintenu à bas 

niveau. Néanmoins, dans les formes familiales de MA, cette meilleure affinité de la NEP pour 
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les formes d’Aβ40 peut contribuer à l’augmentation pathogène du rapport des formes 

Aβ4β/Aβ40.  

Le cas de la NEP nous fournit donc un exemple d’une cible, s’avérant au départ bénéfique, 

mais qui en fonction de sa balance d’induction/réduction et selon le contexte physiologique ou 

non, contribuera à un processus délétère (Pardossi-Piquard et al., 2005). 

Nous avons établi la relevance et l’impact du contrôle de PINK1 par AICD sur les fonctions 

mitochondriales associées à PINK1. Nous montrons que la modulation de PINK1 par l’AICD 

est associée aux changements du potentiel mitochondrial ainsi que de l’expression des 

marqueurs autophagiques et que ces fonctions identifiées de l’AICD, sont dépendantes de 

PINK1. Il en découle que la diminution de PINK1 occasionne l’inactivation fonctionnelle des 

mitochondries, concordant avec la fonction physiologique de PINK1 dans le contrôle qualité 

et la protection des mitochondries (Yu et al., 2011). Ainsi, nous montrons que la 

surexpression d’une forme d’AICD nucléaire, induit l’autophagie de manière dépendante de 

PINK1 comme précédemment évoqué dans la littérature (Narendra et al., 2008b; Vives-Bauza 

et al., 2010).  

Ces résultats suggèrent un phénotype pro-autophagique de l’AICD, dépendant de PINK1, qui 

pourrait expliquer le niveau élevé d’induction autophagique, illustré par l’accumulation de 

vacuoles autophagiques caractéristiques des cerveaux de patients MA (Baloyannis, 2006; 

Moreira et al., 2007a, 2007b; Trushina et al., 2012).  

PINK1 contrôle la fragmentation mitochondriale dans les neurones hippocampaux (Yu et al., 

2011) en recrutant la parkine en vue de la dégradation mitophagique des mitochondries 

endommagées (Matsuda et al., 2010). Le consensus prévalant propose PINK1 comme un 

effecteur en amont de la parkine.  

Comme attendu, l’invalidation de PINK1 dans nos modèles cellulaires, entraine 

l’accumulation du niveau protéique de Mfnβ et Drp1. Ce phénotype pourrait refléter une 

diminution du recrutement et de l’activité E3 ubiquitine ligase de la parkine (Gegg et al., 

2010; Wang et al., 2011a). Inversement, l’expression d’AICD réduit l’expression de Drp1 et 

Mfn2 de manière dépendante de PINK1. Ces résultats montrent que la production d’AICD par 

la -sécrétase, module la mitophagie et la dynamique mitochondriale de manière dépendante 

de PINK1, et contrôle la qualité des mitochondries.  
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De manière spéculative, l’induction de l’autophagie pourrait être un mécanisme précoce 

protecteur afin de lutter contre les effets délétères observés dans la MA (Schaeffer et al., 

2012), tels que le stress oxydatif (Christen, 2000) et l’accumulation des agrégats protéiques. 

Plus tardivement, l’induction chronique de l’autophagie conduit à une accumulation des AVs 

et de leurs contenus par défaut de leur dégradation (Boland et al., 2008; Ditaranto et al., 2001; 

Ling et al., 2009; Yang et al., 1998; Zheng et al., 2009). Cette accumulation sera donc in fine, 

délétère et contribuera à l’accumulation de peptide Aβ (Nixon, 2007; Yu et al., 2005). De 

manière spéculatie, les AVs en englobant les organelles dotées de toute la machinerie 

sécrétases qui pourraient participer au clivage de l’APP. 

Au niveau mitophagique, une activation accrue de PINK1, mènera vers une dégradation 

accrue des mitochondries, se révélant finalement délétère pour la cellule, la menant à son 

apoptose. Ce déséquilibre de PINK1, incarné par un affaiblissement à la fois de la fission et 

de la fusion mitochondriale pourrait impacter le renouvellement, le contrôle-qualité des 

mitochondries et de cette manière leur homéostasie. 

Finalement, notre étude permet de montrer pour la première fois les mécanismes de 

dérèglement de PINK1 dans la MA et d’identifier ceux responsables du dysfonctionnement 

mitochondrial reporté dans la MA. Elle permet par ailleurs, de mettre en évidence des liens 

moléculaires et fonctionnels entre les différentes maladies neurodégénératives. Dans la même 

veine, une étude menée dans le laboratoire et à laquelle j’ai participé (annexe 1), a montré de 

manière remarquable une régulation  de PS1 (positive) et  de PS2 (négative) par la parkine 

(Duplan et al., 2013). C’est cette étude qui nous a initialement inspiré pour montrer le lien 

original entre la parkine, les PS et PINK1. 

D’autres exemples de protéines participant à l’étiologie de la MP impliquées dans d’autres 

désordres neurologiques (Wilhelmus et al., 2011) comme la parkine (Lonskaya et al., 2013a),  

l’α-synucléine (Spillantini et al., 1997) ou DJ-1 (Choi et al., 2006), soulignent le dialogue 

entre pathologies diverses via des protéines initialement considérées comme des acteurs 

exclusifs d’une pathologie. 
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Conclusion PINK1 dans la MA 

 

Figure 28 : Schéma récapitulatif de la cascade moléculaire reliant les PS et PINK1 
Un trouble en amont de la cascade moléculaire, au niveau des PS (MA) ou de la parkine, entrainera 
une dérégulation de l’expression de PINK1 qui se répercutera sur ses fonctions mitochondriales. 
L’augmentation de la Parkine ou de l’activité catalytique de PS1 entrainera une production accrue 
d’AICD qui augmentera avec FOXOγa la transcription de PINK1. 

 

En condition pathologique, l’exacerbation de cette cascade moléculaire concernant la parkine, 

les PS, l’AICD et PINK1, se traduira par une induction mitophagique accrue et une 

accumulation des mitochondries dans les compartiments défaillants de dégradation 

lysosomale, contribuant au gonflement des neurones ainsi qu’à la mauvaise localisation des 

mitochondries et donc à la mauvaise répartition énergétique au sein des neurones, menant ces 

derniers à une mort précoce.  

Perspectives : 

Dans ce cas précis, un seul modulateur direct de PINK1 représenté par de petites molécules 

activatrices de PINK1 et toujours en phase de recherche, a été développé par  un laboratoire 

pharmaceutique « Mitokinin LLC ». La MP étant caractérisée par un défaut des fonctions de 

PINK1 (Valente et al., 2004a), le rationnel au sujet de l’utilisation de ces molécules est basé 
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sur l’hypothèse que l’augmentation de l’activité de PINK1 puisse remédier les problèmes 

mitophagiques observés dans la MP. 

Pourtant au vu de nos études, le premier réflexe porte à soutenir l’idée que l’inhibition du 

niveau de PINK1 pourrait grandement impacter le développement de la maladie. Ceci, en 

outre en contrecarant l’effet délétère de ses fonctions suite à sa dérégulation moléculaire  par 

AICD. 

Toutefois cette idée a déjà été indirectement expérimentée. En effet, les premiers essais 

thérapeutiques avaient pour but de diminuer la production de l’Aβ, en ciblant la γ-sécrétase. 

Malheureusement, ces essais furent un échec suite à l’appartition de nombreux effets 

secondaires (De Strooper, 2014; Doody et al., 2013; Mikulca et al., 2014). Aujourd’hui, nous 

comprenons que l’inhibition de la γ sécrétase, en plus d’influencer des grandes voies de 

signalisations cellulaires aura des répercussions au niveau de la voie mitochondriale et de 

l’autophagie.  

PINK1 et cancer 

Nous avons établi un effecteur commun entre PINK1 et p53. De manière logique nous 

nous sommes intéressés, en premier lieu, à l’implication de PINK1 au sein de tumeurs 

cérébrales, les gliomes (résultats présentés dans les chapitres suivants  

 

Figure 32 et Figure 33 ). 

Une étude à laquelle j’ai participé (Annexe 2) a établi que la parkine est régulée 

transcriptionnellement par p53.  Son expression est inversement corrélée avec le grade de la 

tumeur (Viotti et al., 2014).  

A travers ce fil conducteur, nous démontrons pour la première fois une inhibition 

transcriptionnelle de PINK1 par p5γ représentant la modulation claire d’une cible pro-

mitophagique de p53.  

La plupart des études documentent un effet pro-autophagique de p53 par la transactivation des 

gènes de la machinerie autophagique (Amaravadi et al., 2007; Crighton et al., 2006a, 2006b, 

Feng et al., 2005, 2007). Toutefois, l’invalidation de p5γ augmente l’autophagie (Tasdemir et 
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al., 2008a). Tasdemir et son équipe, ont décrit une induction de l’autophagie suite à 

l’utilisation d’inhibiteurs de p53.  

De manière similaire, nous montrons grâce à l’utilisation d’un inhibiteur de p5γ la pifithrine-

α, une augmentation de l’activité du promoteur, du niveau d’ARNm et du niveau protéique de 

PINK1. Nous confirmons ces résultats grâce à une stratégie d’invalidation génétique de p53. 

Ces résultats sont en accord avec Tasdémir et al. et complètent cette étude en identifiant en 

plus l’intermédiaire moléculaire, PINK1.  

Néanmoins,  nous obtenons une diminution de l’activité du promoteur, du niveau d’ARNm et 

du niveau protéique de PINK1, après l’utilisation d’un activateur de p5γ, l’étoposide ou par 

une approche de surexpression génétique de p53 soulevant de nombreuses questions sur un 

potentiel effet inhibiteur transcriptionnel de p53 sur PINK1. 

Suite à cela, nous nous sommes donc intéressés à l’activité facteur de transcription de p5γ 

directement modulé par sa localisation. De cette manière, nous montrons que la modulation 

pharmacologique de la localisation de p5γ suite à l’utilisation de la leptomycine, un inhibiteur 

de l’export nucléaire de p5γ, ou génétique par l’intermédiaire de constructions simulant la 

séquestration de p53 dans le noyau ou dans le cytoplasme, favorise ou abolit son effet 

inhibiteur, respectivement, sur PINK1.  

Nous identifions une partie des éléments de réponse à p53 situés sur le promoteur de PINK1 

murin, précisant un lien physique direct de p53 sur PINK1.  

C’est résultats sont importants puisqu’ils mettent en lumière le premier gène pro-

autophagique réprimé par l’activité transcriptionnelle de p5γ et identifient PINK1 en tant 

qu’acteur principal d’un effet anti-autophagique transcriptionel.  

Il est difficile d’évaluer l’impact de la régulation de p5γ sur les processus autophagiques. La 

forme de p53 nucléaire transactive des gènes autophagiques, tout en inhibant la transcription 

de PINK1 associé à la mitophagie. De plus, la régulation négative de PINK1 par p53 paraît 

paradoxale vis-à-vis de la régulation positive de la parkine (anti-apoptotique) par p53. 

Toutefois, la découverte d’une voie mitophagique indépendante de la parkine (et de p62) nous 

éclaire un peu plus sur la proportion de PINK1 et de la parkine dans l’induction de la 

mitophagie et de leur régulation respectives par p53. Cette voie indépendant de la parkine, 

peut être directement menée par PINK1, et la phosphorylation des protéines et des ubiquitines 

de l’OMM, permettant ainsi la fixation et le recrutement des récepteurs mitophagiques OPTN 
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et NDP52 (Lazarou et al., 

2015). Nous montrons que 

l’activation de p5γ par 

l’etoposide, entraine une 

diminution du potentiel 

mitochondrial dépendante de 

PINK1 (Figure 29). 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 29 : Impact de la modulation de p53 sur le potentiel mitochondrial en fonction 
de PINK1 
Traitement de cellules SH-SY5Y controles (PINK

+/+
) ou exprimant stablement un SHrna PINK (PINK

-/-
) 

avec un véhicule (CT) ou avec l’étoposide (150µM, 16h, ETO). L’activation de p5γ diminue le potentiel 
mitochondrial. Cette diminution est perdue dans un modèle d’invalidation de PINK1. 
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Perspectives 

A l’heure actuelle, il est difficile de comprendre de manière claire, l’impact de l’autophagie 

dans la biologie des cancers. Des études révèlent un effet anti-tumoral de l’autophagie quand 

d’autres décrivent un effet pro-tumoral (Chen and Debnath, 2010; Kondo et al., 2005; 

Rosenfeldt and Ryan, 2009). Ces effets pourraient être dépendants du type et du grade de la 

tumeur. L’autophagie empêcherait la transformation des cellules saines en cellules 

cancéreuses. Cependant, une fois la tumeur établie, l’autophagie deviendra un processus 

d’accentuation du développement tumorale. 

Dans ce contexte, nos résultats faisant l’objet d’un article en cours de finalisation, concernant 

la régulation de PINK1 par p53 peuvent aider à comprendre l’origine des désordres 

mitochondriaux dans les cellules cancéreuses. 

La régulation de PINK1 par PTEN et FOXO deux acteurs dérégulés dans les cancers, renforce 

cette hypothèse. D’un point de vue thérapeutique, l’expression de FOXO induit une 

sensibilisation des cellules cancéreuses aux agents thérapeutiques (Su et al., 2011; Sunters et 

al., 2003), dans laquelle PINK1 a également été impliquée. De manière déroutante, PINK1 a 

été directement associé dans  la chimiorésistances cancéreuses (MacKeigan et al., 2005). 

C’est ainsi que d’autres études ont décrit une susceptibilité accrue des cellules cancéreuses 

aux dommages de l’ADN en absence de PINK1(Martin et al., 2011) 

Les cancers sont souvent caractérisés par une mutation perte de fonction de p53. Cette perte 

de fonction transcriptionnelle se traduit par une augmentation d’expression de PINK1 illustrée 

et un niveau mitophagique élevé. Nous validons cette hypothèse grâce à l’utilisation d’une 

construction mutée de p53, la mutation « Hot Spot», p53 R175H (p53R175H) qui représente 

un site de mutation fréquemment retrouvé dans les cancers humains (Lang et al., 2004; Oren 

and Rotter, 2010). Cette mutation de p53, abolit son activité de facteur de transcription et 

explique sa perte de sa fonction suppresseur de tumeur directement associée au cancer (Liu et 

al., 2010)  
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Figure 31 : Etude des effets d’une mutation « Hot spot » de p53 in-vivo 
Délivrance d’un Adénovirus exprimant une forme sauvage ou mutée de p5γ par injections 
stéréotaxiques dans les cerveaux de souris sauvages. La surexpression d’une forme de p5γ sauvage 
(p53wt) diminue l‘expression de la protéine et des ARNm de PINK1. La surexpression d’une forme de 
p5γ mutée (p5γR175H) abolit l’effet inhibiteur de p5γ.  

 

Comme attendu, nous observons dans nos résultats préliminaires, une inhibition de PINK1 par 

p53 dans nos modèles cellulaires (résultats non montrés), comme dans nos modèles de souris 

ayant subi une injection stéréotaxique de virus exprimant la construction mutée de p53 

(Figure 31). Ces résultats renforcent l’hypothèse d’une dérégulation de PINK1 dans les 

cancers, puisque p53 est mutée dans plus de 50% des cancers humains (Lane, 1992; Levine, 

1997; Soussi and Wiman, 2007). 

C’est dans ce but que nous avons examiné les niveaux de PINK1 dans diverses lignées de 

gliomes. Ces tumeurs représentent les tumeurs cérébrales les plus fréquentes et agressives, 

caractérisées dans la majorité des cas, par une mutation de p53 et de ses fonctions. De 

nombreuses mutations ont été découvertes et peuvent être consultées sur la base de données 

en ligne : IARC : http://p53.iarc.fr/ (Petitjean et al., 2007). Une des mutations les plus 

courantes est  la mutation décrite précédemment p53 R175H. De plus, l’étiologie de ces 

cancers reste encore peu connue et il n’existe pas, à l’heure actuelle, de traitements efficaces, 

ce qui rend leur issue fatale. En β011, une équipe a mis en évidence l’existence d’une série de 

mutations somatiques de la parkine dans des échantillons de gliomes humains (Veeriah et al., 

2010). Ces différentes mutations touchent les mêmes zones et parfois les mêmes résidus que 

ceux caractérisés dans la MP. 
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Annexes 

Article 1: 
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Article

Parkin differently regulates presenilin-1 and
presenilin-2 functions by direct control of their
promoter transcription
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Wepreviously established that besides its canonical function asE3-ubiquitin ligase, parkin also behavesas a transcriptional repressor

of p53. Herewe show that parkin differentlymodulates presenilin-1 and presenilin-2 expression and functions at transcriptional level.

Thus, parkin enhances/reduces the protein expression, promoter activity and mRNA levels of presenilin-1 and presenilin-2, respect-

ively, in cells and in vivo. This parkin-associated function is independent of its ubiquitin-ligase activity and remains unrelated to its

capacity to repress p53. Accordingly, physical interaction of endogenous or overexpressed parkin with presenilins promoters is

demonstrated by chromatin immunoprecipitation assays (ChIP). Furthermore, we identify a consensus sequence, the deletion of

which abolishes parkin-dependent modulation of presenilins-1/2 and p53 promoter activities. Interestingly, electrophoretic mobility

shift assays (EMSA) revealed a physical interaction between this consensus sequence and wild-type but not mutated parkin. Finally,

we demonstrate that the RING1-IBR-RING2 domain of parkin harbors parkin’s potential to modulate presenilins promoters. This tran-

scriptional control impacts on presenilins-associated phenotypes, since parkin increases presenilin-1-associatedg-secretase activity

and reduces presenilin-2-linked caspase-3 activation. Overall, our data delineate a promoter responsive element targeted by parkin

that drives differential regulation of presenilin-1 and presenilin-2 transcription with functional consequences for g-secretase activity

and cell death.

Keywords: parkin, presenilins, transcription, g-secretase activity, apoptosis

Introduction

Parkin is a pleiotropic protein responsible for most of auto-

somal recessive juvenile forms of Parkinson’s disease (PD)

(Dawson and Dawson, 2010; Corti et al., 2011). This protein

was first reported to behave as an ubiquitin ligase (Shimura

et al., 2000), and therefore, to be involved in proteasome-

mediated elimination of various substrates. To date, about two

dozens of parkin substrates have been identified and it has

been postulated that the control of their lifetimes underlies

several dysfunctions taking place in PD, since most of

parkin-associated mutations abolish its ubiquitin-ligase activity

(Shimura et al., 2000). However, besides this canonical function,

several studies have indicated that additional parkin-dependent

cellular pathways could exist. Thus, we recently documented

the fact that parkin could act, in an ubiquitin-ligase independent

manner, as a direct transcriptional repressor of the tumor sup-

pressor p53 promoter activity (da Costa et al., 2009).

We and others have documented the fact that p53 could regu-

late the expression and functions of presenilin-1 (PS1) and

presenilin-2 (PS2) (Roperch et al., 1998; Pastorcic and Das,

2000; Checler et al., 2010), two proteins responsible for most of

the familial cases of Alzheimer’s disease (AD) (Checler, 1999)

that are mainly involved in the production of the amyloid b

peptide (Ab) and in caspase-3-mediated cell death (De Strooper

et al., 1998; Wolfe, 2001; Alves da Costa et al., 2002, 2006).

Interestingly, recent data also indicate that parkin could control

the homeostasis of intracellular Ab42 (Burns et al., 2009;

Rosen et al., 2010). These observations underlie the present

study that aimed at examining whether parkin could control

PS1 and/or PS2 and their related functions, and if so, whether

Received March 2, 2012. Revised December 12, 2012. Accepted December 25, 2012.
# The Author (2013). Published by Oxford University Press on behalf of Journal of

Molecular Cell Biology, IBCB, SIBS, CAS. All rights reserved.
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it was via a possible direct transcriptional control of PS promoters

or indirectly, via p53.

Our data strikingly show that parkin indeed acts as a direct

transcriptional activator of PS1 and as a direct transcriptional re-

pressor of PS2. Accordingly, this is accompanied by enhanced

g-secretase activity and lower caspase-3 activation. We establish

that parkin-mediated control of PS promoters is independent of

its ubiquitin-ligase activity and unrelated to its ability to modulate

p53. Of most importance, in support of our description of a novel

transcription factor activity, we have delineated a conserved se-

quence on human PS1, PS2, and p53 promoters that could

have served as parkin-targeted consensus sequence. Indeed,

we document a direct physical interaction of parkin with this se-

quence, the deletion or mutation of which abolishes the ability

of parkin to modulate the above-cited promoter activities. Our

data indicate for the first time that PS1 and PS2 promoters

could be controlled differently at transcriptional level and in an

opposite manner and thereby identify another potential

pathway to selectively interfere with PS1-mediated g-secretase

activity and PS2-associated cell death. Furthermore, the delinea-

tion of a parkin-targeted responsive element on presenilins and

p53 promoters opens a new avenue to the identification of add-

itional and yet unknown parkin transcriptional targets. This

should avoid deleterious effects linked to pharmacological

approaches that aim at interfering with parkin-mediated ubiquiti-

nation and subsequent proteasomal degradation of other pro-

teins often involved in vital cellular functions.

Results

Overexpressed and endogenous parkin control presenilins

transcription

Figure 1A–F shows that the stable overexpression of parkin in

TSM1 neurons increases PS1 protein expression (+72%+

12.3%, n ¼ 8, P, 0.001, Figure 1A), promoter activity

(+48.4%+6.4%, n ¼ 8, P, 0.001, Figure 1B), and mRNA

levels (+108.5%+25.4%, n ¼ 4, P, 0.01, Figure 1C), and

decreases PS2 expression (230.1%+19.7%, n ¼ 6, P, 0.05,

Figure 1D), promoter activity (242.6%+12.4%, n ¼ 6, P, 0.01,

Figure 1E), and mRNA levels (252%+20.9%, n ¼ 6, P, 0.05,

Figure 1F). Interestingly, the above data were fully confirmed in

non-transformed primary cultured neurons where parkin transfec-

tion leads to increased PS1 expression (Supplementary Figure

S1A), promoter transactivation (Supplementary Figure S1B), and

mRNA levels (Supplementary Figure S1C). Conversely, parkin over-

expression reduces PS2 expression (Supplementary Figure S1D),

promoter activity (Supplementary Figure S1E), and mRNA levels

(Supplementary Figure S1F). The above overexpression data were

corroborated by the examination of the ability of endogenous

parkin to modulate PS1 and PS2 in immortalized mouse embryonic

fibroblasts (MEF). Thus, parkin depletion decreases PS1 expression

(256.0%+4.1%, n ¼ 6, P, 0.01, Figure 1G, see NPS1 in left

panel and grey bars), promoter activity (245.2%+8.7%, n ¼ 8,

P, 0.001, Figure 1H, upper panel), and mRNA levels

(279.8%+8.7%, n ¼ 4, P, 0.01, Figure 1I, gray bars), while

parkin deficiency increases PS2 protein levels (+184.8%+

38.4%, n ¼ 6, P, 0.01, Figure 1G, see CPS2 in left panel

and black bars), promoter activity (+590.8%+72.5%, n ¼ 8,

P, 0.001, Figure 1H, lower panel), and mRNA levels

(+118.8%+20%, n ¼ 8, P, 0.01, Figure 1I, black bars). These

data were reinforced by our demonstration that the depletion of

parkin in mouse brain reduces PS1 expression (265.2%+22%,

n ¼ 4, P, 0.05, Figure 1J, see NPS1 in left panel and gray bars)

and mRNA levels (245.2%+8.7%, n ¼ 8, P, 0.05, Figure 1K,

gray bars) and enhances PS2 expression (+77.3%+23.7%, n ¼

4, P, 0.05, Figure 1J, see CPS2 in left panel and black bars) and

mRNAs levels (+89.6%+43.6%, n ¼ 6, P, 0.05, Figure 1K,

black bars).

Impact of parkin on presenilin-1 and 2-associated functions

We have examined whether parkin-mediated modulation of

PS1 and PS2 could induce functional consequences. In order to

directly assess the influence of parkin on PS1-associated

g-secretase, we used an in vitro assay with reconstituted mem-

branes that allows monitoring productions of Ab and its

C-terminal counterpart bAPP intracellular domain (AICD)

(Pardossi-Piquard and Checler, 2011) from an exogenous recom-

binant substrate (C100, see Supplementary Figure S3, box

Figure 2, panels A–F), thereby reflecting the activity/levels of

g-secretase only (Sevalle et al., 2009). Figure 2A and B shows

that the overexpression of parkin in TSM1 neurons (see parkin ex-

pression in Figure 1A) increases Ab (+59%+14%, n ¼ 9, P,

0.001, Figure 2A) and AICD (+25%+4%, n ¼ 6, P, 0.01,

Figure 2B) productions, while parkin gene depletion in immorta-

lized fibroblasts (see parkin expression in Figure 1G) decreases

both Ab (263%+5.5%, n ¼ 9, P, 0.001, Figure 2C) and AICD

(292%+14%, n ¼ 6, P, 0.001, Figure 2D). In order to avoid

any artifactual effect due to parkin depletion engineering or im-

mortalization process, we confirmed this data in another cell

system corresponding to primary MEFs (provided by Dr J. Shen)

in which parkin had been deleted (see parkin expression in

Supplementary Figure S3, box Figure 2). Indeed, we confirmed

that endogenous parkin depletion triggered decreases of both

Ab (264.2%+3.8%, n ¼ 9, P, 0.001, Figure 2E) and AICD

(246.5%+3.8%, n ¼ 9, P, 0.001, Figure 2F) productions.

Finally, in order to examine whether parkin-linked modulation

of PS could impact on their cell death associated functions, we

analyzed the influence of parkin on thapsigargin (TPS)-induced

reticular stress conditions by monitoring caspase-3 activity.

Three lines of independent data indicate that this paradigm can

be indeed considered a read out of PS function. First, both

parkin and PS (see PS expressions in HEK293 and MEF in

Supplementary Figure S3, box Figure 3, panels C, E and panel

D, respectively) interfere with TPS-induced caspase-3 activation.

Thus, the overexpression of parkin (Figure 3A, compare black

and white + bars) or PS1 (Figure 3C, compare black and white

bars labeled +) reduces TPS-stimulated caspase-3 activity,

while PS2 increases this activity (Figure 3C, compare black and

grey bars labeled +). Second, conversely, the depletion of

parkin (Figure 3B, compare black and white bars labeled +) or

PS1 (Figure 3D, compare black and white bars labeled +)

increases TPS-induced caspase-3 activation, while PS2 deficiency

reduces this activity (Figure 3D, compare black and light grey bars

labeled +). Interestingly, the depletion of both PS1 and PS2

mimics the phenotype observed with PS2 depletion only

(Figure 3D, compare black and dark grey bars labeled +),
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indicating, in agreement with our previous study (Alves da Costa

et al., 2002, 2006), that PS2 is dominant over PS1 for the control

of ER-stress-associated cell death. Third, we observed that transi-

ent expression of HA-parkin (see expression in Supplementary

Figure S3, box Figure 3, panel E) reverses PS2-associated en-

hancement of TPS-induced caspase-3 activation (251.4%+

18.9%, n ¼ 6, P, 0.001, Figure 3E, compare EV and Pk grey

bars), while it does not affect PS1-protective activity (Figure 3E,

compare EV and Pk white bars). The above set of data clearly indi-

cates that parkin-mediated control of PS1 and PS2 has functional

consequences for both PS1-associated g-secretase activity and

PS2-linked modulation of caspase-3 activity.

Parkin-mediated control of PS1 and PS2 is independent of its

ubiquitin-ligase activity

In order to assess whether parkin-mediated control of PS1 and

PS2 required its ubiquitin-ligase activity, we transiently trans-

fected various parkin cDNA-bearing mutations that either

abolish [C418R (418), C441R (441)] or preserve [K161N (161),

R256C (256)] parkin E3-ligase activity in dopaminergic SH-SY5Y

neuroblastoma cells (da Costa et al., 2009). We first confirmed

that transient overexpression of wild-type parkin (Figure 4A) upre-

gulates PS1 expression (+42.1%+4.5%, n ¼ 7, P, 0.05,

Figure 4B), mRNA levels (+151.9%+8.5%, n ¼ 6, P, 0.001,

Figure 4C), and PS1 promoter activity (+112%+28%, n ¼ 8,

P, 0.01, Figure 4E), and decreases PS2 expression (+26.1%+

7.1%, n ¼ 10, P, 0.05, Figure 4B), mRNA levels (267.6%+

16.6%, n ¼ 6, P, 0.01, Figure 4D), and promoter activity

(257.1%+13.1%, n ¼ 8, P, 0.01, Figure 4F). Interestingly, all

mutations abolish parkin-associated effects on PS1 and PS2 pro-

teins and mRNA levels and promoter activities (Figure 4A–F).

This set of data was reinforced by rescue experiments in which

parkin null fibroblasts were transiently transfected with either

wild-type or mutated parkin cDNA. As expected, wild-type

parkin increases or decreases PS1 or PS2 promoter activity, re-

spectively, while mutant parkin constructs were totally inactive

(Figure 4G and H). It is important to note that, in agreement

with the above-described data, the same parkin mutations fully

abolish caspase-3 activation and p53 repression in transiently

Figure 1 Parkin controls presenilins expression, promoter activity, and mRNA levels ex vivo and in mouse brains. (A–F) TSM1 neurons were

stably transfected with pcDNA3 (Mock) or human parkin cDNA (Pk) and then PS1 and PS2 expression (A and D), promoter activity (B and

E), and mRNA levels (C and F) were analyzed as described in Methods. The bars represent the means+SEM of 3–4 independent experiments

performed in duplicate and are expressed as percent of control mock-transfected cells. Actin was used as protein and mRNA loading control,

while b-galactosidase measurement was used to normalize luciferase-based promoter assays as described in Methods. (G– I) Wild-type (Pk+)

or parkin null (Pk2) immortalized mouse embryonic fibroblasts (MEF) were analyzed for PS1 and PS2 expressions (G), promoter activities (H),

and mRNA levels (I) as described in Methods. The bars represent the means+SEM of 3 or 4 independent experiments performed in duplicate

and are expressed as percent of control wild-type fibroblasts. ( J and K) PS1 and PS2 protein ( J) and mRNA (K) levels normalized in function of

actin protein and mRNA levels were determined in homogenates derived from wild-type (Pk+) and knockout (Pk2) mouse brains. The bars

represent the means+SEM of 4–8 brains. Expressions of proteins appearing in panels A, G, and J were measured and visualized as described

in Methods.
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transfected SH-SY5Y cells and fibroblasts and unlike wild-type

parkin, failed to rescue the defect of parkin-associated function

observed in parkin null fibroblasts (da Costa et al., 2009).

Overall, these data demonstrate that parkin-associated control

of PS1 and PS2 is not cell specific and is not artifactually

related to cell transformation or engineering and, more important-

ly, that this function remains independent of its ubiquitin-ligase

activity.

Parkin-mediated control of PS1 and PS2 involves neither p53 nor

PS1 and PS2 interplay

We have examined whether parkin-associated control of PS

transcription could be mediated by the tumor suppressor p53.

This hypothesis was based on several considerations. First,

several studies documented the ability of p53 to repress PS1 pro-

moter transactivation (Pastorcic and Das, 2000) and expression

(Roperch et al., 1998). Second, our previous study indicated

that parkin transcriptionally represses p53 (da Costa et al.,

2009). Third, the present data show that parkin increases PS1

expression and promoter transactivation (see Figure 1A, B, G

and H). Fourth, both parkin-mediated regulation of p53 and

PS1 remain independent of its ubiquitin-ligase activity (see

Figure 4A and B). It was, therefore, conceivable that parkin

could indirectly activate PS1 transcription via p53 repression.

This hypothesis was examined by comparing parkin cDNA transi-

ent transfection (parkin expression is shown in Supplementary

Figure S3, box Figure 5, panels A, C and panels B, D) in two cellu-

lar models in which the p19Arf-1 gene alone or in combination with

Figure 3 Parkin regulates presenilin-mediated control of cell death. (A–D) Determination of caspase-3 activity as described in Methods in TSM1

neurons stably overexpressing either an empty vector (Mock) or wild-type parkin (Pk) (A), in MEF cells invalidated (Pk2/2) or not (Pk+/+) for the

parkin gene (B), in HEK293 overexpressing an empty vector (Mock), wild-type PS1 (PS1wt), or wild-type PS2 (PS2wt) (C), and in wild-type MEF

cells (PS1+/+ PS2+/+) or MEF invalidated for the PSEN1 (PS12/2 PS2+/+), PSEN2 (PS1+/+ PS22/2), or for both PSEN1 and PSEN2 (PS12/2

PS22/2) genes (D). Cells were treated for 15 h with vehicle (DMSO, —) or with TPS (1 mM, +). The bars correspond to the means+SEM of 3

independent experiments performed in duplicate. (E) HEK293 overexpressing either PS1 or PS2was transiently transfected with a control empty

vector (EV) or wild-type parkin (Pk) cDNA and analyzed for caspase-3 activity at 24 h after transfection as described in Methods. The bars

express the percentage of control EV-transfected mock cells and are the means+SEM of 3 independent experiments performed in duplicate.

*P, 0.05, **P, 0.01, ***P, 0.001. Expression of PS1 and PS2 in HEK293 cells used in C and E is shown in Supplementary Figure S3 (see box

Figure 3, panels C, E). PS expression in cells invalidated for one or both PS appearing in D is shown in Supplementary Figure S3 (see box Figure

3, panel D). Expression of wild-type HA-parkin in E is shown in Supplementary Figure S3 (see box Figure 3, panel E).

Figure 2 Parkin regulates PS-dependent g-secretase activity. (A–F) In

vitro g-secretase-mediated production of Ab (A, C, and E) and AICD

(B, D, and F) by reconstituted membranes prepared from TSM1

neurons stably overexpressing parkin (A and B), immortalized (C

and D) or primary (E and F) MEFs invalidated for the parkin gene

were measured as described in Methods. Each panel contains a rep-

resentative gel and a histogram in which bars correspond to the

means+SEM of 3 independent experiments performed in duplicate

(B and D) and triplicate (A, C, E, and F). The absence of parkin in

immortalized MEFs is illustrated in Figure 1G and the lack of parkin

in primary MEFs is shown in Supplementary Figure S3 (see box

Figure 2, panels E, F). The expression of recombinant substrate

C100 is shown in Supplementary Figure S3 (see box Figure 2,

panels A–F).
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Figure 4 Parkin control presenilins independent of its ubiquitin-ligase activity. (A–D) SH-SY5Y human neuroblastoma cells were transiently

transfected with the indicated cDNAs (EV: empty pIRES2-EGFP vector, Pk: wild-type parkin, 441: C441R Pk mutation, 418: C418R Pk mutation,

161: K161N Pk mutation, and 256: R256C Pk mutation) alone (A–D) or in conjunction with a mix of PS1 (E) or PS2 (F) promoter/b-galactosidase

constructs. Twenty-four hours after transfection, cells were harvested and examined for human PS1 protein (B) and mRNA (C) expressions or

promoter activation (E) or PS2 protein (B) and mRNA (D) expressions or promoter activation (F) as described in Methods. Expression of parkin in

A reflects its expression levels in experiments presented in B–D. We measured GFP expression in order to assess that similar transfection ef-

ficiencies were achieved. Note that parkin variation in expression is thus to be accounted for variable metabolic stability as already documented

by da Costa et al. (2009) and not due to variable transfection efficiencies. The bars are expressed as percent of control EV-transfected cells and

represent the means+SEM of 3–4 independent experiments performed in duplicate. (G and H) Parkin null fibroblasts were transiently trans-

fected with the indicated wild-type or mutated parkin cDNA in combination with a mix of PS1 (G) or PS2 (H) promoter/b-galactosidase con-

structs and then luciferase activity was measured as described in Methods. *P, 0.05, **P, 0.01, ***P, 0.001.

Figure 5 Parkin-mediated control of presenilins is independent of p53 and is not affected by PS1 and PS2 functional interplay. (A–D) p19Arf2/2

and p19Arf2/2p532/2 fibroblasts were transiently transfected with an empty vector (EV) or with wild-type parkin (Pk) cDNAs with (A and C) or

without (B and D) corresponding PS-luciferase promoter construct. Twenty-four hours after transfection the cells were examined for PS1 (A) and

PS2 (C) promoter activities and PS1 (B) and PS2 (D) mRNA levels as described in Methods. The bars are expressed as percent of control

EV-transfected p19Arf2/2 cells and are the means+SEM of 3 independent experiments performed in duplicate or triplicate. *P, 0.05,

**P, 0.01, ***P, 0.001; ns, not statistically significant. (E–G) MEF invalidated for either PSEN2 (PS22/2) or PSEN1 (PS12/2) genes were

transiently transfected with a control empty vector (EV, 2) or wild-type parkin (Pk, +) and then analyzed for their endogenous PS1 (grey

bars) and PS2 (black bars) protein expressions (E and F) and mRNA levels (G) as described in Methods. The bars represent the means+

SEM of 3 independent experiments performed in duplicate. *P, 0.05, **P, 0.01. (H) MEF cells invalidated for both PSEN2 and PSEN1

genes (PS12/2PS22/2) were transiently co-transfected with a control empty vector (EV, 2) or wild-type parkin (+) together with PS1 (grey

bars) or PS2 (black bars) promoter/b-galactosidase cDNA constructs and analyzed for their luciferase activities as described in Methods.

The bars represent the means+SEM of 3 independent experiments performed in duplicate. **P, 0.01, ***P, 0.001. The characterization

of p53 null cells used in A–D is shown in Supplementary Figure S3 (see box Figure 5, panels A–D). Parkin expression in promoter (A and

C) or mRNA (B and D) analyses are shown in Supplementary Figure S3 (see box Figure 5, middle and lower panels).
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the p53 gene p19Arf-1p532/2 (see p53 expression in

Supplementary Figure S3, box Figure 5, panels A–D) had been

invalidated (Kamijo et al., 1997). First, we confirm that the

absence of endogenous p53 increases PS1 promoter activity

and mRNA levels (compare EV bars in p19Arf-12/2 and

p19Arf-12/2p532/2 in Figure 5A and B). In p19Arf-12/2, parkin

clearly increases PS1 promoter activity and mRNA levels

(Figure 5A and B, compare EV and Pk bars) and reduces PS2 tran-

scription and mRNA levels (Figure 5C and D, compare EV and Pk

bars). Interestingly, parkin still increases PS1 promoter transacti-

vation (+63.8%+13.7%, n ¼ 9, P, 0.001, Figure 5A) and

mRNA levels (+135.8%+23%, n ¼ 6, P, 0.001, Figure 5B) in

p19Arf-12/2p532/2 fibroblasts, while parkin-mediated reduction

of PS2 promoter activity (252.9%+11.5%, n ¼ 9, P, 0.01,

Figure 5C) and mRNA levels (255.7%+25.7%, n ¼ 6, P,

0.05, Figure 5D) still occurs in p53-depleted fibroblasts. This set

of data allowed us to conclude that parkin-mediated control of

PS transactivation remains independent of p53.

The regulation of PS1 and PS2 by parkin could have been com-

plicated by the intimate cross-talk between PS1 and PS2. Thus,

we and others (Alves da Costa et al., 2002, 2006; Kang et al.,

2005) demonstrated that PS1 could control the expression of

PS2 and vice versa as confirmed in Figure 5E (compare CPS1

and CPS2 expressions in PS22/2 and PS12/2 cells, respectively).

This led us to compare the ability of parkin to control the tran-

scription of PS1 or PS2 in cells lacking its congener (see PS

expressions in Supplementary Figure S3, box Figure 3, panel D).

Clearly, parkin overexpression (Figure 5E, bottom panel) still

upregulates endogenous PS1 expression (+47.6%+16.4%,

n ¼ 6, P, 0.05, compare grey bars in Figure 5F) and mRNA

levels (+56.2%+15.8%, n ¼ 6, P, 0.01, compare grey bars in

Figure 5G) in PS22/2 cells, while it decreases endogenous PS2

protein (227.5%+7.7, n ¼ 6, P, 0.05, compare black bars in

Figure 5F) and mRNA (251.1%+8.2%, n ¼ 6, P, 0.01,

compare black bars in Figure 5G) levels in PS12/2 fibroblasts.

Furthermore, transient co-transfection of PS1 or PS2 promoters

with parkin cDNA (see parkin expression in Figure 5H, upper

panel) still increases PS1 promoter activity (+169.4%+32.1%,

n ¼ 6, P, 0.01, Figure 5H, grey bars) and reduces PS2 promoter

activity (244.3%+5.3%, n ¼ 6, P, 0.001, Figure 5H, black

bars) in fibroblasts lacking both PS1 and PS2. The overall set of

data indicates that the protective phenotype of parkin could

indeed be mediated by a p53-independent control of PS1 and

PS2, and does not involve PS1/PS2 functional interplay.

PS1 and PS2 are parkin transcriptional targets

Since parkin-mediated control of PS transactivation was unre-

lated to its ubiquitin ligase activity and independent of p53,

this led us to envision PS1 and PS2 as putative new parkin tran-

scriptional targets. We have delineated the promoter region

where parkin could have bound to PS promoters. The deletion

of a 2297/211 nucleotide-long fragment in the 5′ region of

the PS1 promoter abolishes parkin-mediated promoter activation

(compare constructs 1 and 2 in Figure 6A), while the removal of

the +353/+590 region of PS2 promoter fully abolishes the

inhibitory effect of parkin on PS2 promoter transactivation

(compare constructs 7 and 8 in Figure 6B). Chromatin immunopre-

cipitation assays (ChIP) performed with specific primers covering

the promoter regions identified above demonstrate the physical

interaction of parkin with PS promoters. Thus, the immunopreci-

pitation of parkin yields specific amplification products with both

PS1 and PS2 primers that are drastically enhanced in parkin over-

expression conditions (compare IP lanes in Pk and EV conditions

in Figure 6C). Of most importance, ChIP analyses indicate that the

PCR product of IPed material obtained with PS1 and PS2 primers

in wild-type fibroblasts was not amplified in parkin null fibroblasts

(Figure 6D). Altogether, this indicates that both endogenous and

overexpressed parkin physically interact with PS1 and PS2

promoters.

Identification of a parkin consensus binding sequence

By means of an in silico approach, we have identified a

common GCCGGAG heptamer motif in PS1, PS2, and p53 pro-

moter sequences (Figure 7A). Interestingly, this putative consen-

sus sequence was exactly located in the identified regions

involved in parkin-induced promoter modulations (see Figure 6A

and B and da Costa et al., 2009) and in the PS1, PS2, and p53

PCR products of amplification detected in ChIP experiments

described in Figure 6C and D and in da Costa et al. (2009). In

order to validate the functionality of this consensus sequence,

we have deleted it from PS1, PS2, and p53 full-length promoter

sequences. Of most interest, the ablation of this sequence

in p53 (Figure 7B), PS1 (Figure 7C), and PS2 (Figure 7D) complete-

ly abolishes parkin-mediated transcriptional regulation of

these promoters (Figure 7B–D) (see parkin expression in

Supplementary Figure S3, box Figure 7, panels B–D).

In order to substantiate the validity of this consensus se-

quence, we have produced recombinant wild-type and mutated

parkin (see parkin expressions in Supplementary Figure S3, box

Figure 7, panels E–I) and examined their ability to bind biotiny-

lated probes corresponding to PS1 and PS2 sequences encom-

passing this consensus domain. Wild-type recombinant parkin

interacts with both PS1 and PS2 probes (Figure 7E and F). This la-

beling was fully abolished by excess of specific probe (lanes s in

Figure 7E and F) but was not competed by an excess of unspecific

probe (lanes ns in Figure 7E and F). Interestingly, recombinant

mutant parkins were unable to interact with both PS1 and PS2

sequences (Figure 7E and F). Finally, the interaction of recombin-

ant parkin with PS1, PS2, and p53 probes in which the consensus

sequence had been mutated was drastically reduced, though not

fully abolished (Figure 7G–I, compare ct and ct mut lanes).

Overall, these data clearly identify a putative consensus parkin-

binding sequence that likely underlies its transcriptional activity.

Parkin controls PS promoter modulation via its RING1-IBR-RING2

domain

We have previously established that parkin physically interacts

with p53 via its RING1 domain (da Costa et al., 2009). We, there-

fore, assessed the contribution of the RING1-IBR-RING2 domain of

parkin that has been suggested as a putative transactivation

domain (Morett and Bork, 1999). Interestingly, these domains

expressed alone or as multidomain constructs activate PS1 pro-

moter and reduce PS2 promoter transactivation (Supplementary

Figure S2A and B). Although these domains were all found active

on PS promoters, it should be noted that the most potent

constructs encode IBR and RING2 and that the IBR-RING2 construct

appeared to be the most potent modulator of both PS1 and
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PS2 promoter transactivation. Overall, this indicates that

parkin-associated modulation of PS1 and PS2 promoters requires

a multidomain centered around its RING1-IBR-RING2 as it was

described for parkin-p53 interaction (da Costa et al., 2009).

Discussion

The canonical function of parkin has been established as a ubi-

quitin ligase and several studies supported the idea that a loss of

function of parkin could be tightly linked to an accumulation of

potentially toxic proteins due to a malfunction of the proteasomal

machinery (Corti et al., 2011). Besides this degradation-oriented

function, contributions of parkin in the control of various

cell signaling pathways via protein mono-ubiquitylation have

also been delineated (Corti et al., 2011). Thus, parkin can

modulate the PI(3)-kinase-Akt-dependent EGF signaling via the

mono-ubiquitylation of the endocytic adaptor protein Eps-15

(Fallon et al., 2006); parkin mediates Pick-1 mono-ubiquitylation,

thereby abrogating Pick-1-linked control acid-sensing channels (Joch

et al., 2007) and parkin-associated multi mono-ubiquitinylation

of the chaperone protein Hsp70 accounts for the repression of

c-Jun NH2-terminal kinase signaling cascade (Liu et al., 2008).

Besides its involvement in protein degradation and cell signaling,

parkin could also contribute to additional functions. Thus, parkin

regulates the gene expression of several proteins, including

CHK, EIF4EBP1, GADD45A, and PTPN-5 (Unschuld et al., 2006),

represses monoamine oxydases A and B expressions in dopamin-

ergic neuroblastoma cells (Jiang et al., 2006), and enhances tran-

scription and replication of mitochondrial DNA (Kuroda et al.,

2006). Furthermore, drosophila parkin reduces JNK signaling via

the decrease of bsk transcription (Hwang et al., 2010).

However, the delineation of the mechanistic aspects accounting

for parkin-mediated control of gene expression remained

unclear, and one could postulate either a direct role of parkin

as transcriptional modulator of promoter transactivation or alter-

natively, an indirect ligase-dependent or independent effect due

to the protein fate control of cellular intermediate transcription

factors regulating the expression of the above-cited genes.

We recently established a totally novel ubiquitin-ligase inde-

pendent function of parkin as a transcriptional factor (da Costa

et al., 2009). This study identified the pro-apoptotic tumor

suppressor p53 as the first transcriptional target of parkin.

Thus, we showed that parkin downregulates p53 protein levels

Figure 6 Parkin interacts with the human PS1 and PS2 promoters. (A and B, upper panels) Representation of the 5′ end deletion constructs of

the human PS1 (A) and PS2 (B) promoter regions. (A and B, lower panels) PS promoter transactivation in HEK293 cells. The indicated PS

promoter-luciferase constructs (numbered as in upper panel) were co-transfected with the b-galactosidase reporter gene and either empty

vector or wild-type parkin (lanes +) cDNA. The bars represent the means+SEM of 3 independent experiments performed in triplicate.

*P, 0.05, ***P, 0.001; ns, not statistically significant. (C) ChIP analyses of the interaction of parkin with the human PS1 and PS2 promoter

in HEK293 cells stably overexpressing either the empty vector (EV) or wild-type parkin (Pk). (D) ChIP analyses of the interaction of endogenous

parkin with the human PS1 and PS2 promoter in wild-type (Pk+) and parkin null (Pk2) fibroblasts. Agarose gels in C and D represent PCR

products obtained with the PCR primers covering the -297/-11 region of the human PS1 promoter or the +353/+590 region of the human

PS2 promoter. IP lanes represent immunoprecipitations with specific parkin antibodies (note that Mab5512 specifically immunoprecipitate a

band corresponding to parkin in wild-type but not in null fibroblasts, D, upper panel); Inp lanes represent the DNA inputs in the indicated

cells. Ct lanes represent ChIP with non-correlated antibodies (IgG control). Std lanes represent PCR products of human PS1 and PS2 promoter

constructs.
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and activity, and we established that wild-type but not mutants

(either ligase-defective or not) of parkin physically interacts

with p53 via its Ring1 domain and thereby, acted as a direct

genuine transcriptional repressor of p53 (da Costa et al., 2009).

These data highlighted the fact that the transcription factor func-

tion of parkin could be at the origin of several of its phenotypes

yet to be mechanistically unraveled.

It had been described that parkin could interfere with Ab regula-

tion, the culprit of AD pathology, but themechanismof suchmodu-

lation remained unknown (Burns et al., 2009). Ab derives from

the proteolytic cleavage of a transmembrane precursor protein

(b-amyloid precursor protein) by the two proteases b- and

g-secretases, which act sequentially (Checler, 1995). PS1 has

been characterized as the catalytic core of a high-molecular-weight

complex bearing g-secretase activity responsible for productions

of Ab and its C-terminal counterpart AICD (Wolfe et al., 1999).

Interestingly, it has been reported that PS1 transcriptional regula-

tion indeed influences g-secretase activity (Lee and Das, 2010).

Here we document PS1 and PS2 as novel transcriptional targets

of parkin. This demonstration stands in four lines of independent

data. First, both endogenous and overexpressed parkin increase/

reduce PS1/PS2 promoter transactivation and protein and mRNA

expression in distinct cell types including neurons, ex vivo as well

as in vivo, in mouse brains. Second, parkin-mediated control of

PS1/2 transcription is abolished by mutations inactivating or

not its ligase activity, a feature reminiscent of that observed for

well-characterized parkin-mediated control of p53 transcription

(da Costa et al., 2009). Third, ChIP analyses demonstrate that en-

dogenous and overexpressed parkin physically interacts with PS1

and PS2 promoters. Fourth, electrophoretic mobility shift assays

(EMSA) demonstrated that recombinant wild-type but not

mutated parkin physically interacts with probes covering the pro-

moter domains of PS1 and PS2 involved in parkin-mediated tran-

scriptional modulation.

It is of importance to underline that we have shown that parkin-

mediated control of PS1 and PS2 has functional consequences.

Thus, parkin enhances PS1-associated g-secretase-mediated pro-

ductions of Ab. Ab production/secretion could be affected by

several paradigms, including the cellular levels of its precursor

bAPP (b-amyloid precursor protein), the regulation of its secre-

tion within the constitutive secretory pathway, and the overall ac-

tivity of the g-secretase complex that is mainly driven by PS1

expression levels (Takasugi et al., 2003). It was, therefore, im-

portant to analyze the effect of parkin on PS1-mediated

g-secretase by means of an in vitro assay based on monitoring

Ab and AICD productions from an exogenous recombinant sub-

strate. Our data show that parkin transcriptional regulation of

PS1 directly impacts on g-secretase activity and by consequence,

on the production of Ab and AICD. Our study also demonstrates

that parkin-mediated control of PS2 promoter transactivation

influences its caspase-3 associated control of cell death

(Alves da Costa et al., 2002).

An important aspect of our study concerns the fact that

parkin-associated control of both PS1 and PS2 promoter transac-

tivation remains p53 independent. This is interesting because

p53, which behaves as a parkin transcriptional target (da Costa

et al., 2009), can modulate the expression of several members

of the g-secretase complex (Dunys et al., 2009; Checler et al.,

2010) as well as caspase-3-dependent cell death (Cregan et al.,

1999). Therefore, our study suggests that parkin can influence

Figure 7 Parkin-related consensus binding sequence and functional analysis. (A) Alignment of the functional promoter region targeted by

parkin and validated by ChIP analyses for PS1, PS2 (see Figure 6), and p53 (see da Costa et al., 2009) reveals a putative consensus parkin

binding sequence (underlined). (B–D) The indicated wild-type (wtp53, wtPS1, wtPS2) and mutated (Dp53, D-PS1, D-PS2) p53, PS1, and

PS2 promoter-luciferase constructs were co-transfected with the b-galactosidase reporter gene and either empty vector (EV) or wild-type

parkin (Pk) cDNAs. The bars represent the means+SEM of 3 independent experiments performed in quintuplicate. *P, 0.05; ns, not statis-

tically significant. (E– I) EMSA analyses of the interaction of wild-type (Pkwt) or mutated recombinant parkin (Pk161 or Pk441) with wild-type

(ct) or mutated (ct mut) probes encompassing the consensus sequence shown in A. Experiments were carried out as described in Methods in

the absence or in the presence of an excess of either specific (s) or non specific (ns) cold probes and analyzed as described in Methods. fp, free

probes. Parkin transient expression representative of Figure 7B–D is shown in Supplementary Figure S3 (see box Figure 7, left panel). The char-

acterization of recombinant wild-type and mutated parkin used in Figure 7E– I is shown in Supplementary Figure S3 (see box Figure 7, right

panel).
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Ab production either by acting directly on the PS1 promoter or by

indirectly controlling g-secretase by a p53-dependent mechan-

ism. On the other hand, parkin-mediated control of cell death

can occur by directly repressing PS2 (present study) or by down-

regulating p53 (Alves da Costa et al., 2002). The multiplicity of

parkin-driven pathways likely allows cells to face distinct situa-

tions and adapt its response according to the cellular insults.

Is parkin-mediated modulation of PS1 potentially important in

AD context? It has been documented that parkin-like immunor-

eactivity co-localizes with Ab-related vascular lesions in

AD-affected brains (Witte et al., 2009). Furthermore, in sporadic

AD, there is little evidence of enhanced production of Ab but it

is rather admitted that Ab degradation could be impaired at

late stages of the disease. Accordingly, parkin can trigger ubiqui-

tinylation and degradation of intracellular Ab42 (Burns et al.,

2009; Rosen et al., 2010). This could appear paradoxical

with respect to our demonstration that parkin upregulates

PS1-dependent g-secretase activity. However, it should be

kept in mind that AICD, the production of which derives from

PS1-dependent g-secretase activity (Passer et al., 2000;

Pardossi-Piquard and Checler, 2011), could contribute to the

pathology by enhancing the transcription of GSK3b (Ryan and

Pimplikar, 2005), neprilysin (Pardossi-Piquard et al., 2005;

2006; Belyaev et al., 2009), and p53 (Alves da Costa et al.,

2006; Ozaki et al., 2006), thereby triggering Tau hyperphosphor-

ylation (Sergeant et al., 2008; Iqbal et al., 2010; Medina and

Avila, 2010), augmentation of Ab42/40 ratio (Kuperstein et al.,

2010), and p53-dependent cell death (Kitamura et al., 1997;

Garcia-Ospina et al., 2003; Ohyagi, 2008), which are all enhanced

in AD pathology. Therefore, it is tempting to speculate that the in-

crease of parkin expression in sporadic AD (Witte et al., 2009) and

its mediated enhancement of g-secretase activity (present study)

could potentially contribute, at least in part, to AD neurodegen-

erative process. One should not, however, rule out the possibility

that parkin-mediated enhancement of PS1 activity could influence

the processing of many of its documented substrates (De

Strooper and Annaert, 2010) that, besides bAPP, could contribute

to either AD-related or unrelated functions.

Our study has two other fundamental implications besides the

fact that it strengthens our initial description of a role of transcrip-

tion factor for parkin (da Costa et al., 2009; da Costa and Checler,

2010) by identifying two novels targets. First, it shows that parkin

could act either as a transcriptional activator or as a repressor.

Such a duality has been previously reported for other transcription

factors such as p53 (Rinn and Huarte, 2011) and might be due to

motif context, competition with other actors of the transcriptional

machinery, or recruitment of chromatin repressor and/or activator

factors (Rinn and Huarte, 2011). Putative additional co-factors or

above-described altered mechanisms have yet to be identified for

parkin-associated transcriptional function. It remains that this dif-

ferential effect as a repressor of two pro-apoptotic proteins (i.e.

p53 and PS2) and as an activator of a protective effector (PS1)

also suggests a coordinated function of parkin in the modulation

of cellular cell death. This cellular mechanism of control could com-

plete in an additive or synergistic manner, the ligase-dependent

function of parkin in the control of the fate of other negative mod-

ulators of cell death. Second, in support of the previous point, we

have delineated a common GCCGGAG heptamer motif in the pro-

moters of PS1, PS2, and p53, the deletion of which abolishes

parkin-mediated promoter transactivation.

It should be noted here that the heptamer sequence

described above likely does not account for the whole struc-

tural features underlying parkin-associated transcriptional

function. Thus, although wild-type but not mutated recombin-

ant parkin physically interact with probes bearing this hepta-

mer domain, wild-type (but not mutated) parkin also

interacts, although with a drastically reduced efficiency, with

identical probes in which the heptamer sequence had been

mutated. This could mean that either the identified heptamer

is part, but not all, of the consensus sequence or additional

co-factors present in cells and organisms contribute to the

modulation of the affinity of parkin for this sequence. The

latter hypothesis is likely, since it would be difficult to envision

that both activation and repression effects of parkin are due to

the sole interaction with this unique domain without associated

modulators. Accordingly, it should be emphasized that the

RING1-IBR-RING2 domain of parkin responsible for PS transcrip-

tional modulation is apparently wider than the sole RING1

domain sufficient to mediate parkin-associated repression of

p53 (da Costa et al., 2009). The above set of data underlies

the potential ‘plasticity’ in the structural requirements for

parkin transcriptional function and that such a duality may

depend upon the cellular context and molecular environment

ultimately conditioning its phenotype. This also likely explains

why mutations located outside the RING1-IBR-RING2 domain

abolish parkin-mediated control of PS promoter transactivation.

Overall, our work should allows the identification of novel tran-

scriptional targets of parkin that would explain some of its

known functions mechanistically yet unsolved or unravel add-

itional putative cell-specific functions.

Materials and methods

Promoter activity assays and mapping of parkin functional

domain

p53, PS1, and PS2 promoter-luciferase constructs have been pre-

viously described (Bienz-Tadmor et al., 1985; Mitsuda et al., 1997;

Ounallah-Saad et al., 2009). Promoter constructs deleted of the

parkinpotential binding site aswell as PS1promoter truncation con-

structs havebeenobtainedasdescribedabove. Promoter-luciferase

activities were measured after co-transfection of 0.5–1 mg of the

above cDNAs and 0.2–0.5 mg of b-galactosidase cDNA in order to

normalize transfection efficiencies. For the experiences concerning

the mapping of parkin domain involved in presenilins promoter

regulation, we have co-transfected SH-SY5Y cells with 1 mg

of the full-length PS promoter-luciferase constructs, 0.5 mg of

the b-galactosidase, and 1 mg of either full-length or distinct

HA-taggedparkindeletedconstructs corresponding to its previously

describedRing1, IBR, andRing2domains. The truncatedHA-tagged

parkin constructs have been graciously provided by Dr T. Dawson

and have been described in Chung et al. (2001).

Caspase-3 activity measurements

Cells were grown in 6-well plates and incubated without or with

TPS (1 mM) for 15 h. Caspase-3-like enzymatic activity was
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measured fluorimetrically by means of a microtiter plate reader

(Labsystems, Fisher Bioblock Scientific) as extensively detailed

(Alves da Costa et al., 2000).

In vitro g-secretase assay

The production of the C100-Flag fragment, the preparation of

the ‘solubilized’ membranes fraction, and the in vitro g-secretase

assay were described in detail in a previous study (Sevalle et al.,

2009). Briefly, ‘solubilized membranes’ (5 ml) from TSM1 neurons

expressing empty vector or wild-type HA-tagged parkin or from

wild-type and parkin-deleted fibroblasts, diluted in sodium

citrate buffer, were incubated with 10 ml of reaction buffer con-

taining recombinant C100-Flag (50 mg/ml). The 20 ml resulting re-

action mixes were incubated over constant agitation for 16 h at

378C. Samples were then supplemented with 2× Tris–Tricine

loading buffer, boiled for 5 min, and subjected to western blot

using 16% SDS-PAGE Tris–Tricine gel and then Ab and AICD

were analyzed with antibodies described below.

Western blot analysis

Parkin knockout murine brains have been recently described

(Goldberg et al., 2003). Cellular and mouse brain extracted

proteins (50 mg) were separated on 12% SDS-PAGE gels and

wet-transferred to Hybond-C (Amersham Life Science) mem-

branes. Immunoblotting was performed by means of either

anti-N-terminal PS1 and anti-PS2 loop antibodies (a gracious

gift of Dr G. Thinakaran) or anti-PS1 (Ab111) and anti-PS2

(Ab333) antibodies (provided by Drs Araki and Tabira), mouse

monoclonal anti-parkin (MAB5512, Chemicon), and anti-actin

antibodies (Sigma). For Ab detection, we used the 6E10monoclo-

nal antibody (AbCam) at a 1/1000 dilution. AICD immunoreactiv-

ity was analyzed by using the anti-FLAG M2 monoclonal antibody

(Sigma) at a 1/1000 dilution. Protein immunoreactivities were

revealed with either an anti-rabbit peroxidase or an anti-mouse

peroxidase (Jackson Immunoresearch) by the electrochemolumi-

nescence method (Roche Diagnostics S.A.S). Chemiluminescence

was recorded using a luminescence image analyzer LAS-3000

(Raytest), and quantification of images was performed using the

FUJI FILM Multi Gauge/AIDA image analyzer software.

Primary cultured neurons

Primary neuron cultures were prepared from gestational day 14

fetal of C57BL/6 fetuses (Charles Rivers) by a slightly modified pro-

cedure of Vincent et al. (1996). Briefly, brain hemispheres were

placed in the plating Neurobasal media (Life Technologies) supple-

mented with 2%B-27, 0.5 mM L-glutamine, and 50 U/ml penicillin/

streptomycin and dissociated by mechanical trituration. Cells were

centrifuged at 200× g for 5 min and resuspended in the plating

media. Three million cells were plated on 6-well plates coated

with poly-L-ornithine and were maintained in the plating media at

378C in a 7% CO2 humidified incubator. The growth medium was

refreshed once every third day. After ten days, cells were trans-

fected by means of the lipofectamine 2000 reagent according to

manufacturer conditions, and 48 h post transfection, the cells

were harvested according to the follow-up procedure of analysis.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the PRISM software

(GraphPad Software, San Diego, CA) by using either the

Student t-test or Newmann-Keuls multiple comparison tests for

one-way analysis of variance.

Supplementary material

Supplementary material is available at Journal of Molecular Cell

Biology online.
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Supplementary Methods 

 

Cells and transfections 

Telencephalon specific mouse 1 (TSM1), MEF, human embryonic kidney 293 (HEK293) and SH‐SY5Y human neuroblastoma cells were 

cultured in 5% CO2,  in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum containing penicillin (100 U/ml) and streptomycin (50 µg/ml). Stable 

transfection  of  TSM1  neurons  expressing  empty  vector  or  wild‐type  HA‐tagged  parkin  was  carried  out  as  described
1
.  Immortalized  MEF 

invalidated for the presenilins, parkin, p53 and p53/p19
arf
 genes have been graciously given by Drs B. de Strooper, T. Dawson, and M. Roussel, 

respectively.  Transient  transfection  of  SH‐SY5Y  and HEK293 were  carried  by means  of  either  lipofectamine  2000  (Invitrogen)  or  jet  PRIME 

(Polyplus‐transfection)  reagent  according  to  the  manufacturer’s  instructions  while  parkin,  p19
Arf‐1‐/‐

,  p19
Arf‐1‐/‐

p53
‐/‐
  fibroblasts

2 
were 

transfected by means of Nucleofactor
TM
 kit (Amaxa Biosystems) as previously described

3
.  

 

Constructs and mutagenesis 

The cDNA of human parkin has been PCR‐amplified using the hPark2wt forward and reverse primers (see Supplementary Table S1) and 

cloned between the NheI and BglII site in the pIRES2‐EGFP‐NEO vector (Clontech). A site‐directed mutagenesis kit (QuickChange II, Stratagene) 

was  used  according  to  the manufacturer’s  instructions  to  convert  the wild‐type  cDNA of  parkin  into  the  distinct mutated  forms  of  parkin 

responsible  for genetic PD. The  full  length and the 5’end deletion of hPS2 promoter‐luciferase constructs have been described previously
4
. 

Based  on  the  previously  described  and  available  hPS1  full‐length  promoter‐luciferase  construct
5
,  we  have  obtained  four  5’end‐truncated 

promoter‐luciferase constructs according to the following strategy. The full length hPS1 promoter‐luciferase construct was used as a template 

in a PCR reaction to amplify, with primers described in Supplementary Table S1, promoter fragments of 308, 624, 967 and 1269 nucleotides. 

These  fragments were digested with NheI  and HinDIII  then  subcloned  in  the pGL3 basic  vector  (Promega). Deletion of  the putative parkin 

binding  site  of  human  p53,  PS1  and  PS2  promoters  have  been made  using  the  Stratagene  site‐directed mutagenesis  kit,  according  to  the 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manufacturer’s instructions. The C100‐Flag‐PET29c construct has already been described
6
. All the constructs were verified by sequencing. All 

the primers are shown in Supplementary Table S1. 

Real‐time PCR 

Total RNA from cells and mouse brains was respectively extracted using the Nucleospin RNA II kit and RNeasy Lipid Tissue kit following 

the  instructions of manufacturer  (Macherey‐Nagel GmbH & Co. and Qiagen). After  treatment with DNase  I,  total RNA (2 µg) were reverse‐

transcribed with AMV‐transcriptase (Promega) using oligo‐dT priming. Real‐time PCR were performed in the Light Cycler 480 (Roche) or Rotor‐

Gene6000  (Qiagen), using  the SYBR Green detection protocol  recommended by  the manufacturer. Specific‐gene primers were designed by 

means of the Universal Probe Library Assay Design Center software (Roche Applied Science). Relative expression levels of mouse and human 

PS1 and PS2 genes were normalized for RNA concentrations with mouse γ‐actin and human GAPDH genes. All  the primers are described  in 

Supplementary Table S2. 

 

EMSA 

EMSA was performed by means of a commercial gel shift chemiluminescent kit provided by Actif  Motif. In brief, purified wild‐type and 

mutated recombinant (200 ng) parkin obtained as described in 
7
 were incubated in binding buffer (20% glycerol, 5 mM MgCl2, 2.5 mM EDTA, 

2.5  mM  DTT,  250  mM  NaCl,  50  mM  Tris‐HCl,  pH  7.5)  at  21°C  for  20  min  with  20  fmol  of  distinct  double  stranded  5’biotin  end‐labeled 

oligonucleotides (Eurogentec, Supplementary Table S3) bearing or not the putative parkin consensus motif. Complexes are then resolved by 

eletroctrophoresis on a 6% native polyacrylamide gel at 4°C, transferred to a positively charged nylon membrane (Thermo Scientific), cross‐

linked (UV‐light cross‐linker equipped with a 254 nm bulb) and revealed by means of streptavidin conjugated to horseradish peroxidase (HRP) 

and  a  chemiluminescent  substrate. When  indicated  a  5 min  pre‐incubation with  an  excess  (4  pmol)  of  unlabeled  specific  and  non‐related 

control DNA before adding the biotin‐labeled probes was performed to confirm specific DNA‐protein interaction. 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ChIP 

ChIP assay was performed according to ChIP‐IT
TM
 kit’s  instructions  (Active Motif). Briefly,  to prepare chromatin  from either HEK293 

(mock‐transfected or stably overexpressing parkin) or MEFs (control and parkin null) cells were seeded in three 150 mm dishes and allowed to 

reach 70%‐80% confluence. Cells were  fixed with  formaldehyde and processed  for  chromatin preparation according  to  the manufacturer’s 

recommendations.  DNA  obtained  was  digested  with  the  shearing  enzyme  provided  in  the  kit  as  recommended  by  the  supplier,  yielding 

chromatin  fragments  of  about  200‐500  bp  in  size.  Each  immunoprecipitation  was  performed  on  50  µl  of  chromatin  in  the  ChIP 

immunoprecipitation buffer supplied, with 2 µg of anti‐parkin primary antibody (MAB5512, Chemicon International, Inc., characterized in 
8
) or 

irrelevant  antibodies  (IgG)  as  negative  controls.  Immune  complexes  were  incubated  (1.5  h,  4°C)  with  100  µl  of  a  solution  of  protein  G‐

Sepharose.  After  elution  of  the  immune  complexes,  cross‐links  were  reversed  and  RNA  digested  using  RNase  (100  µg/ml).  To  eliminate 

proteins,  proteinase  K  (100 µg/ml)  was  added  and  the  samples  were  incubated  for  2  h  at  42°C.  DNA  was  purified  on  columns  and  PCR 

amplifications were performed using specific primers for the ‐297/+18 bp region of the human PS1 promoter (forward: 5’‐GGT‐ACC‐CTA‐AAG‐

AAA‐TGA‐CAG‐GTG‐TTA‐AAT‐TTA‐GGA‐TGG‐CC‐3’; reverse: 5’‐CCG‐AGA‐ACC‐CTC‐ACC‐GTT‐GTC‐GTC‐3’), specific primers for the +423/+632 bp 

region  of  the  human  PS2  promoter  (forward:  5’‐GCG‐CGA‐GCG‐GTT‐AAA‐GGG‐CC  ‐3’;  reverse  5’‐GCC‐CTG‐CCC‐CTC‐ACG‐TGC‐3’),  specific 

primers for the ‐556/‐358 bp region of the mouse PS1 promoter (if +1 corresponds to the transcription start of PS1, forward: 5’‐CCT‐AGA‐GAG‐

GCC‐TCA‐GGT‐CGC‐G‐3’; reverse: 5’‐CAC‐GGA‐GCA‐GGT‐CGT‐CCT‐AGG‐CC‐3’) and specific primers for the +86/+384 bp region of the   mouse 

PS2 promoter (if we use as +1 the transcription start site of the transcript variant 2) (forward: 5’‐GAG‐GGC‐GGG‐GGC‐TGG‐GTG‐TG‐3’; reverse: 

5’‐CAC‐CCG‐GAC‐GCG‐GCC‐AGA‐GG‐3’). 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Name Sequence Comments 

hPark2wt forward 5'- CTA GCT AGC CAC CAT GAT AGT GTT TGT CAG G -3' contain a NheI site and a Kosak sequence 

hPark2wt reverse 5'- GAA GAT CTC TAC ACG TCG AAC CAG TGG -3' contain a stop codon and a BglII site  

hPark2K161N forward 5'- GAG TGC AGC CGG GAA A(T)C TCA GGG TAC AGT GC -3' domain SH2-like
9
. 

hPark2K161N reverse 5'- GCA CTG TAC CCT GAG (A)TT TCC CGG CTG CAC TC -3'  

hPark2R256C forward 5'-CCA GTG CAA CTC C(T)G CCA CGT GAT TTG C-3'  domain R1
9
. 

hPark2R256C reverse 5'-GCA AAT CAC GTG GC(A) GGA GTT GCA CTG G-3'  

hPark2C418R forward 5'- CCA CCA AGC CC(C) GTC CCC GCT GCC ATG -3' domain R2
10

. 

hPark2C418R reverse 5'- CAT GGC AGC GGG GAC (G)GG GCT TGG TGG -3'  

hPark2C441R forward 5'- CCG CAG CCC CAG (C)GC AGG CTC GAG TGG -3' domain R2
11

. 

hPark2C441R reverse 5'- CCA CTC GAG CCT GC(G) CTG GGG CTG CGG -3'  

hp.PS1fgt5 forward 5'- CTAGCTAGCGAC CTG GTT TAG AGA GGA GGG -3' (308 nucleotides) contain an NheI site 

hp.PS1fgt4 forward 5'- CTAGCTAGCGCAT GCA TGT CCA GTG ACT C -3' (624 nucleotides) contain an NheI site 

hp.PS1fgt3 forward 5'- CTA GCT AGC GTG TGG GAA ACC AGG AGG -3' (967 nucleotides) contain an NheI site 

hp.PS1fgt2 forward 5'- CTAGCTAGCGAA ATG ACG ACA ACG GTG AGG -3' (1269 nucleotides) contain an NheI site 

hp.PS1 reverse 5'- CCC AAG CTT CCC TCC CCT TCC -3' contain an HinDIII site 

hp.p53ΔPK forward 5'-CCC CAA CTC CAT TTC CTT TGC (-) AGG CGG ATT ACT TGC CCT TAC-3' deletion of (-252/-243)     5'-TTCCTCCGGC-3' 
3'-AAGGAGGCCG-5' 

hp.p53ΔPK reverse 5'-GTA AGG GCA AGT AAT CCG CCT (-) GCA AAG GAA ATG GAG TTG GGG-3'   

hp.PS1ΔPK forward 5'- CGC AAT CGT TTC TCC AG (-) C CCC GCC CCC TTC C-3' deletion of (-83/-76)         

hp.PS1ΔPK reverse 5'- GGA AGG GGG CGG GG (-) C TGG AGA AAC GAT TGC G-3'  

5'-GCCGGAG-3'                                     
3'-CGGCCTC-5'  

hp.PS2ΔPK forward 5'- GGG CGT TTT GTT CTT CTT CTC TCT C (-) AC CTC CGT TGC GCC G -3' deletion of (+521/+527)        5'-GCCGGAG-3'                                   
3'-CGGCCTC-5' 

hp.PS2ΔPK reverse 5'- CGG CGC AAC GGA GGT (-) GAG AGA GAA GAA GAA CAA AAC GCC C -3'   

 
Supplemental Table 1 Primers used to make the constructs and to perform the mutagenesis. 
The studies describing the mutations of parkin are listed in the supplemental references. For parkin mutations, the nucleotide that is mutated is into parenthesis for each mutagenesis 
primer used. In the primers used for deletion of the parkin putative binding site (underlined) on p53, PS1, and PS2 promoters the location of the nucleotides deleted is indicated by 
parenthesis (-). In the column “Comments” the positions of the nucleotides deleted in the human p53, PS1 and PS2 promoters refer at the (+1) of the transcriptional start site.  
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Name Sequences of forward primers Sequences of reverse primers Species 

hPS1 5'-TGC ACC GTT GTC CTA CTT CCA-3' 5'-TGT GCT CCT GCC GTT CTC TAT-3' human 

mPS1 5'-AGC CAT ACT GAT CGG CCT GT-3' 5'-TTG AAA ATG GCG AGC AGG AG-3' mouse 

hPS2 5'-TCA TGC TGT TTG TGC TCA-3' 5'-TGT CCT CAG TGA ATG GCG TGT-3' human 

mPS2 5'-ATG TGG CCA TGG ACT ATC CC-3' 5'-CCC CGA AGT TCC AGA CAG C-3' mouse 

hGAPDH 5'-TGG GCT ACA CTG AGC ACC AG-3' 5'-CAG CGT CAA AGG TGG AGG AG-3' human 

m γ-ACTIN 5'-CAC CAT CGG TTG TTA GTT GCC-3' 5'-CAG GTG TCG ATG CAA ACG TT-3' mouse 

 
Supplemental Table 2 Primers used for quantitative PCR. 
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Name Sequence Comments 

Gel Shift hp53 forward 5'- CCA TTT CCT TTG CTT CCT CCG GCA GGC GGA TTA CTT GCC C-3' gel shift primers for h p53 

Gel Shift hp53 reverse 5'- GGG CAA GTA ATC CGC CTG CCG GAG GAA GCA AAG GAA ATG G-3'  

Gel Shift hp53ΔPK forward 5'- CCA TTT CCT TTG CTT CAG GCG GAT TAC TTG CCC-3' gel shift primers �PK for h p53 

Gel Shift hp53ΔPK reverse 5'- GGG CAA GTA ATC CGC CTG AAG CAA AGG AAAT GG-3'  

Gel Shift hPS1 forward 5'- CGC AAT CGT TTC TCC AGG CCG GAG GCC CCG CCC CCT TCC T-3' gel shift primers for h PS1 

Gel Shift hPS1 reverse 5'- AGG AAG GGG GCG GGG CCT CCG GCC TGG AGA AAC GATT GCG-3'  

Gel Shift hPS1ΔPK forward 5'- CGC AAT CGT TTC TCC AGG CCC CGC CCC CTT CCT-3' gel shift primers �PK for h PS1 

Gel Shift hPS1ΔPK reverse 5'-AGG AAG GGG GCG GGG CCT GGA GAA ACG ATT GCG-3'  

Gel Shift hPS2 forward 5'-TTG TTC TTC TTC TCT CTC GCC GGA GAC CTC CGT TGC GCC G-3' gel shift primers for h PS2 

Gel Shift hPS2 reverse 5'- CGG CGC AAC GGA GGT CTC CGG CGA GAG AGA AGA AGA ACA A-3'  

Gel Shift hPS2ΔPK forward 5'- TTG TTC TTC TTC TCT CTC ACC TCC GTT GCG CCG-3' gel shift primers �PK for h PS2 

Gel Shift hPS2ΔPK reverse 5'- CGG CGC AAC GGA GGT GAG AGA GAA GAA GAA CAA-3'  

 
Supplemental Table 3 Primers used in the gel shift experiments. 
The oligonucleotides, containing or not the putative parkin consensus motif are 5’biotin end-labeled. Not that a set of the same primers, containing the putative parkin consensus 
motif, but not biotinylated have also been used in the gel shift competition experiments described in figure 7 panels E to G.  
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Supplementary Figures 

Supplementary Figure S1. Parkin controls presenilins expression, promoter activity and 

mRNA levels in primary cultured neurons. (A-F) Primary cultured neurons were transiently 

transfected with pcDNA3 (EV) or human parkin cDNA (Pk) then PS1 and PS2 expression (A 

and D), promoter activity (B and E) and mRNA levels (C and F) were analyzed as described 

in the Methods. Bars represent the means ± SEM of 3-4 independent experiments performed 

in duplicates and are expressed as percent of control EV-transfected cells. Actin levels 

determination was used as protein and mRNA loading control, while β-galactosidase 

measurement was used to normalize luciferase-based promoter assays as described in 

Methods. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 

 

Duplan et al. Supplementary Figure S1 

 

 

 





   

Supplementary Figure S3.  Recombinant and overexpressed proteins expressions. (box 

Fig.2): upper, western blot analysis of parkin in wild-type and null primary MEF cells used in 

panels Fig.2E and 2F; lower, detection of recombinant C100 protein either by western blot 

(left) or Coomassie blue coloration (right) used in panels Fig.2A-F.  (box Fig.3): upper, 

analysis of PS1 and PS2 expression in stable HEK293 cells used in Fig.3C and 3E; middle, 

analysis of PS1 and PS2 expression in MEF cells used in Fig.3D; lower, evaluation of HA-

tagged wild-type parkin transient expression in HEK293 cells stably overexpressing PS1/PS2 

associated to Fig.3E. (box Fig.5): upper, western blot analysis of p53 in MEF cells control or 

invalidated for the p53 gene used in Fig.5A-D; middle, evaluation of  wild-type parkin 

transient expression in MEF cells control or invalidated for the p53 gene regarding 

PS1(1)/PS2(2)  promoter experiments associated to Fig.5A and 5C; lower, evaluation of  

wild-type parkin transient expression in MEF cells control or invalidated for the p53 gene 

regarding PS1(1)/PS2(2)  mRNA experiments associated to Fig.5B and 5D. (box Fig.7): left, 

evaluation of wild-type parkin (Pk) transient expression in SH-SY5Y cells used in Fig.7B-D; 

right, western blot detection of recombinant wild-type (Wt) and mutated (161 and 441) parkin 

protein used in Fig.7E-I. 

 

Duplan et al. Supplementary Figure S3 
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ORIGINAL ARTICLE

Glioma tumor grade correlates with parkin depletion in mutant

p53-linked tumors and results from loss of function of p53

transcriptional activity
J Viotti1, E Duplan1, C Caillava1, J Condat1, T Goiran1, C Giordano1, Y Marie2, A Idbaih2, J-Y Delattre2, J Honnorat3,4,5, F Checler1 and

C Alves da Costa1

Gliomas represent the most frequent form of primary brain tumors in adults, the prognosis of which remains extremely poor.

Inactivating mutations on the tumor suppressor TP53 were proposed as a key etiological trigger of glioma development. p53 has

been recently identified as a transcriptional target of parkin. Interestingly, somatic mutations on parkin have also been linked to

glioma genesis. We examined the possibility that a disruption of a functional interaction between p53 and parkin could contribute

to glioma development in samples devoid of somatic parkin mutations or genetic allele deletion. We show here that parkin levels

inversely correlate to brain tumor grade and p53 levels in oligodendrogliomas, mixed gliomas and glioblastomas. We demonstrate

that p53 levels negatively and positively correlate to bax and Bcl2 respectively, underlying a loss of p53 transcriptional activity in all

types of glial tumors. Using various cell models lacking p53 or harboring either transcriptionally inactive or dominant negative p53,

as well as in p53 knockout mice brain, we establish that p53 controls parkin promoter transactivation, mRNA and protein levels.

Furthermore, we document an increase of parkin expression in mice brain after p53-bearing viral infection. Finally, both cancer-

related p53 inactivating mutations and deletion of a consensus p53 binding sequence located on parkin promoter abolish

p53-mediated control of parkin transcription, demonstrating that p53 regulates parkin transcription via its DNA binding properties.

In conclusion, our work delineates a functional interplay between mutated p53 and parkin in glioma genesis that is disrupted by

cancer-linked pathogenic mutations. It also allows envisioning parkin as a novel biomarker of glioma biopsies enabling to follow the

progression of this type of cancers.

Oncogene (2014) 33, 1764–1775; doi:10.1038/onc.2013.124; published online 6 May 2013

Keywords: human brain glioma; glioblastoma cells; tumor grade; parkin; p53; transcription

INTRODUCTION

Gliomas accounts for a major therapeutic problem in neuro-
oncology. They correspond to a large and heterogeneous variety
of human brain tumors in which astrocytomas, regardless the
grade of malignancy, are the more frequent forms, while
oligodendrogliomas (OD) represent about 15 percent of glioma
cases. The annual age-standardized incidence of primary malig-
nant brain tumors is between B2.6–7 per 100 000 habitants
worldwide.1 Except some rare cases of radiotherapy-induced
gliomas and mutation-associated Li-Fraumeni and Turcot diseases,
their etiologies remain largely unknown.
Cell transformation is a result of a deregulation of normal

proliferation, differentiation and apoptosis. Accordingly, a general
characteristic shared by tumor cells concerns both loss of normal
cell cycle control and disability to elicit cell death processes.
Interestingly, the tumor suppressor p53 protein, when activated,
blocks cell cycle and turns on programmed cell death pathway in
order to force damaged cells to commit suicide.2 Thus, p53,
referred to as the ‘guardian of the genome’, is a crucial protector
against tumor development.3–5 This is supported by the widely

reported observations that human cancers frequently harbor
TP53 mutations inactivating its transcriptional activity6 and by the
fact that p53 has a key role in the initiation and progression
of diffuse gliomas.7–10 It is therefore of utmost importance to
elucidate the molecular cascades triggered by p53, and more
particularly, to identify its downstream targets in order to
delineate cancer-associated dysfunctions taking place during
gliomas development.
Parkin has been proposed as an additional tumor suppressor

and its levels are drastically lowered in various tumors.11–15 These
mutations lead to mitotic instability and abolishment of its
canonical E3 ubiquitin-ligase activity.16

It is noteworthy that besides its well-documented ubiquitin-
ligase activity, we recently documented a new function of parkin
as a transcriptional repressor of p53.17 Thus, we established that
parkin physically interacted with the TP53 promoter and that
germline parkin mutations fully abolished parkin-mediated
trans-repression of p53.17 This set of data highlighted the
possible molecular link between parkin expression, p53 control
and tumorigenicity. We therefore questioned whether p53 could
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control parkin expression and activity as part of a feed-back
mechanism contributing to parkin-p53 homeostatic equilibrium
and whether it could be altered in a pathological context.
We examined whether the loss of p53 transcriptional function

triggered by cancer-related mutations, a common feature
observed in tumors,18 could alter parkin levels and, account at
least partly for glioma development and aggravation. First, we
analyzed the status of the expression of parkin and p53 in distinct
types of brain tumors displaying various severity grades and we
observed a clear inverse correlation between tumor grades and
parkin levels, as well as an inverse relationship between parkin
and p53. Second, we have investigated the molecular interplay
between parkin and p53 in glioma and non-glioma cellular models
harboring inactive, dominant negative or mutated p53, as well as
in p53 knockout cells and mice brains. We demonstrate that
decreased parkin promoter transactivation and protein levels
result from loss of function of p53 transcriptional activity. Overall,
our study unravels a feed-back mechanism involving a positive
control of parkin by p53 that is impaired by p53 mutations, and
thereby leads to decreased parkin expression and activity levels in
such a pathological context. This functional interplay between
parkin and p53 could contribute to glioma genesis and identifies
parkin expression as a putative additional marker of progression in
these types of brain cancers.

RESULTS

Parkin levels inversely correlate with tumor grade and p53
expression in brain tumors of distinct cell type origin

We examined putative variations of parkin levels in pure OD and
in oligoastrocytomas (OA, corresponding to mixed gliomas)
harboring different severity grades from combined cohorts 1
and 2 (see Materials and methods). Figure 1 shows that parkin
expression is reduced in grade II OD and that this reduction is
even exacerbated in OD grade III (Figure 1a). Interestingly, parkin
levels are also dramatically reduced in OA grades II and III
(Figure 1d). Statistical analyses indicate a negative correlation
between tumor grade and parkin protein levels in both cases
(ANOVA, linear trend post-test, R2¼ 0.561, Po0.0001 for OD and
R2¼ 0.492, Po0.0001 for OA). Analysis of p53-like immunoreac-
tivity in the same tumor samples (Figures 1b and e) reveals an
augmentation of p53 levels according to tumor grade in OD
(Figure 1b, ANOVA, linear trend post-test, R2¼ 0.384, Po0.0001)
and OA (Figure 1e, ANOVA, linear trend post-test, R2¼ 0.091,
Po0.05). Of most interest, Figures 1c and f shows that there exists
an inverse correlation between parkin and p53 protein levels
according to tumor grades in both OD (Pearson R of � 0.506,
Po0.01, Figure 1c) and OA (Pearson R of � 0.441, Po0.01,
Figure 1f). Moreover, analysis of glioblastoma-derived samples
(grade IV) indicates either a dramatic decrease of both parkin
protein (� 85.3±8.2, Po0.0001, Figure 1g) and mRNA levels
(� 86.3±16.3, Po0.0001, Figure 1h) that is accompanied by an
increase of p53 expression (þ 125.9±35.2, Po0.01, Figure 1i). It
should be highlighted that in order to rule out any artifact that
would arise from biological samples variability or grades evalua-
tion of biopsies; we have examined the status of parkin and p53
proteins in cohorts 1 and 2 independently. Although the number
of cases in cohort 2 was smaller, data analysis of the two cohorts
fully corroborate the results obtained with pooled samples
described in Figure 1 (data not shown).
To evaluate whether the increase of p53 levels could reflect the

accumulation of a biologically inactive protein, we examined the
status of Bax protein levels, a well characterized direct p53
transcriptional target,19 as well as the expression of Bcl-2, which
harbors a p53-responsive element,20 which physically interacts
with bax21 and that is functionally connected to p53.22 Bax and
Bcl2 are two proapoptotic and prosurvival Bcl2 proteins family
members23 that are either directly or indirectly transcriptionally

activated or repressed by p53, respectively.19,24 Figure 2 shows
that the levels of Bax decreased with tumor grade in OD
(R2¼ 0.349, Po0.001, Figure 2a) and OA (R2¼ 0.327, Po0.001,
Figure 2c) while Bcl2 expression analysis in the same samples
reveals an augmentation of Bcl2 protein expression in both OD
(R2¼ 0.31, Po0.05, Figure 2e) and OA (R2¼ 0.230, Po0.01,
Figure 2g). Thus, the modulations of Bax and Bcl2 expressions
suggested a functional inactivation of p53 transcriptional activity.
This was supported by the correlation analysis of Bax and Bcl2
protein levels with p53 levels that indicate a linear negative
correlation between Bax and p53 in OD (R2¼ 0.919, Figure 2b) and
OA (R2¼ 0.860, Figure 2d) and a positive relationship between
Bcl2 and p53 in OD (R2¼ 0.999, Figure 2f) and OA (R2¼ 0.884,
Figure 2h). Again, analysis of glioblastoma biopsies indicates either
a decrease of bax (� 92.7±7, Po0.001, Figure 2i) and an increase
of Bcl2 (þ 120.1±30, Po0.05, Figure 2j) expression. This data
clearly indicate a loss of function of p53-mediated control of Bax
and Bcl2 in gliomas and suggest that tumors development, at
least partly, results in the accumulation of transcriptionally inactive
p53. This agrees well with previous studies showing that frequent
mutations associated with p53 trigger a loss of function of the
protein in gliomas.25,26 We therefore questioned whether p53
could act as a modulator of parkin promoter transactivation and
whether p53 loss of function occurring in glioma could ultimately
account for early and grade-dependent reduction of parkin
observed in these tumors.

Parkin expression is decreased in various tumor types linked to
p53 mutations

Recent studies indicated that parkin could be under-expressed in
tumors due to either gene deletion or presence of somatic
mutations.16,27 Thus, in order to exclude the possibility that the
decrease in parkin expression described in Figure 1 was
artifactually due to parkin gene deletion or metabolic instability
resulting from PARK2 missense mutations,28 we have analyzed
both PARK2 and TP53 genetic status and mutation profile. We have
found 4 out of 54 samples displaying an allele deletion and all
other samples were wild-type PARK2 (Table 1). Furthermore, all
parkin mutations identified correspond to constitutional muta-
tions (polymorphism) as they were also present in the plasma DNA
from the same patients and therefore do not affect overall parkin
structure/levels. The sequencing of samples also allowed us to
identify those bearing a mutated p53 (Table 1) and to establish
the proportions of mutated TP53-linked tumor within subgroups.
About 20–40% of the samples harbor a p53 mutant protein
(Table 2). It should be noted that, according to the MUT-TP53 2.0
matrix allowing predicting the transcriptional activity status of
mutant p53,29,30 all mutations were considered as fully
inactivating except those found at positions 90, 15 and 138 (see
Supplementary Table 2). However, in the latter cases, an additional
inactivating mutation was found to be present on TP53 gene (see
mutations 175, 234 and 245 in biopsies no. 1237, 1241 and 1324,
respectively in Supplementary Table 2). The above set of data led
us to examine the expression levels of parkin (samples harboring
an allele deletion have been omitted) in TP53-mutated tumors.
Figure 3 shows first that the omission of samples, in which parkin
had been deleted does not modify the grade-dependent decrease
of parkin expression in tumors harboring either wild-type or
mutated TP53 (Figure 3a). Interestingly, this grade-dependent
reduction was still observed when only samples harboring a TP53
mutation were considered (Figure 3b). Accordingly, the examina-
tion of Bax and Bcl-2 expressions in mutated p53-containing
samples only, confirmed the grade-dependent modulation of the
expression of these proteins (Figures 3c and d). Figure 4 shows
that parkin levels are grade-dependently reduced in all tumor
types. Overall, the above set of data confirms the drastic
reductions of parkin levels in all tumor types associated with a

Parkin and p53 interplay in glioma development

J Viotti et al

1765

& 2014 Macmillan Publishers Limited Oncogene (2014) 1764 – 1775



TP53 mutation and suggest a direct link between parkin
expression and tumor grades.

Cancer-associated TP53 mutations or p53 dominant negative
trigger reductions of parkin protein levels and promoter
transactivation

Parkin depletion and p53 accumulation could be seen as
concomitant but unrelated events occurring in glioma. Alterna-
tively, one could envision that the loss of function of p53
documented above could account for parkin depletion. In this
context, we examined the status of parkin protein in various
human glioblastoma cell lines (GL15, 42MG, 8MG), in which the
presence of TP53 mutations has been characterized31–33 (see
Supplementary Table 3) and the SH-SY5Y32 human neuroblastoma
cell line expressing wild-type p53 as a reference cell type. First, it

should be noted that glioblastoma cell lines mimic patho-
logical brain biopsies in that they also express high levels of p53
(Figures 5a and b). In these cells, p53 is biologically inert as it
appears unable to yield luciferase activity from a construct
(PG13,34), in which luciferase reporter gene was under the
control of a canonical p53 responsive element (Figure 5c).
Conversely, SH-SY5Y that harbors endogenous wild-type p53
expresses low levels of p53 in basal conditions (Figure 5a) and as
corollary exhibit remarkable p53 activity (Figure 5c). Of most
interest, unlike SH-SY5Y, glioblastoma cell lines display very low
levels of parkin protein and mRNA levels (Figures 5d–f). Therefore,
one can conclude from the above set of data that p53 inactivation
by mutations in glioblastoma cells leads to enhancement of
p53-like immunoreactivity and concomitantly yields low levels of
parkin. Again, this data argues in favor of a p53 loss of function-
associated downregulation of parkin mRNA and protein levels.

Figure 1. Parkin and p53 protein levels are inversely correlated to oligodendroglioma, mixed gliomas and secondary glioblastomas human
brain tumor grade. (a–f ) depict the protein levels of parkin and p53 in function of the brain tumor grade in oligodendroglioma (a, b) and
mixed gliomas (d, e) biopsies. Correlation analysis of parkin versus p53 levels are shown in (c) for OD and (f ) for mixed gliomas. CT
corresponds to control epilepsy samples and II, III corresponds to brain tumor grade according to WHO criteria as described in Materials and
methods. Actin analysis was used to normalize protein load charge. (g–i), shows the analysis of parkin protein (g) and mRNA (h) levels and p53
expression (i) as described in Materials and methods in glioblastoma (IV) samples. (a–i) Statistical analysis (P) determinations represented by a
number of (*) code (*Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001) are obtained by either ANOVA (a, b, d, e, versus CT group) or Student’s t-test (g–i, versus
CT group).
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To definitely confirm this conclusion, we assessed the ability of
wild-type and mutated p53 to modulate parkin expression and
promoter transactivation. SH-SY5Y were transiently transfected
with empty vector or p53 complementary DNA (cDNA) constructs
either wild-type or harboring the R175H or the R273H mutation. It
should be noted that the R273H mutation is the one occurring in
the 8-MG glioblastoma cell line studied in Figure 5.31 Figure 3
indicates that both parkin protein levels (Figure 5g) and promoter
transactivation (Figure 5h) were increased by the overexpression
of wild-type p53 cDNA while p53 mutations fully abolished p53-
associated increases of parkin protein and promoter transactiva-
tion. Finally, we have taken advantage of a cell model, in which an
inactive dominant-negative p53 is overexpressed (MCF7-DD p53,
see Materials and methods) to further confirm that the transcrip-
tional inactivation of p53 leads to a diminution of parkin
expression (� 44.8±15.8, n¼ 4, Po0.05, Figure 5i). The above
set of data shows that one of the physiological roles of p53 is likely
to transcriptionally upregulate parkin protein and suggests that
TP53 mutations abolish this function, thereby leading to a cellular
deficit of parkin.

p53 deletion triggers reduction of parkin protein and mRNA levels
in cells and in mice brain

As a complementary approach, we have examined the impact of
endogenous p53 on parkin protein, promoter activity and mRNA
levels in two distinct cell types, in which p53 had been invalidated.

p53 deficiency in Human Colorectal adenocarcinoma (HCT116-
Dp53) leads to a decrease of parkin expression (� 69.7%±7.9
versus HCT116 control cells, Po0.001, Figure 6a). We also
compared mouse fibroblasts, in which either p19Arf� 1 or p19Arf� 1

and p53 had been deleted.35 First, interestingly, the depletion of
endogenous p53 leads to decreased parkin promoter
transactivation and mRNA levels (� 94, 4%, n¼ 6, Po0,01,
Figure 6b and � 74.0%±20.8, Po0.01, Figure 6c; compare
lanes (� ) of black and empty bars). As it was shown in SH-SY5Y
(see Figures 5g and h), complementation experiments by
wild-type p53 cDNA transfection rescues parkin promoter
activation in both p19Arf� 1� /� and p19Arf� 1� /�p53� /� fibro-
blasts (compare lanes (� ) and (þ ) for black and white bars in
Figure 6b), an observation corroborated by increased levels of
parkin mRNA (Figure 6c). This data confirm the positive control of
parkin by p53 and importantly shows that this conclusion is not
cell specific and stands for both endogenous and overexpressed
wild-type p53.
In order to establish whether p53-dependent control of parkin

also takes place in vivo, we have first investigated the status of
parkin in wild-type and p53-knockout mice brain. We have
observed a reduction of both parkin expression (� 42.0%±9.5,
n¼ 5, Po0.05, Figure 7a) and mRNA (� 65.0%±22.0, n¼ 5,
Po0.05, Figure 7b) levels. Importantly, we establish that p53-viral
infection increases parkin protein expression and mRNA levels in
mice brain (Figure 8). Thus endogenous and overexpressed p53
both upregulate parkin protein and mRNA levels, in vivo.

Figure 2. Bax and Bcl-2 expression are correlated with p53 in oligodendroglioma, mixed gliomas and secondary glioblastomas according to
human brain tumor grade. (a–d) depict the protein level of Bax and its correlation analysis with p53 in OD (a, b) and mixed gliomas (c, d)
according to grade. (e–h) depict the protein level of Bcl2 and its correlation analysis with p53 in OD (e, f ) and mixed gliomas (g, h) according
to grade. CT corresponds to control epilepsy samples and II, III corresponds to brain tumor grade according to WHO criteria as described in
Materials and methods. Actin analysis was used to normalize protein load charge. (i, j) show the analysis of Bax (i) and Bcl2 (j) protein in
glioblastoma (IV) samples. *Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001.
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Table 1. Mutational analysis of parkin (Park2) and TP53 in human brain tumor biopsies

Grade Cell type ID PARK2 mutations p53 mutations

SNP Location Codon Change a.a
change

Mutation SNP Location Codon Change a.a change

II
Oligodendroglioma

1237 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC en CCC Pro en Arg
Yes No Exon4 90 TCC en TTC Ser en Phe
Yes No Exon5 175 CGC en CAC Arg en His

1309 No — — — — No No — — — —
1487 No — — — — No No — — — —
1507 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

No Yes Exon6 213 CGA in CGC Arg in Arg
1547 No — — — — No No — — — —
1790 No — — — — No No — — — —
1823 No — — — — No No — — — —
2001 Yes Exon3 134 Ins

CCA
Ins Pro No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

2018 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
Yes No Exon5 131 AAC in AGC Asn in Ser
Yes No Exon7 238 TGT in TTT Cys in Phe

Mixed glioma
0665 No — — — — No No — — — —
1200 Yes Exon10 380 GTA in

CTA
Val in
Leu

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

1236 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
1286 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

No Yes Exon7 233 CAC in CAT His in His
1527 Yes Exon10 380 GTA in

CTA
Val in
Leu

Yes No Exon8 280 AGA in GGA Arg in Gly

1630 Yes Exon11 394 GAT in
AAT

Asp in
Asn

No No — — — —

1714 No — — — — Yes No Exon5 154 GGC in GTC Gly in Val
1967 No — — — — Yes No Exon6 213 CGA in TGA Arg in STOP

Astrocytoma 1171 Yes Exon3 174 CTC in
CTT

Leu in
Leu

Yes No Exon8 273 CGT in TGT Arg in Cys

III
Oligodendroglioma

1054 No — — — — No No — — — —
1727 No — — — — No No — — — —
1854 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
1998 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
2137 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon8 262 GGT in GTT Gly in Val
2148 Yes Exon10 380 GTA in

CTA
Val in
Leu

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon8 267 CGG in TGG Arg in Trp
Yes No Exon8 273 CGT in TGT Arg in Cys

Mixed glioma
0666 No — — — — No No — — — —
1231 No — — — — Yes No Exon6 220 TAT in TGT Tyr in Cys

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
1241 No — — — — Yes No Exon7 234 TAC in TGC Tyr in Cys

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
Yes No Exon2 15 AGT in TGT Ser in Cys

1324 Yes Exon10 380 GTA in
CTA

Val in
Leu

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon5 138 GCC in GTC Ala in Val
Yes No Exon7 245 GGC in TGC Gly in Cys

1381 Yes Exon10 380 GTA in
CTA

Val in
Leu

Yes No Exon7 248 CGG in CAG Arg in Gln

1384 Yes Exon10 380 GTA in
CTA

Val in
Leu

No No — — — —

1522 No — — — — No No — — — —
1818 No — — — — No No — — — —
1825 Yes Exon6 261 TTA in

TTG
Leu in
Leu

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

2037 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
No Yes Intron8 — Exon9–2A4C —

2072 Yes Exon11 394 GAT in
AAT

Asp in
Asn

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

No Yes Exon6 213 CGA in CGG Arg in Arg
Yes No Exon10 341 TTC in GAATC

(delTinsGAA)
Reading

frame shift
2141 Yes Exon10 380 GTA in

CTA
Val in
Leu

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon6 193 CAT in TAT His in Tyr
2203 Yes Exon10 380 GTA in

CTA
Val in
Leu

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon5 159 GCC in GTC Ala in Val
Astrocytoma 1729 No — — — — Yes No Exon7 244 GGC in GAC Gly in Asp
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p53 controls parkin transcription via its DNA binding properties

The above data concerning the loss of function of p53 trans-
criptional activity is supported by the levels of the well-established
p53 transcriptional targets Bax in glioblastomas (see Figure 2). The
fact that parkin promoter transactivation was also impaired by p53
mutations led us to envision that parkin could behave as a direct
transcriptional target of p53. This hypothesis is supported by the
fact that the two mutations shown to abolish p53-associated
increase of parkin protein and mRNA (see data in Figures 5f–h)
have been described as hot spot p53 glioma-associated mutations
that are known to abolish p53 DNA binding properties (for review
see Brosh and Rotter36). On the basis of this assumption, we have
performed an in silico study of the human parkin promoter and we
have identified a probable p53 consensus motif (Figure 9a). We
have deleted part of this sequence from the parkin promoter
(Figure 9a) and analyzed the impact of p53 overexpression on
wild-type (Wt-hPK) or p53-deleted (D-hPK) parkin promoter
activities. As would have been predicted, the overexpression of
wild-type p53 leads to an upregulation of the wild-type parkin
promoter activity (þ 640.2±34.5, Po0.0001, Figure 9b), a feature
fully abrogated by the deletion of the p53-responsive element
(D-hPK, Figure 9b). Altogether, these data definitely demonstrates
that p53 controls parkin transcription via its interaction with

parkin promoter. This agrees well with a recent study by Zhang
et al.37 that shows that p53 physically interacts with parkin
promoter by ChIP analysis.

DISCUSSION

Several theoretical and experimental grounds suggested that
parkin could contribute to cancers etiology. Thus, parkin gene is
located at a well-defined locus of chromosomal instability, FRA6,
and was deleted in both breast and ovarian cancers and two lung
adenocarcinoma cell lines.12 Lentivirus-induced expression of
parkin leads to decreased tumorigenicity of parkin-deficient lung
cancer cells in mice38 and its epigenetic downregulation has
been associated to acute lymphoblastic leukemia and chronic
myeloid leukemia.39 Interestingly, a recent paper by Veeriah
et al.16 showed that somatic mutations of the parkin gene are
associated to glioblastoma and other human malignancies.
Noteworthy, the above-cited somatic mutations lead to mitotic
instability and abolishment of the E3-ubiquitin ligase activity
parkin canonical function.40 The above set of data led to the
proposal that parkin could act as a tumor suppressor.
p53 is also a tumor suppressor, the mutations on which trigger

various types of tumors.25 Indeed, most tumors show a drastic
increase in the levels of loss of function of p53 mutants and
p53 accumulation is often predictive of p53 mutations.25,26 Our
analysis of p53 mutations and expression levels in OD, OA and
secondary glioblastomas indicated about 20–50% of samples
bearing a p53 mutation revealed a grade-dependent accumula-
tion of p53 protein levels (see Figure 1) in agreement with several
works based on immunohistochemical approaches.41–43

Why do mutant p53 levels increase in tumors? Several studies
indicated that this could be due to the impairment of its
ubiquitination and subsequent degradation by the proteasomal
machinery.44 Mdm2 has been described as a key ubiquitin-ligase

Table 1. (Continued )

Grade Cell type ID PARK2 mutations p53 mutations

SNP Location Codon Change a.a
change

Mutation SNP Location Codon Change a.a change

IV
Mixed glioma

1428 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
1732 No — — — — No No — — — —
1980 Yes Exon10 380 GTA in

CTA
Val in
Leu

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon5 161 GCC in ACC Ala in Thr
2026 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon7 248 CGG in TGG Arg in Trp
2068 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
2140 No — — — — No No — — — —

Glioblastoma
0060 No — — — — No No — — — —
1491 No — — — — No No — — — —
1543 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
1688 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
1999 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
2050 No — — — — Yes No Exon7 235 AAC in GAC Asn in Asp
2055 Yes Exon10 380 GTA in

CTA
Val in
Leu

No Yes Exon4 36 CCG in CCA Pro in Pro

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg
2112 Yes Exon6 261 TTA in

TTG
Leu in
Leu

No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon6 193 CAT in TAT His in Tyr
2134 No — — — — No Yes Exon4 72 CGC in CCC Pro in Arg

Yes No Exon8 273 CGT in CAT Arg in His
2202 yes Exon11 394 GAT in

AAT
Asp in
Asn

Yes No Exon7 248 CGG in CAG Arg in Gln

Abbreviations: A.a, amino-acid; ID, sample identification; SNP, single nucleotide polymorphism. Bold items correspond mutated samples.

Table 2. Frequency of p53 mutations in human brain tumor biopsies

Cell type Tumor grade

II III IV

Mixed glioma 38% 54%
Oligodendrogliomas 22% 33% —
Glioblastoma — — 36%
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involved in the ubiquitination and degradation of p53 by the
proteasome.45 Interestingly, as Mdm2 retains its ability to degrade
mutated p53, it has been suggested that the accumulation of p53
is the consequence of its incapability to transactivate Mdm2.46

However, this mechanism is likely not ubiquitous and one
can envision alternative pathways leading to mutated p53
accumulation.
We have recently shown a novel function of parkin as

transcription repressor of p53.17 Thus, we established that parkin
physically interacted with the p53 promoter and that germline
PD-associated parkin mutations fully abolished parkin-mediated
trans-repression of p53,17 suggesting a possible molecular
connection between parkin expression, p53 control and
tumorigenicity. This led us to examine the status of parkin

expression in glioma, the putative correlation between parkin and
p53 levels according to tumor grades and the functional interplay
between these two proteins that could explain the modulation of
their expression during gliomas progression.
In the present study, we first establish that parkin protein and

mRNA levels are decreased as tumor grades increase. That this
observation stands for two independent cohorts is not anecdotic
as biological tissue variability, technical aspects such as surgical
acts to remove biopsies and immunohistological assessment of
tumors could bring uncertainty in grade classification. Of most
interest, parkin levels inversely correlate with p53 expression (see
Figure 1), particularly in those cases where samples harbor a p53
mutation (Figures 3 and 4). This biochemical correlation did not
per se indicate that the two events were directly correlated. In
order to confirm a functional link between the two proteins, we
have examined whether p53 could modulate parkin at a
transcriptional level. This was motivated by the fact that most of
cancer-associated mutations of p53 are associated to a loss of its
transcriptional activity.47 This statement was comforted in our
study by the observation that the expressions of two direct
and indirect p53 transcriptional targets, Bax and Bcl2, were
respectively, negatively and positively correlated with p53
expression according to tumor grade (see Figure 2), thereby
confirming p53 loss of DNA binding activity in these tumors.
Moreover, we show that in three distinct human glioma cell lines
(GL15, 8MG and 42MG), high levels of p53 accompany low
expressions of parkin, a phenotype totally opposite to the one
observed in SH-SY5Y cells. Thus, human glioma cell lines
expressions of parkin and p53 mimic that observed in high-
grades biopsies and therefore, appear as relevant models to study
putative p53-mediated control of parkin transcription and
expression. The above data are in full agreement with a study
that established decreased levels of parkin in gliomas, and which
shows an inverse relationship between parkin function and
glioma-related mortality.48

We demonstrate here that p53 controls parkin promoter
transactivation. This conclusion stands in five independent lines
of data. First, parkin protein levels and promoter transactivation
were enhanced by wild-type p53 overexpression, the mutations
on which abolish this phenotype. Second, the depletion of
endogenous p53 in two distinct cell lines triggers reductions of

Figure 3. Analysis of the correlation between parkin, Bax and Bcl-2 protein levels and brain tumor grade according to the TP53 mutation
status. Parkin levels were analyzed in whole samples (a) or in mutant p53-linked tumors (b) according to the indicated tumor grade by western
blotting as described in Materials and methods. Bax (c) and Bcl-2 (d) expression in the indicated mutant p53-containing biopsies were
analyzed as described in the Materials and methods. Numbers of samples is indicated in parenthesis. Mean values of control (CT) samples
were taken as 100.

Figure 4. Parkin correlation to the tumor grade of oligodendro-
glioma, mixed gliomas and glioblastomas is linked TP53 mutations.
(a–d) depict the protein levels of parkin and mutated TP53 in
function of the indicated tumor grade in whole-tumor samples
(a), mixed gliomas (b), oligodendroglioma (c) and glioblastoma (d)
biopsies compared with control levels (CT). Protein analyses were
carried out by western blotting as described in the Materials and
methods and actin was used to normalize protein load charge.
Correlation analysis of parkin versus p53 levels are indicated by R
squares and statistical analysis by P-values. ***Po0.001.
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parkin expression, promoter transactivation and mRNA levels.
Third, a cell line expressing a p53 dominant-negative also displays
lowered parkin expression. Fourth, ablation of a putative
consensus binding sequence targeted by p53 on parkin promoter
fully blocks p53-associated increase of parkin promoter transacti-
vation. Fifth, importantly, our data show that parkin protein and
mRNA levels are reduced in p53-knockout mice and increased
after p53 viral infection in mice brain. Altogether, our data
undoubtedly demonstrate that p53 positively controls parkin
promoter transcription in vitro and in vivo and that cancer-
associated mutations on p53 impair this control and likely
contribute to lowering parkin expression along with tumor
progression. This agrees well with a recent study showing that
human parkin gene indeed behaved as a transcriptional target of
p53 that directly binds to parkin gene.37

Parkin expression is often reduced in tumors and our data
demonstrate that this can be accounted for by decreased
p53-mediated transcriptional control. It is striking that conversely,
p53 augmentation in tumors could, at least in part, be due to
reduced parkin expression. Thus, we have recently demonstrated
that parkin acts as a direct transcriptional repressor of p53.17 It is
therefore tempting to envision a functional interplay between
parkin and p53 (Figure 10). In physiological conditions, parkin

lowers wild-type p53 and thereby, lowers its own production. This
feed-back mechanism likely contributes to maintain a cellular
homeostasis between parkin and p53. In tumors, transcriptionally
inactive mutated p53 would lose its capacity to upregulate parkin
promoter transcription, thereby explaining reduced levels of
parkin protein. Accordingly, lowered parkin levels would therefore
lead to reduced trans-repression of p53 explaining the accumula-
tion of mutated p53. This cross-talk would feed a vicious cycle, by
which tumorigenicity could progress.
This reduction of the tumor suppressive function of parkin and

its functional dialog with p53 identifies parkin as a key molecular
player in glioma biology, but also a new grade-related biopsy
biomarker and our study may delineate new potential tracks to
pharmacologically interfere with glioma progression.

MATERIALS AND METHODS

Mouse Embryonic Fibroblasts (MEF), Human Colorectal adenocarcinoma
(HCT116), SH-SY5Y human neuroblastoma, the human breast cancer
(MCF-7) and the human (42MG, GL15, 8MG) glioma cell lines were cultured
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal calf
serum, penicillin (100U/ml) and streptomycin (50mg/ml) in 5% CO2.
Immortalized mouse embryonic fibroblasts invalidated for the p53

Figure 5. Dominant negative or cancer-related mutations of p53 abolish its ability to regulate parkin protein levels and promoter
transactivation. (a–e) illustrate p53 (a, b) or parkin (d, e) protein levels, p53 transcriptional activity (c) and parkin mRNA levels (f ) measured in
the indicated glioblastoma (GL15, 8MG or 42MG) or neuroblastoma (SH-SY5Y, SH) cell lines, by western blot and PG13 analysis as described in
Materials and methods. (g, h) show the effect of overexpressed empty vector (EV), wild-type (WT) and mutated (R175H, (175) and R273H,
(273)) p53 constructs on parkin protein levels (g) and promoter activity (h) in SH-SY5Y cells. (i) shows parkin protein levels in MCF-7 cells
expressing (MCF-7-DDp53, white bars) or not (MCF7-wt, black bars) a dominant negative truncated p53. Quantifications correspond to parkin
densitometric analyses normalized by actin protein charge loading control. Bars are the means±s.e.m. of 4–6 independent determinations
(two independent experiments performed in duplicate or triplicates). *Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001; ns, not statistically significant.
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and p53/p19arf genes35 or MCF-7 cells11 expressing either wild-type
or a dominant negative truncated p53 mutant, were provided by
Drs Roussel and Bourdon, respectively. Transient transfection of SH-SY5Y
and mouse fibroblasts (MEF), were respectively carried by means
of either lipofectamine 2000 (Invitrogen, Saint Aubin, France) or
Nucleofactor kit (Amaxa Biosystems, Basel, Switzerland) according to the
manufacturer’s instructions as previously described.49

Constructs

The wild-type 154 bases human parkin promoter construct provided by
Dr West (Johns Hopkins University Scholl of Medicine, Baltimore, USA) has
been previously described.50 The deletion of the � 42 to � 45 nucleotides
region on the wild-type human parkin promoter that constitutes the core
p53 putative binding site (located between nucleotides � 48 to � 41,
considering as þ 1 the A of the start codon) was performed by site-directed
mutagenesis kit (QuikChange II, Stratagene, La Jolla, CA, USA) following the
manufacturer’s instructions. The primers used were: forward hprPKdelp53-S
(50-GCGCCGCTGCGCGGGCCTGTTCCTGGCCCG-30) and reverse hprPKdelp53-
AS (50-CGGGCCAGGAACAGGCCCGCGCAGCGGCGC-30).

A BamHI/XbaI fragment containing the human p53 coding sequence
and a flag tag sequence has been subcloned in the pCDNA3.1 (þ ) from
Invitrogen. The p53 R175H and R273H mutants were obtained by site-
directed mutagenesis of the p53-pcDNA3.1 (þ ) flag tag construct. We
used the forward p53R175H-S (50-CGGAGGTTGTGAGGCACTGCCCCCACCA
TGAGC-30) and the reverse p53R175H-AS (50-GCTCATGGTGGGGGCAGTGCC
TCACAACCTCCG-30) primers to obtain the R175H mutant and the forward
p53R273H-S (50-CGGAACAGCTTTGAGGTGCATGTTTGTGCCTGTCCTGGG-30)
and reverse p53R273H-AS (50-CCCAGGACAGGCACAAACATGCACCTCAAAG
CTGTTCCG-30) primers for the R273H mutant.

Patient samples

Cohort1. Human samples were gathered by the tumor bank of the Centre
de Recherche de l’Institut du Cerveau et de la Moelle Epinière, Groupe
Hospitalier Pitié-Salpêtrière UMRS 975, Paris, France.
Fifty-four patients who underwent a craniotomy for tumor resection

were included in this retrospective study concerning the 2004–2012
period. Only patients satisfying the following inclusion criteria were kept
for our study: minimal age of onset of 18-years-old, diagnosis of gliomas
according to the WHO criteria and available clinical data. This cohort
includes 18 grade II (9 oligodendrogliomas, 8 mixedgliomas and 1
astrocytoma), 20 grade III (6 OD, 13 mixed gliomas and 1 astrocytoma),
16 grade IV (10 glioblastoma and 6 mixed glioblastoma) and 10 control
(non-related epilepsy surgery-derived samples) groups. Tumor samples
were snap-frozen and stored at � 80 1C immediately after surgical
resection. High-molecular weight DNA was isolated from both tumor
and peripheral blood using a standard phenol-chloroform procedure.
A written informed consent from all patients and validation by a local
ethical committee were obtained for this study allowing molecular, genetic

Figure 6. Endogenous and overexpressed p53 control Parkin
expression, promoter transactivation and mRNA levels. (a) shows
parkin expression in wild-type HCT116 (HCT-wt, black bars) or p53-
deficient HCT116 (HCT-Dp53, white bars) cells. Bars represent the
means±s.e.m. of eight independent determinations (two indepen-
dent experiments performed in quadruplicates). (b, c) show
parkin promoter transactivation (b) and parkin mRNA levels (c) in
p19Arf� /�p53þ /þ (black bars) or p19Arf� /�p53� /� (white bars)
fibroblasts after transient transfection with either empty vector (� )
or p53 cDNA (þ ). Bars are the means ± s.e.m. of six independent
determinations (three independent experiments performed in
duplicates). *Po0.05; **Po0.01; ***Po0.001; ns, not statistically
significant.

Figure 7. Parkin expression is reduced in p53 knockout mice brain.
(a) illustrates parkin and actin protein levels in brain homogenates
derived from wild-type (p53þ /þ ) and knockout (p53� /� ) p53
mice brains. Bars represent densitometric analyses and are the
means±s.e.m. of four brains. *Po0.05. (b) illustrates parkin mRNA
levels in the brain samples analyzed in (a). Bars represent the relative
concentration of parkin mRNA levels expressed as the percent
of control p53þ /þ mice brain and are the means±s.e.m. of four
brains. *Po0.05.
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and translational research studies on cancer tissue samples. The analysis
was performed on anonymized data.

Cohort2. Human samples were gathered by Prof Honnorat in collabora-
tion with the Neuropathological service of the Neurological and Neuro-
Surgical Hospital and Neurobiotec structures (Lyon, France).
Eighteen patients submitted to a craniotomy for tumor resection were

included in this retrospective study concerning the 1992–2011 period.

The patient’s inclusion criteria and ethical procedures those described for
cohort1. This cohort included six samples per tumor grade (II, III) OD, six
grade IV (glioblastoma) and four controls non-related epilepsy surgery-
derived samples.

Western blot analyses

Proteins (50mg for biopsies and cell homogenate samples and 100mg for
mice brain samples) were separated on 12% SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis gels and wet-transferred to Hybond-C (Amersham Life
Science, Buckinghamshire, UK) membranes. Then, samples were immuno-
blotted using mouse monoclonal anti-parkin (MAB5512, Chemicon,
Billerica, MA, USA), anti-flag (Sigma, Lyon, France) and anti-Bcl2 (SC7382,
Santa Cruz, Heidelberg, Germany) antibodies or with rabbit polyclonal anti-
p53, (CM1 provided by JC Bourdon) and anti-bax (6A7, Pharmingen,

Figure 8. Viral overexpression of p53 triggers increased protein and
mRNA levels of parkin in mice brain. Mice were injected bilaterally
with control (eGFP adenovirus) and p53 viruses (107 PFU in each
hemisphere). Ten days after infection, the two halves of the brains
were processed for either protein (a) or mRNA (b) expressions as
described in the Materials and methods. Bars represent the relative
concentration of parkin protein or mRNA levels expressed as the
percent of control mock-infected mice brain (taken as 100) and are
the means±s.e.m. of five brains. *Po0.05.

Figure 9. Deletion of a putative p53 binding site on human parkin promoter abolishes its responsiveness to p53-mediated transactivation.
Schematic representation of wild-type (Wt-hPK) and D-hPK human promoter constructs (a). Location and sequence of the p53 responsive
element on parkin promoter are indicated. Theoretical p53 consensus binding site is indicated for comparison. (b) represents the analysis of
Wt-hPK and D-hPK promoter activity after transient co-transfection of SH-SY5Y cells with either empty vector (white bars) or wild-type p53
cDNA (black bars). Bars are the means±s.e.m. of six independent determinations (two independent experiments performed in triplicates).
***Po0.001; ns, not statistically significant.

Figure 10. Parkin and p53 interplay in physiological and cancer-
linked pathological contexts. In normal conditions, that is, when
both parkin and p53 are wild-type proteins, several cellular
challenges such as stress leads to transient increased levels of p53
allowing the protein to trigger its stress-related phenotypes.
Concomitantly, this increase in wild-type p53 leads to increased
levels of parkin (Zhang et al.37 and present study). As a consequence,
increased parkin triggers transcriptional repression of p53,17

allowing restoring p53 normal levels. Thus, parkin and p53
interplay contributes to the regulation of parkin/p53 homeostasis
in normal conditions. In cancer-related conditions linked to p53
mutations, the abolishment of p53 transcriptional activity leads to a
drastic reduction of parkin. These lower levels of parkin trigger
enhanced expression of mutated inactive p53. This may explain the
inverse correlation existing between the expression levels of parkin
and p53 in glioma tumors.
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Franklin lakes, NJ, USA) antibodies. Immunological complexes were
revealed with either anti-rabbit or anti-mouse IgG-coupled peroxidase
antibody (Jackson Immunoresearch, Cambridgeshire, UK) by electroche-
miluminescence detection method (Roche Diagnostics, Meyland, France).
Chemiluminescence was recorded using a luminescence image analyzer
LAS-3000 (Raytest, Fuji, Asnières, France), and quantification of non-
saturated images were performed using the FUJI FILM Multi Gauge image
analyzer software.

Real-time PCR analysis of parkin mRNAs in cells and mice brains

RNA from cells and mice brains or human biopsies were extracted using
the NucleoSpin RNA II or the RNeasy kit, respectively following
manufacturer’s instructions. After DNAse treatment, total RNA was reverse
transcribed (AMV-transcriptase, Promega, Madison, WI, USA) then sub-
jected to real-time PCR by means of a Rotor-Gene6000 apparatus (Qiagen,
Hilden, Germany), using the SYBR Green detection protocol. Specific-gene
primers were designed by means of the Universal Probe Library Assay
Design Center software (Roche Applied Science, Meylan, France) and
expression levels of mouse (forward: 50-GCATCCCTTGCATAGCGTG-30 ;
reverse: 5-GGAAGACCAGGACAGGGCTC-30) and human (forward: 50-
CCTGCCTTGTGTGGCT-30 ; reverse:50-TCCTCTGCACCATACTGC-30) parkin
genes were normalized for RNA concentrations by mouse g-actin
(forward:50-CACCATCGGTTGTTAGTTGCC-30 ; reverse:50-CAGGTGTCGATGCA
AACGTT-30) or human GAPDH (forward:50-TGGGCTACACTGAGCACCAG-30 ;
reverse:50-CAGCGTCAAAGGTGGAGGAG-30) mRNA expression levels.

Stereotaxy and viral injection

Adult females C57Bl/6 (P90) were deeply anesthetized with ketamine
(100mg/kg body weight; Ketamine 1000; Ceva, Bruxelles, Belgique) and
xylazine (10mg/kg body weight; Rompun 2%; Centravet, Plancoet, France)
dissolved in 0.9% sterile saline and positioned in a stereotaxic frame.
Animals of each group (control and wild-type p53) were injected bilaterally
into the striatum, using appropriate coordinates (1mm anterior to the
bregma, 2mm lateral and 3mm deep from the skull surface) with either
eGFP adenovirus or adenovirus expressing human p53 and GFP (107 PFU in
each hemisphere; Vector Biolabs, Philadelphia, PA, USA). Animals were
killed 3, 7 and 14 days after injection. Proteins and mRNA were extracted
from whole brains and analyzed as described above.

p53 activity and parkin promoter transactivation

The p53 transcriptional activity, wild-type or mutated parkin promoter
transactivation (see constructs section) were measured as described51

after co-transfection of 0, 5–1mg of the above cDNAs and 0, 2–0, 5 mg of
b-galactosidase cDNA in order to normalize transfection efficiencies as
described.51 Luminescence was measured as reported.19

1Mb genomic bacterial artificial chromosome ARRAY-CGH

A full-coverage genomic bacterial artificial chromosome aCGH with an
average resolution of 1Mb, previously described,52 was used for DNA copy
number analysis. The procedures for DNAs extraction, hybridization and
washing have been described previously.53 Arrays were scanned using a
4000B scan (Axon, Union City, CA, USA). Image analysis was performed
with Genepix 5.1 software (Axon, Union city, CA, USA) and ratios of Cy5/
Cy3 signals were determined. The ratio of Cy5/Cy3 of the bacterial artificial
chromosome including or contiguous to the target gene investigated was
attributed to the genes of interest. A ratio above at least 3.0 was fixed as
the threshold to conclude that a gene amplification occurred. Data were
normalized with microarray normalization MANOR, bacterial artificial
chromosome status (gained, lost, amplified or normal) was determined
using GLAD (Applied Optic Research, Woodland, WA, USA), and the final
results were visualized with VAMP software (Woods Hole, MA, USA).

Mutation analysis of PARK2 and TP53

All PARK2 and TP53 coding exons of all tumor and paired-blood plasma
DNAs were analyzed by Universal tailed amplicon sequencing approach
(454 Sequencing Technology, Roche) and confirmed by direct genomic
sequencing of both DNA strands by Sanger’s method. In brief, the
Universal tailed amplicon sequencing with 454 GS Junior system implies a
initial PCR amplification (using primers detailed in Supplementary Table S1
and amplification conditions available upon request) of high-molecular
weight DNA extracted using standard phenol-chloroform procedures,
a second PCR aiming MID (multiplex identifier) and 454 adapters

incorporation, an emulsion PCR step launched according to the emPCR
Amplification Method Manual Lib-A protocol (GS Junior Titanium Series,
Roche) and enrichment and pyrosequencing according to the Sequencing
Method Manual (Roche). Mutations found with GS Junior were validated by
Sanger sequencing method. To make sure of the somatic characteristic of
each alteration and avoid polymorphisms, the constitutional DNA of each
patient was also tested with Sanger. After amplification, PCR products were
purified conforming to the Agencourt AMPure XP PCR purification protocol
(Beckman Coulter, Villepinte, France) with the Biomek NX Automation
Workstation. Sequencing reactions were performed in both directions
using the Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France). Extension products were purified with
the Agencourt CleanSEQ protocol according to manufacturer’s instructions
(Beckman Coulter). Purified sequences were analyzed on an ABI Prism 3730
DNA Analyzer (Applied Biosystems). Forward and reverse sequences were
systematically analyzed.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism software
(www.graphpad.com version 4.00 for Windows, Software, San Diego CA
USA) by using either the Student’s t-test or one-way ANOVA with
Newmann–Keuls’s and linear trend post hoc tests. Correlation analysis was
performed by means of the Pearson test (Pearson r and P-value
determinations) Significant differences are: *Po0.05; **Po0.01;
***Po0.001.
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