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Résumé

L’axolotl (Ambystoma mexicanum), un vertébré amphibien (urodéle), posséde une
capacité de régénérer parfaitement différentes parties de son corps, une résistance aux
cancers et une longue espérance de vie. Comme cet organisme apparait résistant au cancer
(néoplasie) et régénére (néoplasie « contrdlée »), nous avons choisi d’étudier la protéine
p53, susceptible d’étre impliquée dans ces deux processus : cette protéine est mutée dans
plus de 50% des cancers humains.

Le but de ce projet était de déterminer la séquence de la protéine p53 d’axolotl et
d’étudier son activité suivant différents stress et durant la régénération. Notre hypothése de
départ prévoyait que la protéine p53 de I’axolotl serait stabilisée conformément a ce qui est
connu chez les organismes supérieurs; qu’elle activerait la transcription de geénes cibles
connus (Mdm2 et p21) et qu’elle serait impliqué durant la régénération.

La séquence de p53 d’axolotl isolée s’avére trés homologue a celle de mammifere.
En effet, elle répond de maniére comparable aux stress induits par les UVs et le MNNG. De
plus, la protéine active la transcription via les promoteurs Mdm?2 et p21, comme la protéine
p53 de mammifére. Contrairement a la protéine humaine, 1’activation de la protéine p53
d’axolotl est sensible 4 la température, comme celle de Xenopus laevis (amphibien anoure).
Une mutation au résidu 174 (R174K) de la protéine pourrait expliquer cette sensibilité a la
température. L inhibition de la protéine p53 a 1’aide de pifithrine-a ralentit le processus de
régénération, I’inhibe partiellement, ce qui peut prouver son implication lors de la

régénération.

Mots clés: Axolotl, p53, suppresseur tumoral, cancer, régénération, évolution,

vieillissement
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Abstract

The axolotl (Ambystoma mexicanum) is a vertebrate amphibian (urodele) known for
its capacity to perfectly regenerate lost body parts, cancer resistance and for being long
living. Because of the cancer resistance (neoplasia) and regeneration (« controlled »
neoplasia) attributes of the axolotl, we decided to study a protein possibly central for these
two traits, the p53 protein. This protein is found mutated in over 50% of all human cancers.

The goal of this project was to isolate the axolotl p53 gene in order to study its
activity following different exposures to stress and during regeneration. We hypothesise
that the axolotl p53 protein is stabilized the same way in axolotl as in mammal, that it
activates the transcription of known target genes of p53 (Mdm2 & p21) and that it is
implicated in the regeneration process.

The sequenced axolotl p53 protein shares a high degree of homology with the
mammalian p53 proteins. It is phosphorylated the same way as in mammals following UV
and MNNG treatments. The axolotl protein activates transcription via the Mdm2 and p21
promoters as observed for the mammalian proteins. However, contrary to the human p53
protein, the axolotl p53 is temperature sensitive similar to the Xenopus laevis (tailless
amphibian) p53 protein. A mutation at position 174 (R174K) in the axolotl p53 protein
could explain this temperature sensitivity. Inhibition of p53 protein activity with the
pharmacological inhibitor, pifithrin-o, inhibits partly the regeneration process, thereby

providing evidence that p53 is required for regeneration.

Key words: Axolotl, p53, tumour suppressor, cancer, regeneration, evolution, aging
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Chapitre 1. Introduction

1.1 Avant-propos
La régénération du corps fascine I’imaginaire des hommes depuis toujours, nous
n’avons qu’a penser a ’ceuvre de Frank Herbert, en particulier au roman le messie de Dune
[1], ou des cuves « axolotl » permettent de recréer des corps... ou encore a un classique de
I’horreur des années 80, 'Homme des marais [2], régénérant un bras amputé... La
régénération est un domaine qui hante les espoirs de ’homme. Le cancer est une autre
hantise de I’homme moderne, prenant de plus en plus de place aujourd’hui au sein de notre
population vieillissante. Qui ne connait pas quelqu’un ayant eu a combattre cette maladie,
qui peut imaginer les sommes colossales qu’engouffre ce fléau en perte de potentiel
humain, en coiit de santé? Pourtant, entre régénération et cancer il n’y a peut-€tre qu’un pas
a franchir.[3] Un cancer est une prolifération incontrélable, anarchique de cellules ayant
perdu leurs caractéristiques propres tandis que la régénération est une prolifération
parfaitement orchestrée de cellules dédifférenciées recréant un organe fonctionnel. Afin de
découvrir les liens pouvant rapprocher la régénération et le cancer il est possible d’utiliser
un modéle animal vertébré qui régénére, qui est trés résistant au cancer (probablement a
cause de sa capacité a régénérer) et qui posséde un quotient de longévité élevé : j’ai nommé
I’ Ambystoma mexicanum, I’axolotl. Le quotient de longévité correspond ici 4 1’age que peut
atteindre un organisme en fonction de son poids, plus le quotient est élevé, plus il démontre
une capacité a lutter contre le vieillissement et de maniére détournée a lutter contre le
cancer. Pour fin d’exemple, I’homme a un quotient de longévité de 5,1 tandis que la souris

enaunde0,7.[4, 5]
Le projet de maitrise suivant avait pour but d’isoler la séquence du geéne p53 de
’axolotl, géne qui lorsque muté est souvent associé au développement d’un cancer, de
vérifier son activité a savoir si la protéine répond a divers stress en accord avec ce qui est

connu dans la littérature et finalement de vérifier son implication durant la régénération.



1.2 L’axolotl, régénération et résistance aux cancers:
1.2.1 L’axolotl
1.2.1.A La phylogénie de I’axolotl

L’ Axolotl, Ambystoma mexicanum, est un amphibien urodéle (amphibien avec
queue) de la famille des Ambystomatidae, salamandres du nouveau monde, comprenant 30
espéces.[6] 11 fait parti du Régne : Animalia; Embranchement : Vertébré; Classe :
Amphibia ; Ordre : Caudata (urodela); Sous-ordre : Ambystomatoidea ; Famille :
Ambystomatidae ; Genre : Ambystoma ; Espéce : Mexicanum. En 2006, 5918 especes

d’amphibiens au total ont été dénombrées (www.globalamphibians.org).

1.2.1.B Habitat et historique de I’axolotl

Les Axolotls Ambystoma mexicanum sont originaires de deux des lacs entourant la
ville de Mexico : le lac Xochimilco et le lac Chalco. De nos jours, I’expansion urbaine ainsi
que la pollution ont fortement réduit ’habitat de I’axolotl et celui-ci ne se retrouve
maintenant que trés rarement a | état sauvage.[6, 7] C’est en 1863 que la premiére colonie
d’axolotls fut créée au Musée d’Histoire Naturelle de Paris. Un général appelé Forey
rapporta du Nouveau Monde 33 axolotls de « type sauvage » ainsi qu’un « type blanc » afin
qu’on les étudie. Une grande partie des axolotls de laboratoire utilisés aujourd’hui sont les
descendants de ce premier arrivage Européen.[6] Ainsi, la majorité des connaissances

modernes acquises par I’étude de 1’axolotl I’ont ét€ a I’aide d’animaux d’élevage.

1.2.1.C Stades de développement, métabolisme et mutants

L’axolotl (Ambystoma mexicanum) est un urodéle néoténique, c’est-a-dire qu’il
conserve des traits larvaires méme au stade adulte.[8, 9] Il demeure, sa vie durant, purement
aquatique et conserve donc ses branchies. Chez plusieurs autres espéces de salamandres,
prenons comme exemple le triton (newt : Notophthalmus v., Pleurodeles w. etc.), il y a
passage d’un stade larvaire aquatique & un stade juvénile terrestre puis retour & un stade
adulte aquatique pour la reproduction.[8] Bien que I’axolotl soit néoténique, il est possible
de provoquer sa transformation en organisme terrestre, correspondant a I’état juvénile ou
adulte chez les autres salamandres, en injectant a 1’animal d’infimes quantités d’hormones

thyroidiennes (T3, T4, TSH de mammifére).[10]



L’axolotl est un animal poikilotherme, au méme titre que les invertébrés, poissons,
amphibiens et reptiles, c’est-a-dire que : « leur température interne, leur métabolisme, leur
taux de consommation d’oxygéne et souvent leur degré d’activité sont variables en fonction
de la température de leur milieu ambiant ; leur température interne différe peu de celle de
leur environnement... ».[11] Il vit idéalement dans un milieu ou la température avoisine
20°C.[12] 11 atteint sa maturité sexuelle vers 1 ans (entre 1 et 3 ans), peut vivre en captivité
jusqu'a 25 ans et atteindre 30cm de longueur du rostre au bout de la queue.[9]

L’axolotl arbore plusieurs teintes en fonction du développement et/ou de la
migration de ses cellules pigmentaires. L’axolotl de type sauvage posseéde 3 types de
cellules pigmentées ; mélanophores contenant la mélanine (couleur noir), xantophores
contenant le pigment jaune (cellules contenant de la ptéridine) et les cellules iridophores
(cellules réfléchissantes contenant des purines). Ainsi, I’axolotl de type sauvage a une teinte
allant du vert au brun. Différentes mutations entrainent différentes colorations chez
I’axolotl; les «blancs» ayant une mutation récessive (d) n’ont pas de cellules
mélanophores et apparaissent roses; les « mélanoides » ayant une mutation récessive (m)
ont une production augmentée de cellules mélanophores ainsi qu’une diminution de leur
cellules xantophores et iridophores, ces animaux sont donc noirs; les mutants albinos (a) ne
peuvent, quant a eux, produire de cellules pigmentaires mélanophore mais ont des taux
normaux de cellules xantophore et iridophores, ils apparaissent dorés et leurs yeux n’ont
aucune pigmentation. Les « mutants » de couleurs sont particulierement intéressants dans
certains contextes de recherches, par exemple, lors d’hybridation « Whole-mount » sur des

organismes entiers.[9, 13] Soulignons que 1’axolotl posséde 28 chromosomes (2n).[14, 15]

1.2.2 Régénération
1.2.2.A Les organismes pouvant régénérer

L’axolotl posséde la capacité de régénérer parfaitement différentes parties de son
corps, c’est-a-dire ses membres [16-18], sa queue, ses branchies, sa méchoire, sa peau,
I’apex de son coeur, sa moelle épiniére [19-21], son cerveau... Par ailleurs, I’axolotl n’est
pas le seul animal ayant la capacité. Les métazoaires démontrent une forte propension a la
régénération. Il est possible d’inclure parmi ces animaux régénérant les cnidaires (Hydra),

les vers plats (Dugesia), les vers annelés (Nereis) et les échinodermes (Linckia).[22] La



régénération observée ici serait aussi en lien avec la possibilité de reproduction asexuce.
L’exemple le plus frappant concerne 1’4scidia (Ascidie, organismes filtreurs) ou une simple
cellule sanguine peut générer un organisme entier.[23] Il existe aussi plusieurs organismes
« évolués », autres que les amphibiens, pouvant régénérer. Par contre, ceux-ci sont plus
rares et ne régénérent souvent qu’imparfaitement. Nous pouvons penser ici a la blatte qui
peut régénérer ses pattes, a certains lézards pouvant régénérer leur queue, aux poissons
régénérant leurs nageoires (poisson zébre : Danio rerio) [22], aux cervidés régénérant leur
bois [23], ainsi qu’a ’homme pouvant régénérer le bout de ses doigts jusqu'au début de
I’age adulte.[24]

Figure 1 : L’axolotl (Ambystoma mexicanum)
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Axolotl albinos adulte et différentes parties de son corps pouvant régénérer.

1.2.2.B Les types de régénération

Il existe deux principales formes de régénération soit celle dite morphollaxique et
celle dite épimorphique.[23] La premiére est un type de régénération n’impliquant pas la
prolifération de nouvelles cellules. L’organe perdu est recréé par restructuration des cellules
restantes de I'organisme. Il y a ici dédifférenciation, migration et transdifférentiation
cellulaire remplagant ce qui a été perdu, donnant ainsi deux organismes complets de taille

plus petite que I’original : la morphollaxie serait une régénération par transdifférenciation



de composants corporels pré-existant.[25] Cest la méthode de régénération qu’utilisent les
métazoaires. L’axolot] ainsi que les autres animaux supérieurs régénerant utilisent, quant a
eux, le deuxiéme type de régénération, c’est-a-dire la régénération épimorphique. Dans ce
type de régénération, il y a repousse d’une nouvelle structure remplagant celle qui a été
perdue. Cette régénération implique la migration de cellules épithéliales, la
dédifférentiation de cellules mésenchymateuses, leur prolifération ainsi que leur
transdifférentiation générant une nouvelle structure : la régénération épimorphique est une

régénération par addition de composants corporels néoformés.[25]

1.2.2.C La régénération chez I’axolotl

Bien que 1’axolotl puisse régénérer la quasi-totalit¢ de son corps, I’emphase des
recherches régénératives fut mise sur la régénération des ses membres, structures
relativement grosses, facilement accessibles et trés faciles a manipuler chirurgicalement et
chimiquement [17] La régénération épimorphique s’opérant chez I’axolotl est
habituellement considérée comme un processus de nature biphasique. Elle comprend une
phase de préparation, propre  la régénération, suivi d’une phase de redéveloppement.[26]

Durant la phase de préparation, suivant I'amputation, il y a formation d’un
épithélium de guérison composé de cellules issues de la couche basale de 1’épiderme de la
peau mature de ’animal [27], migrant des abords de la blessure et refermant la plaie. Ce
mouvement cellulaire s’effectue en quelques heures [28] et recouvre, dans un premier
temps, la plaie d’une unique couche de cellules. Cette couche cellulaire s’épaissie peu a peu
afin de former la coiffe apicale ectodermique (AEC).[27] Les cellules prés du site
d’amputation (les cellules post mitotiques du mésenchyme, les cellules musculaires,
osseuses, cartilagineuses, les fibroblastes...) perdent leurs caractéristiques propres, se
dédifférencient en cellules pluripotentes mésenchymateuses.[17] Ce phénoméne s’effectue
jusqu’a 2 millimétres en amont du site d’amputation. Ce sont ces cellules qui migrent et
proliférent afin de former le blastéme. L’innervation est primordiale lors de la phase de
préparation.[26] Si le blastéme de la patte est dénervé durant les premiers moments de la
régénération celle-ci est inhibée.[26, 29, 30] Il est méme possible de remarquer une
résorption du blastéme. Par contre, suivant le stade de régénération du bourgeon tardif,

I’apport nerveux n’est plus nécessaire.[31] (Annexe 1: stades de régénération). De plus,



lorsqu’il y a dénervation lors de la régénération de la patte chez la larve, a la fois d’urodéle
et d’anoure, il y a inhibition de la régénération et régression du bourgeon de la patte jusqu'a
ce que I’apex de la blessure atteigne le nerf [32-34] : I'apport nerveux semble donc central
a Dinitiation ainsi qu’au déroulement de la régénération du membre lors de la phase de
préparation. En plus de I'importance des nerfs, I’intégrite de I’épithélium de guérison/AEC
ne doit pas étre altérée car si c’était le cas, il y aurait inhibition de la régénération. Par
exemple, I’amputation de 1’épithélium de guérison ou de I’AEC inhibe la régénération tout
comme une irradiation détruisant les cellules de I’épithélium ou encore une fermeture de la
plaie par des points de suture ou la transplantation de peau mature... ces manipulations
chirurgicales empéchant la formation de I’épithélium de guérison.[27]

Dans un deuxiémement temps, il y a phase de redéveloppement. Cette phase se
calque sur le développement embryonnaire de I’organe ayant été perdu, amputé. Par
ailleurs, I'importance qu’avait I’innervation durant la phase de préparation n’existe plus ici
et la régénération peut s’effectuer sans la présence des nerfs, sans apports de substances
neurothrophiques.[35, 36]

Fait notable, I’ceil de I’axolotl est un des seuls organes qui lui est impossible de
régénérer. Chose intéressante, chez différentes espeéces de tritons (newt: Iriturus
pyrrhogaster), le cristallin, au méme titre que la patte, fut grandement utilisé dans I’étude
de la dédifférenciation cellulaire durant la régénération.[22, 37, 38] L’étude de la
régénération du cristallin proposait plusieurs avantages dont une régénération issue d’un
seul type cellulaire (cellules pigmentées de I’épithélium de I’iris : PEC). De plus, sa
structure apparait beaucoup plus simple que celle de la patte qui est composée de plusieurs
types de cellules différentes et qui posséde une architecture assez complexe.[22]

La régénération du cristallin s’initie toujours a partir de la portion marginale dorsale
de I’épithélium de I’iris de I’ceil, jamais de la portion ventrale. [37, 38} Une transplantation
de la partie ventrale de I’iris dans un ceil lentectomisé n’entraine pas la régénération du
cristallin alors que la transplantation de la partie dorsale initie sa régénération.[37]
Plusieurs expériences ont été faite sur la régénération du cristallin et I’induction de sa
régénération a 1’aide de drogues cancérigénes. [37] Ces dernieres expériences permettent un
rapprochement entre la régénération et le cancer car il apparait qu’une tentative d’induction

de cancer dans Piris de la salamandre est suivie d’une régénération normale ou encore



d’une super-régénération du cristallin et non d’un cancer, état de fait dont je discuterai plus
loin.[37]

1.2.2.D Régénération chez les anoures

Comme je I’ai souligné plus haut, les anoures ont elles aussi la capacité de régénérer
mais celle-ci est nettement limitée.[39] Au stade de tétard, les anoures sont capables de
régénérer une patte arriére amputée. Plus I’amputation est précoce dans le développement
de la grenouille plus la patte régénére parfaitement.[40, 41] Une fois métamorphosée, la
plupart des grenouilles (ex. Rana sylvatica) voient leurs capacités de régénération
disparaitre.[31, 42] Par contre, une exception demeure, Xenopus laevis (xénope) adulte
démontre une certaine capacité de régénération consistant en la repousse d’un appendice
cartilagineux en forme de pointe remplagant la patte perdue.[39] Les anoures n’ont donc
pas une capacité de régénération égalant celle des urodéles. Des expériences de dénervation
de pattes de xénope ont démontré I’importance de 1’apport nerveux durant la régénération :

s’il y a dénervation, il y a absence totale de régénération.[31, 32, 39, 40]

1.2.3 Résistance aux cancers et régénération

La prochaine partie traitera de cancer. Nous le définirons ici comme une masse de
cellule issue d’une méme lignée cellulaire (d’une seule cellule anormale), non encapsulée,
envahissant et détruisant les tissus 1’environnant.[43, 44] Pour s’y retrouver, les cancers
sont classés selon leur cellule d’origine: les carcinomes proviennent de cellules
épithéliales, les sarcomes proviennent de tissus conjonctif/musculaire et les leucémies
proviennent des cellules hématopoiétiques et des cellules du systéme nerveux. Il est

intéressant de noter que 90% des cancers humains sont des carcinomes.[44]

1.2.3.A Théorie de Waddington

Diverses théories ont vues le jour tentant de rapprocher cancer et régénération, de
trouver des liens pouvant unir ces deux différents « générateurs de néoplasies » si
semblables mais donnant des résultats absolument incomparables. Waddington [45], en
1935, proposait une théorie, découlant des travaux de Spemann sur le centre organisateur,

voulant qu’un embryon, durant le développement, posséda des champs d’individuation



donnant naissance aux différentes parties de son corps en réponse a des évocateurs
(protéines, hormones...). Ces évocateurs seraient sécretés lors du développement mais aussi
plus tard dans la vie, suite & différents stress pouvant toucher 1’organisme par exemple, une
blessure, I’amputation d’un membre, des signaux de croissance aberrants (oncogene), etc.
Lors du développement, ces évocateurs auraient la possibilité d’engendrer la formation
d’un organe donné seulement au moment opportun, introduisant ’idée de compétence de
I’organisme, du champ d’individuation, & répondre a un stimulus habituellement présent
lors du développement embryonnaire. Devenant adultes (n’étant plus compétents), la
majorité des organismes perdraient la réceptivité qu’avaient les champs d’individuation a
répondre a un évocateur par la production d’un organe/membre correspondant a celui-ci.
Seuls les organismes pouvant régénérer, ayant des champs d’individuation demeuré
« puissants », conserveraient jusqu’au stade adulte cette réceptivité aux signaux des
évocateurs. Ces organismes auraient donc encore la capacité a répondre a des évocateurs
divers. Par exemple, lors d’une blessure, source d’évocateurs, I’animal pourrait
redévelopper (régénérer) la partie qu’il a perdu. Ainsi, chez un organisme aux champs
d’individuation forts, des évocateurs découlant de la perte d’'un membre permettrait sa
régénération tandis que chez un organisme ayant des champs d’individuation faibles, la
perte du méme membre n’entrainerait pas une régénération mais une simple guérison.
Waddington, avance aussi 1’idée qu’un cancer, générant des évocateurs, peut étre pergu
comme étant une tentative de régénération chez un organisme ayant des champs
d’individuation faibles (ne pouvant pas régénérer).[46-48] Donc, les organismes ayant des
champs d’individuation forts pourraient aussi « ignorer » les évocateurs cancérigenes
inhibant leurs effets tumorigéniques ou encore décoder ceux-ci comme étant un signal de
développement de structure lié au champ « puissant ». Ces animaux seraient plus résistants
aux cancers que les autres organismes et ce pour des raisons encore méconnues. Dans les
faits, un axolotl, et méme a la rigueur les anoures durant leur stade larvaire (Tétard :
pouvant régénérer), ayant des champs d’individuation forts, sont plus résistants aux cancers
que pourrait I’étre un mammifére (une souris de laboratoire, par exemple). De prime abord,
cette théorie supporterait ce qui est connu dans la littérature a propos de P’incidence du
cancer chez les amphibiens. D’aprés Waddington [45] et Needham [49], un cancer serait la

« fuite morphologique» de cellules tumorales, fuite de Iinfluence d’un champ



d’individuation « puissant» qui a faibli ou disparu. Selon Schlumberger (1948), les

animaux régénérant semblent effectivement présenter moins de tumeurs spontanées.[50]

Tableau I : Récapitulatif de la théorie de Waddington (Nature, 1935) [45]

Champ d’individuation Evocateur Effet(s)
Puissant (embryon) Développement Développement
Normal (adulte) Cancérigéne Cancer

. Sans effet/membre
Puissant (adulte) ) )
Cancérigene accessoire
Normal (adulte) Blessure/amputation guérison
Puissant (adulte) Blessure/amputation régénération

Bien que la théorie de Waddington donne un bon aperg¢u du lien pouvant unir régénération
et cancer, il n’en demeure pas moins que les concepts d’évocateurs et de champs
d’individuations peuvent étre remplacés par des idées plus contemporaines. L’évocateur
pourrait correspondre au concept plus actuel de morphogénes, substances actives dont la
concentration varie dans I’organisme en développement, créant un gradient, permettant la
formation de structures, « patterns », en affectant les cellules différemment en fonction de
sa concentration.[23] De plus, comme pour I’évocateur, le morphogeéne n’a pas que des
effets durant le développement. Ces morphogénes sont souvent impliqués dans I’initiation
de différents cancers chez les organismes adultes.[51] Par exemple, Sonic hedgehog (Shh)
est d’'une importance primordiale lors du développement embryonnaire du membre ainsi
que du systéme nerveux central. Par contre, chez I’adulte, une activation aberrante des
voies I’impliquant peut entrainer des carcinomes, des médulloblastomes, des cancers de la
gorge ainsi que de la prostate.[52] Ce morphogéne a donc une répercussion trés différente
sur I’organisme en fonction du moment ou il est exprimé ce qui correspond bien aux effets
d’un évocateur selon Waddington.

Les champs d’individuation, quant a eux, peuvent correspondre aux champs
morphogénétiques, théorie réapparue au début des années 1990 suite aux expériences
impliquant les disques imaginaux chez la drosophile. Selon Gilbert: « Un champ

morphogénétique est un domaine pouvant étre isol€, transplanté, et est trés bien caractérisé
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chez I’embryon ».[52] En effet, chez la drosophile, le disque imaginal de la patte peut
générer une patte, générer une patte compléte méme si le disque est endommagé (champ
morphogénétique, croissance compensatoire, voir Chapitre 1 partie 1.4.6) et peut générer
une patte s’il est transplanté ailleurs sur la larve de drosophile. Ainsi, un champ de « patte »
peut étre isolé et transplanté ailleurs sur I’embryon et formera une patte en réponse a un
morphogéne. Ainsi, dans le cas nous intéressant, I’axolotl posséderait des champs
morphogénétiques pouvant répondre a lactivation d’un morphogéne (activé par
I’amputation d’un membre, par un oncogéne...) méme a I’état adulte, hors de la période de
compétence normale ayant cours durant le développement. Cette activation de
morphogénes permettrait une récapitulation du développement (régénération) menant a un

remplacement de la structure 1ésé correspondant au champ morphogénétique.

1.2.3.B Amphibiens et néoplasie spontané

Tsonis, en 1988 [53], compila toutes les observations de néoplasies chez les
amphibiens et voulu déterminer si ceux-ci sont effectivement plus résistants aux cancers
que le seraient, par exemple, les mammiféres. Bien que plusieurs revues de littérature
portaient déja sur le cancer chez les amphibiens [50, 54, 55] celle de Tsonis [53] est
beaucoup plus récente et comprend tous les cas rapportés de cancer chez les amphibiens
entre 1948 et 1988. Il observa que 50% des cas rapportés de néoplasies I’ont été chez des
amphibiens de trois espéces différentes, c’est-a-dire les amphibiens les plus utilisés comme
modeéles expérimentaux (2 espéces d’anoures : Rana pipiens (23 cas) & Xénopus laevis (20
cas) et 1 espéce d’urodéle : Ambystoma mexicanum (16 cas)). Ainsi, le nombre réduit de
cancers observés chez les amphibiens moins utilisés en recherche autres que les trois ci-
dessus, serait dii 4 un biais créé par la faible utilisation de ces organismes comme modeéles
expérimentaux. De plus, le manque d’études sur la propension aux cancers des amphibiens
dans leur milieu naturel ne permet pas d’avoir une bonne appréciation de leur plus grande
résistance aux cancers. Tsonis [53] dénote qu’il est normal de voir, a I’automne, des
tumeurs de I’épiderme chez prés de 6% des tritons (Cynops pyrrhogaster). Par contre,
aucun cas de néoplasie n’a été rapporté touchant les pattes, les yeux et la queue des tritons
(champs d’individuation forts), parties des animaux qui ont été intensivement disséqués

depuis les débuts de I’étude de la régénération.[53] Depuis 1988, d’autres exemples de
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cancer spontané ont été dénombrés chez les amphibiens. Harshbarger découvrit des
mastocytomes (tumeurs localisées de la peau, habituellement bénignes, issues de
mastocyte) chez 18 Ambystoma mexicanum et © Ambystoma  tigrirum.[43] Ces
mastocytomes touchaient de vieux spécimens, de 11 a 17 ans, et étaient situés dorsalement,
ventralement ou sur la surface latérale de I’animal... jamais sur la queue ou les pattes.

Un moyen plus direct de mesurer la résistance au cancer est de tenter de I’induire
dans ’organisme et c’est de cette fagon que nous pouvons finalement apprécier la

résistance des amphibiens a développer des cancers.

1.2.3.C Résistance des amphibiens & développer un cancer

C’est par le biais d’expériences d’induction de cancers qu’apparait plus clairement
la résistance des amphibiens a développer des néoplasies. Tsonis, en 1983 [56], a procédé a
une revue de littérature sur ’implantation de substances cancérigénes chez les amphibiens.
Ici, en accord avec la théorie de Waddington, les amphibiens ayant des champs
d’individuation forts, se répercutant par la capacité de régénérer, n’ont que trés rarement
développé des cancers. En effet, une expérience effectuée sur 500 tritons (Triturus
viridescens) ayant subi des injections de « goudron de charbon » (Coal tar) mélé a
différentes substances cancérigénes (methylcholanthrene (MC ou MCA), benzopyrene
(BP), acetylaminofluorene et « rouge de scarlet » (scarlet red) ) n’ont généré des sarcomes
que chez deux des animaux traités (injection de goudron de charbon additionné de
MC).[57] A titre d’exemple, des expériences utilisant de la peinture & base de « goudron de
charbon» incorporée a I’eau de souris A/J, donnée 3 fois par jour durant 8 semaines, ont
généré, selon la concentration utilisée (Img, 10mg et 55mg/souris), des tumeurs
pulmonaires chez 35%, 97% et 72% des animaux utilisés. De plus, 42% des souris traitées
avec 55mg de peinture ont développé des papillomes ou carcinomes de la membrane
gastrique.[58] Bien que la méthode d’incorporation du « goudron de charbon » ne soit pas
la méme ici, il est possible de voir que ses effets sont importants chez la souris et semblent

minimes chez le triton.
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1.2.3.D Résistance des amphibiens 4 développer un cancer: Membres surnuméraires
De maniére encore plus surprenante, comme 1’appréhendait Waddington [45], bien
qu’il y ait eu absence de développement d’un cancer suite a I’incorporation d’un
cancérigéne dans une patte de triton, plusieurs cas d’apparition de membres surnumeraires
sont observés.[57] C’est suite & I’introduction de substances cancérigénes dans le coude des
tritons [57] que cet évocateur cancérigéne a été traduit par le champ d’individuation comme
étant un évocateur du développement du membre. Sur 500 tritons injectés avec un mélange
de «goudron de charbon», 40% des 500 animaux ont développé des membres
surnuméraires. Butler et Blum ont aussi généré un nombre important de membres
surnuméraires en irradiant avec des rayons UVs la région du coude de la patte antérieure
d’embryons d’Amblystoma opacum : 110 des 150 animaux irradiés ont développé un
membre accessoire[59] précédé par une régression apparente de la patte déja formee.
Encore ici, en accord avec la pensée de Waddington (1935), des évocateurs découlant d’un
stress (dommage a I’ADN par les rayons UVs) ont été interprétés par les champs
d’individuation « puissants » comme étant des évocateurs de développement du membre.
Butler et Blum ont tenté d’irradier la partie précédant et succédant au coude du membre
antérieur ainsi que I’épaule ce qui n’a causé qu'un nombre infime de membres
surnuméraires c.i.e. 0/115 et 2/170 respectivement [59], les champs d’individuation
« puissants » seraient donc bien circonscrit. L’équipe de Tsonis [60], en 1981, & aussi
généré 2 membres surnuméraires ainsi que plusieurs anomalies osseuses au niveau du
coude du triton en implantant des cristaux de substances cancérigénes (MNNG (n-methyl-
n-nitro-n-nytrosilguanidine) , 4NQO (4-nitroquinoline 1-oxide)). Aucune tumeur n’est

résultée des expériences de Tsonis.[60]

1.2.3.E Résistance des amphibiens a développer un cancer : Néoplasie suivi de
régression

Dans plusieurs autres cas, ’introduction de substances cancérigenes entraine la
formation d’une masse se résorbant avec le temps. En effet, Arffmann, en 1961, observa
I’apparition d’hyperplasie suite a I’application de MC, BP ou DBA au niveau des cellules
de I’épithélium de queue de 7. cristatus.[61] Ces hyperplasies régressaient aprés 20 a 30

jours suivant les traitements.[61] Seilern-Aspang et al. [62], en utilisant les mémes
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substances cancérigénes que 1’équipe de Arffmann sur des tritons (7. cristatus), ont induit
des tumeurs de I’épithélium des glandes muqueuses qui ont régresse et se sont différenciées
en cellules non-cancéreuses. Ingram [63] a aussi tenté des expériences utilisant des
substances cancérigénes (DBA et BP) injectées dans la région du cloaque de I’axolotl
(injection dans la région postérieure du corps, sur le coté, prés de la patte arriere,
intradermal). Les 200 axolotls utilisés eurent une réaction au niveau de I’épiderme
correspondant a Iinfiltration de macrophages et prolifération de I’épiderme, réaction qui
s’est résorbée avec le temps. Aprés 7 a 20 mois, 32 animaux ont généré des excroissances
semblables & des papillomes (14/54 traités au DBA et 18/57 traités au BP) mais qui ne se
sont jamais transformées en masses cancéreuses. Deux axolotls sur 200, apres 2 et 3 ans,
ont développé un cancer (1 sarcome et 1 hépatome). Par contre, un des cancers ne serait pas

directement lié au traitement.[63]

1.2.3.F Résistance des amphibiens i développer un cancer: Tentative d’induire
expérimentalement un cancer durant la régénération

Dans la revue de Tsonis [56] il est aussi question d’induction de cancer durant la
régénération, c.i.e d’incorporation d’une substance cancérigéne a méme le blastéme de
régénération. Un bon nombre d’études d’introduction de cancérigénes dans des membres en
régénération d’urodéles furent effectuées de 1940 a 1970, utilisant plusieurs cancérigenes
connus (Dibenzathrecene, BP, MC, 4NQO, mitomycin C, MNNG...). Dans toutes ces
études, la régénération de la patte traitée était soit normale, soit ralentie ou arborait des
anomalies de régénération sous forme de doigts surnuméraires, d’arrét précoce de la
régénération ou d’hyperplasie de 1’épiderme.[64] Tsonis [56] a aussi remarqué, que selon
les différentes études, une petite dose de substance cancérigéne produit généralement une
régénération normale tandis qu’une dose importante entraine un effet toxique inhibant la
régénération. Les malformations issues de ces régénérations altérées ne seraient pas dues a
un effet de toxicité car l'utilisation de produits ayant une toxicité analogue aux
cancérigénes utilisés ne donna jamais de régénérations anormales.[56] Ces résultats sont
encore une fois en accord avec ce que 1’on pouvait prévoir avec la théorie de Waddington.
Le blastéme de régénération du membre serait un lieu d’extréme compétence, sous le

contrdle d’un champ d’individuation trés « puissant », qui permettrait de rallier I’effet des
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évocateurs cancérigénes a ceux de la régénération du membre orchestrant I’ensemble de la
prolifération cellulaire sans jamais générer de tissu cancéreux.

Une expérience trés intéressante effectuée lors de la régénération du cristallin du
triton a vérifié une fois de plus la théorie des champs « d’individuation fort» de
Waddington. Précisons que le triton (Cynops pyrrhogaster), contrairement a I’axolotl, peut
régénérer son cristallin. En effet, lorsque le cristallin est amputé, la régénération s’initie a
partir des cellules épithéliales pigmentées de la partie dorsale de I'iris de I'ceil : la
régénération ne s’initie jamais par la partie ventrale de I'iris de I’ceil.[38] Par contre,
lorsqu’il y a implantation de MNNG dans !’iris ventrale de I’ceil, il y a une initiation de la
régénération d’une seconde lentille naissant de la partie ventrale de Iiris.[37]
L’introduction d’une substance cancérigéne durant la régénération du cristallin entraine
donc ici des résultats différents de ce qui est observé lors de I’introduction de cancérigenes
durant la régénération de la patte. Dans ce dernier cas, lors de la régénération d’'un membre,
il n’y a jamais eu d’observation de membre surnuméraire mais seulement des déformations
alors que dans le cas du cristallin il y a formation d’une lentille accessoire, d’un organe
surnuméraire. Il pourrait exister des différences quant a la régénération d’un appendice
versus un organe interne. Il est possible de se demander si le champ d’individuation
comprenant I’ceil des urodeles est aussi puissant que celui d’'un membre. Les champs
d’individuation de la patte et de ’ceil seraient probablement de « puissances différentes ».
Soulignons encore une fois que 1’axolotl peut régénérer parfaitement plusieurs parties de
son corps exception faite de son cristallin (champ d’individuation faible) et que le MNNG
entraine la régénération d’une lentille surnuméraire chez le triton mais jamais la
régénération d’un membre surnuméraire.

Aucun cancer ne fut jamais observé durant la régénération d’un membre. Par contre,
Okamoto en 1997, réussit a induire chimiquement des tumeurs dans 7 des 8 tritons (Cynops
pyrrhogaster) lentectomisés, durant la régénération du cristallin, en utilisant un composé de
Nickel Subsulfide.[65] C’est une injection de Nickel Subsulfide intra-occulaire (chambre
postérieure de I’ceil ou se trouve 'humeur vitrée) qui généra les tumeurs. Les tumeurs ne
semblent pas issues de I’iris ventral ou dorsal de 1’oeil. Donc, cette induction de cancer
aurait lieu durant la régénération mais n’affecterait pas directement le blastéme de

régénération du cristallin. Il semblerait plut6t que le Nickel Subsulfide ait attaqué la cornée
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et que la tumeur ait pris toute 1’espace possible dans le globe oculaire, détruisant la
structure de Iiris, de la rétine et de la choroide par le fait méme. Il semble donc possible de
générer un cancer durant la régénération du cristallin, mais non en agissant directement sur
celui-ci : que serait-il advenu d’une injection dans Viris ventral ou dans I'iris dorsal? I
serait aussi intéressant d’incorporer du Nickel Subsuifide dans des blastémes de pattes afin
de mesurer son effet cancérigéne durant la régénération d’un membre.

La premiére véritable induction de cancer dans un membre d’amphibien fut obtenue
chez des anoures (Rana pipiens) 4 I’aide de MC. Un nombre de 22 sarcomes ont été
produits chez 19 grenouilles adultes. Cependant, 13 de ces sarcomes sont apparus chez des
grenouilles aux membres ayant été préalablement dénervés (incapacité a régénérer) et deux
chez des grenouilles avec membres intacts.[66] Ce dernier résultat devient trés intéressant
si ’'on pense 4 I’importance de I’apport nerveux durant la phase de préparation de la
régénération dont j’ai parlé précédemment. La capacité de régénération protégerait du
cancer donc, si la régénération apparait impossible, cette protection disparaitrait. A plus
forte raison, les capacités de régénération des anoures adultes sont nulles (Rana) ou trés
imparfaites (Xénopus leavis) si on les comparent aux urodéles (voir 1.2.2.D), réduisant
encore la protection anti-cancérigéne qu’apporterait la capacité a régénérer. Il serait
particuliérement intéressant de tenter d’induire des cancers, a ’aide de MC, sur des axolotls

ayant les membres dénervés.

1.3 Conclusion cancer et régénération

Donc, si un champ d’individuation « puissant » est mis en présence d’un évocateur
cancérigéne durant la régénération (période de compétence), il n’y aurait pas
développement d’un cancer mais régénération normale d’un organe en lien avec le champ
&’individuation. C’est en effet ce qu’il est possible d’observer chez les urodeles car, ace
jour, toutes tentatives d’induction d’un cancer dans un blastéme de patte se sont soldées par
une régénération exempte de toute trace de cancer.

1l serait trés intéressant de pouvoir comparer I’effet des cancérigénes utilisés lors
des précédentes expériences sur des organismes autres que les amphibiens. Méme s’il
existe plusieurs études utilisant ces cancérigénes chez les mammiferes, il s’avere pourtant

impossible de comparer I’effet de ces substances pour plusieurs raisons. L’administration
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des différents cancérigénes chez les amphibiens ne se fait pas de la méme fagon qu’avec les
mammiféres. Par exemple, dans la plupart des expériences il y a soit implantation d’un
cristal sous 1’épiderme ou dilution du produit dans I’eau qu’occupe I’animal. Chez les
mammiféres, les substances cancérigenes sont souvent administrées oralement, injectées,
implantées sous la peau et la quantité du cancérigéne est fonction du poids de I’animal, ce
qui n’est pas le cas lors des expériences utilisant des amphibiens. Malgré ces difficultés a
comparer la résistance aux cancers de différents modéles expérimentaux, il n’en demeure
pas moins que les urodeles, méme §’il est possible de leur induire des tumeurs, démontre
une incidence moindre de cancer.[38] D’un point de vue strictement expérimental, les
chercheurs désirant causer des précédents de tumeurs chez les urodeles ont assurément
utilisés la dose maximum non-toxique pour leurs animaux de laboratoire et ceux-ci ne sont
pas parvenus & générer de cancer massivement. Il est tout de méme possible d’observer
Ieffet de différentes drogues cancérigénes chez les mammiféres. Par exemple, chez le
hamster, ’administration intragastrique de MNNG (LDso) durant 25 semaines cause des
papillomes et des carcinomes chez 80% des males et 30% des femelles.[67] II est aussi
connu que le «goudron de charbon», générant des membres accessoires chez les
amphibiens, cause des ostéosarcomes chez le lapin.[57, 68]

Il semble bien exister un lien entre la régénération et la résistance au cancer. Le
désir de comprendre plus en détail ce lien pousse donc a utiliser un modéle vertébré qui
peut a la fois régénérer et qui apparait trés résistant a I’induction de cancer : ’axolotl. Afin
d’entreprendre I’étude du lien «résistance au cancen et régénération, il apparaissait logique
de concentrer nos efforts sur la protéine p53, un tumo-supresseur impliqué dans le contrdle
du cycle cellulaire et de I’apoptose, une protéine qui est mutée dans prés de 50% des
cancers humains (90% de mutation dans les mélanomes humains).[69-71] Ainsi, nous
avons entrepris d’étudier la protéine p53 chez I’axolotl et voulons comparer sa séquence et
son activité avec ce qui est connu de d’autres espéces. De plus, nous espérons déterminer si

p53 joue un rdle durant la régénération.
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1.4 La protéine pS3
1.4.1 Historique

Les débuts de I’étude de p53 ont été traversés par plusieurs erreurs d’interprétation.
Aujourd’hui, nous savons que p53 est un géne tumo-suppresseur, mais a P’origine tout
n’était pas aussi clair. Les premiéres expériences touchant p53 datent de 1979. A cette
époque deux équipes de chercheurs, celle de Lane et Linzer, observérent une protéine de
54KDa immunoprécipitant avec le « large T antigen » du virus SV40 de cellules de souris
et de hamster transformées a 1’aide de ce méme virus.[72, 73] Cette protéine de 54KDa fut
aussi observée dans des cellules cancéreuses de souris.[73] La protéine p53 était pergue, a
cette époque, comme étant un antigene tumoral.

Pendant un moment, p53 fut aussi pris pour un oncogeéne, car on retrouvait la
protéine p53 en grande quantité dans les cellules transformées.[74, 75] De plus, lorsque la
protéine était introduite dans des fibroblastes d’embryons de rongeurs, les cellules
s’immortalisaient.[74, 75] Cependant, ces derniéres études utilisérent toutes une séquence
de p53 mutée, masquant les véritables propriétés de régulation négative du cycle cellulaire
et d’induction d’apoptose de la protéine p53.[76] Donc, c’est seulement plus tard, au début
des années 90, que les véritables fonctions de p53 ont été reconnues soit : ses capacités de
tumo-suppression, permettant le maintien de I’intégrité génomique des cellules, par le biais
de I’arrét du cycle cellulaire ou de 1’apoptose des cellules ayant leur double brin d’ADN
endommagé. Les observations suivantes ont permis de comprendre les véritables fonctions
de p53. La premiére observation : souvent, lors de cancer, une copie de I’all¢le codant le
géne p53 est muté et génére, de ce fait, une protéine mutante. Il faut savoir que p53 agit
comme facteur de transcription sous forme de tétramére. Si le tétramére comporte une
protéine p53 mutée ceci inhibe son activité et peut entrainer un effet dominant négatif.
Ainsi, lorsqu’il y a formation d’hétéro-tétraméres de p53 il n’y a pas d’initiation de la
transcription des génes cibles.[77] La deuxiéme observation : les cellules transformées dans
lesquelles un vecteur exprimant p53 « sauvage » est introduit proliférent moins.[78] La
troisiéme observation : les patients souffrant du syndrome Li-Fraumeni, syndrome
autosomique dominant (une seule copie d’un géne est muté sur un chromosome non sexuel)
caractérisé par apparition de plusieurs néoplasies du mésenchyme et de I’épithélium,

possédent des mutations héréditaires sur un de leur géne codant pour p53, inhibant son effet
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a I'image de la premiére observation.[79, 80] La quatriéme observation: les souris
homozygotes pour Dalléle nul p53 (p53 -/-) se développent normalement mais sont
particuliérement sujettes aux cancers : 4 six mois, 74% des souris homozygotes « p53 nul »
développent des néoplasies avec un temps moyen d’apparition des tumeurs de 20 jours
tandis que les souris contrdles homozygotes « p53 sauvage » ne développent pas de
cancers.[81] Ce sont ces observations qui ont permis de déterminer la vraie nature de p53
vis-a-vis le cancer. La protéine p53, en réponse a un stress cellulaire, peut activer la
transcription de génes menant & 1’arrét du cycle cellulaire, afin de permettre de réparer la
cellule ou, si les dommages sont trop importants, d’enclencher, par le biais de I’activation
de geénes cibles, la mort cellulaire programmée, I’apoptose. Lors d’un cancer, s'il y a
mutation du géne p53, celui—ci n’a plus la méme efficacité comme facteur de transcription
et ne peut plus empécher une cellule endommagée de répliquer ses erreurs.

Nous savons aujourd’hui que p53 fait partie d’une famille de protéines, facteurs de
transcription, comprenant p63 et p73. Ces protéines ont une structure semblable et leur
domaine de liaison & P’ADN comporte 63% d’identité. Il est donc plausible que ces
protéines partagent certaines fonctions. Par exemple, p73 peut activer les génes régulés par
p53 donc arréter le cycle cellulaire et enclencher 1’apoptose.[82] La différence marquante
entre la protéine p53 et p63/p73 consiste en la présence en C-terminal d’une séquence SAM
(Steric Alpha Motif).[82-84] Ce motif serait impliqué dans la régulation du développement
des organismes. P63 et p73 posséderaient un nombre important de « variantes » d’épissages
modulant leurs effets au sein de la cellule.[85, 86] Malgré le chevauchement pouvant
exister entre ces trois protéines, p53 aurait spécialement évoluée pour devenir une protéine
tumo-suppresseur répondant a différents stress cellulaires. La protéine p63 serait, quant a
elle, indispensable au développement de I’ectoderme, tandis que p73 régulerait certaines
réponses aux stress (par des voies différentes de p53) ainsi que le développement des tissus
neuronaux.[82-84, 87]

1.4.2 Structure de la protéine pS3
Parmi les différentes espéces chez qui p53 a été identifié, cette protéine conserve
une organisation de domaines et régions similaires.[88] La protéine p53 humaine, qui

compte 393 acides aminés, est composée de 5 principaux domaines fonctionnels.[89] Le
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premier domaine est celui de transactivation situé sur la partie N-terminale de la protéine
allant du résidu 1 a 60-63 dépendamment des études.[89-91] Ce domaine sert a I’activation
de la transcription de génes: des modifications post-traductionnelles au niveau de ce
domaine activent la protéine p53. C’est aussi dans ce méme domaine, sur les résidus F19,
W23 et L26, que vient se lier la protéine ubiquitine ligase Mdm2, le régulateur négatif de
p53.[92] Le domaine riche en proline, faisant partie du domaine N-terminal de la protéine,
comprenant les résidus 61-94, est composé de S5 répétitions de séquences PXXP
importantes pour les fonctions apoptotiques de p53.[90, 93, 94] Un domaine de liaison a
I’ADN, résidus 94 a 312 [95], le siége de 90% des mutations touchant p53 [70, 96]
empéchant la protéine de lier '’ADN et d’initier la transcription de certains geénes
importants dans I’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire...ceci pouvant mener a un cancer
en inhibant les activités tumo-suppresseurs de p53.[97] La protéine p53 comprend aussi un
domaine de tétramérisation (résidus 324-355) [98], favorisant la tétramérisation de la
protéine lui permettant d’avoir son effet d’activation de transcription des génes impliqués
dans ’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose. De plus, la région C-terminale contient un
domaine de régulation négatif allant des résidus 360 a 393.[99] Cette partie est
particuliérement importante pour le marquage de la protéine par I’ubiquitine, marquage
impliquant la protéine Mdm2. Une mutation de p53 sur les lysines 370, 372, 373, 381, 382,
386 changeant celles-ci en arginine empécherait I’ubiquitination de la partie C-terminale de
p53 donc son marquage et sa dégradation ultérieure.[100] Parmi ces différents domaines, il
existe aussi 5 régions excessivement conservées a travers 1’évolution. Une de ces régions
fait partie du domaine de transactivation alors que les 4 autres occupent le domaine de
liaison & I’ADN (les régions II-IV-V lient ’antigéne T de SV40).[88] Plusieurs résidus du
domaine de tétramérisation (ou leur équivalent) sont aussi conservés dans la protéine p53
de tous les organismes, ces résidus sont : E326, G334, E339, M340, N345, 1348, 1.350.[84,
88, 101] De plus, il existe deux autres parties de la protéine particuliérement conservées
chez tous les organismes, soit le NLS (Signal de Localisation Nucléaire, résidus 296-314
chez I’homme [102]) ainsi que le NES (Signal d’Export Nucléaire, résidu 332 a 343 chez
I’homme).[102] Ces deux derniers domaines régulent le transport de la protéine p53 au

noyau afin qu’elle puisse remplir son role de facteur de transcription.[103, 104]
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Tableau II : Homologie de séquences de la protéine p53 chez différentes especes

Pourcentage de résidus Pourcentage de résidus
identiques positifs

Humain/Mus musculus 77% 82%
Humain/Spalax ehrenbergi 82% 87%
(Israeli mole rats)

Humain/Gallus gallus 53% 64%
Humain/Danio rerio 56% 68%
Humain/Xenopus laevis 53% 65%
Human/axolotl* 52% 64%
Axolot!*/Mus musculus 55% 64%
Axolot!*/Spalax ehrenbergi 52% 64%
Axolotl*/Xenopus laevis 54% 66%

Résultats issus de la comparaison des séquences contenues sur le site NCBI-BLAST,
www.ncbi.nlm.nih. gov/BLAST/

*séquence p53 d’axolotl que nous avons cloné
- résidus identiques = pourcentage comprenant les acides aminées identiques
- résidus positifs = pourcentage comprenant les substitutions par des acides aminées avec

caractéristiques semblables

1.4.3 Régulation, activation, cibles et actions de pS3
1.4.3.A Régulation de p53 : role de Mdm2 et de MdmX

La régulation de p53 s’effectue au niveau de la protéine [105] elle ne dépend donc
pas d’ ARNm attendant d’étre traduit suite a un stress. L’augmentation de la demi-vie ainsi
que I’activation de la protéine p53 s’opere grice a des modifications post-traductionnelles
changeant la conformation de la protéine. Plusieurs résidus de la protéine peuvent étre
modifiés suite & 1’ajout ou au retrait d’un groupement phosphate, acetyl, glycosyl, ribose,
ubiquitine ou sumo.[69, 106, 107] Ces modifications post-traductionnelles ont pour objectif
d’augmenter la demi-vie de la protéine p53 et de changer sa conformation, exposant son
site de liaison 4 I’ADN, afin qu’elle puisse étre utilisée comme facteur de transcription sur
ses génes cibles. Certaines modifications (ubiquitination) peuvent aussi servir a marquer la
protéine afin qu’elle devienne visible a la machinerie de protéolyse.

Dans une cellule saine, la protéine inactive est présente en faible quantité et durant

un laps de temps allant de 5 & 20 minutes.[105] La présence de p53 est regulée
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négativement par la protéine Mdm2 qui est elle-méme régulée négativement par p53. Le
fait que p53 régule Mdm2 et que Mdm2 régule p53 crée une boucle de régulation négative
faisant varier hors phase la quantité de ces deux protéines.[69] Ceci permet de conserver un
niveau constant de protéine p53 rapidement utilisable par la cellule. La protéine Mdm?2 fait
partie de la famille des E3 ubiquitine ligase, ici se liant spécifiquement a p53.[100] La
régulation continue des deux protéines s’effectue comme suit : lorsque nous avons un haut
niveau de la protéine p53, celle-ci va se lier  la région stimulant la transcription du géne
Mdm?2, augmentant son niveau d’ ARNm et sa traduction en protéine; la protéine Mdm2, a
son tour, va se lier 4 la protéine p53 stimulant 1’'ubiquitination de sa partie c-terminale qui
devient ainsi accessible a la machinerie de dégradation protéolytique reconnaissant
I’'ubiquitine (26S Protéasome), ce qui réduit le niveau de la protéine pS53... et ainsi de
suite.[69] Un stress cellulaire, changeant la structure de la protéine par modifications post-
traductionnelles (on peut penser ici & la phosphorylation de la sérine 15, thréonine 18 ou
sérine 20 au niveau du n-terminal de la protéine p53) empécherait I’interaction protéine-
protéine entre Mdm2 et p53 ce qui prévient le marquage de p53 et sa dégradation
subséquente.[69, 70, 108] Ces modifications post-traductionnelles changent la
conformation de la protéine en la rendant plus stable et I’activant, lui permet de jouer son
role de facteur de transcription.

La quantité de protéine Mdm2 pourrait avoir différents effets sur le devenir de la
protéine p53. Lorsque le niveau Mdm2 est élevé, p53 serait poly-ubiquitinée et dégradée a
méme le noyau par le protéasome 26S. Ce qui va légérement a I’encontre de I'idée
généralement acceptée voulant que la protéine p53 doit sortir du noyau pour étre
dégradée.[100] Par contre, lorsque le niveau de Mdm2 est normal (bas), la protéine p33
serait mono-ubiquitinée et simplement exclue du noyau de la cellule (mais encore
disponible a répondre 4 un stress) I’empéchant d’avoir son effet transactivateur.[109-111]

La capacité de Mdm2 2 lier p53 peut aussi étre modulée par la protéine MdmX, une
protéine de structure trés homologue 4 Mdm2 sans pour autant ére une E3 ubiquitine
ligase.[100, 108] Cette derniére protéine lie p53 ’empéchant d’étre dégradée par Mdm2
(ubiquitination et sa destruction par protéasome) mais aussi empéche son action
transactivatrice.[100, 112] MdmX lie aussi Mdm2 empéchant sa dégradation et augmentant
son niveau cellulaire.[113] Mdmx empéche la dégradation  la fois de p53 et de Mdm2 en
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inhibant leur boucle de rétroaction négative et permet de garder une quantité importante de
protéine p53 pouvant étre rapidement utilisée.[112] MdmX est donc directement impliquée

dans la régulation de I’interaction Mdm2-p53.[108]

1.4.3.B Les voies d’activation de p53

La protéine p53 est normalement inactive dans une cellule saine mais se trouve trés
rapidement activée lorsqu’il y a stress cellulaire, c¢’est-a-dire perte de signaux de survie,
présence d’inhibiteur des microtubules, érosion des télomeéres, hypoxie, anoxie, baisse de
disponibilité des ribonucléotides, dommages a I’ADN ou action d’oncogénes. En réponse a
ces différents stress et ce, en fonction de I"importance des dommages cellulaires rencontrés,
p53 peut induire I’arrét du cycle cellulaire, la différentiation cellulaire, la réparation de
I’ ADN, I’apoptose ou la sénescence de la cellule.[70] Différentes voies d’activation de p53
son utilisées pour répondre a différents stress cellulaires. 1l existerait trois principales voies
d’activation de p53.

Premiérement, on retrouve la voie impliquant les deux protéines kinases ATM et
Chk2.[69] Cette voie répond aux bris du double brin d’ADN suite a des radiations
ionisantes, par exemple. ATM est ici activée par les dommages a ’ADN et elle active
ensuite Chk2. Une fois les dommages survenus, ATM phosphoryle la sérine 15 de p53
tandis que Chk2, activée par ATM, phosphoryle la sérine 20.[114, 115] Cette
phosphorylation augmente la demi-vie de la protéine p53 (en empéchant Mdm2 de lier la
partie N-terminale de la protéine) lui permettant de transactiver les protéines p21 (arrét du
cycle cellulaire en G1) et Bax (induction d’apoptose).[116] Ainsi, cette voie cause un arrét
du cycle cellulaire au point de contrdle G1, un arrét prolongé, ou méme I’apoptose. ATM et
Chk2 aurait aussi un role dans la phosphorylation de MdmX, contribuant & activer plus
fortement I’accumulation de p53 afin de bonifier son effet.[116, 117]

Deuxiémement, une voie comprenant la protéine p14™ répond aux signaux de
croissance aberrants souvent liés aux proto-oncogenes Ras et Myc.[69] Cette voie permet
une régulation trés étroite du cycle cellulaire. Lorsqu’il y a activation de p14™, suite & des
signaux mitogéniques incohérents, cette protéine inhibe I’action régulatrice de Mdm2 sur

P53, en se liant sur la région centrale de Mdm2. Ceci empéche la dégradation de p53, lui
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permettant d’agir comme facteur de transcription sur p21 afin de stopper le cycle
cellulaire.[118, 119]

Une troisiéme voie implique la kinase ATR et la caséine kinase I1.[69] Cette voie
est enclenchée suivant des dégats causés par des drogues chimiothérapeutiques, les UVs,
les inhibiteurs de kinases et I’hypoxie.[120] ATR phosphoryle les sérines 15 et 37 avec une
activité 20 fois inférieure a8 ATM.[107, 120] L’activation de CKII inhiberait p53 et, par le
fait méme, I’expression de p21 dans la cellule. Certains résultats obtenus par le groupe de
Bae laisse entrevoir un role de CKII dans la sénescence et le vieillissement : des tissus plus
agés produiraient moins de CKII ce qui favorise I’activation de p53 transactivant plus de
p21.[121]

En résumé, ces différentes voies apportent des modifications post-traductionnelles a
la protéine p53 (phosphorylation, acétylation, glycosilation...) lui permettant de conserver
plus longtemps sa stabilité et d’agir comme facteur de transcription modifiant 1’expression
de génes en aval. Pour étre actif comme facteur de transcription p53 doit étre assemblé sous
forme de tétramére. C’est en effet pour cette raison qu’il est possible qu’il y ait inactivation
de p53 par la mutation d’un seul alléle contenant le géne, comme c’est le cas dans la
maladie de Li-Fraumeni. Il y a alors formation d’un hétéro-tétrameére incapable d’activer la

transcription de génes cibles.[80, 122]

1.4.3.C Les cibles et actions de p53

La régulation de p53 par Mdm2, qui est une cible de p53 impliquant une interaction
protéine-protéine, vient d’étre survolée. Il existe une multitude interactions découlant de
I’activation de p53 résultant en la traduction de protéines impliquées dans I’apoptose/survie
cellulaire, dans l’arrét du cycle cellulaire/réparation de I’ADN ainsi que dans
I’angiogénése/invasion tumorale.[70]

Comme il a été dit plus haut, 1’activation des voies de p53, lorsque la cellule est
endommagée, peut entrainer différentes répercussions en fonction des cibles activées.
Souvent, lorsque les bris ne sont pas trop importants, p53 commande I’arrét du cycle
cellulaire en régulant la transcription de p21WAFVEP! un inhibiteur des CDK (Cyclin-
Dependent Kinase), bloquant le cycle en G1 ou G2.[69] La protéine p53 peut aussi activer

la transcription du géne Réprimo bloquant le cycle cellulaire en G2 ou de 14-3-3¢
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séquestrant les complexes cyclin-CDKI hors du noyaux favorisant aussi un blocage en
G2.[69] La protéine 14-3-3c jouerait aussi un rdle dans la stabilisation de p53 (rétroaction
positive).[123] Cet arrét, s’initiant de plusieurs fagons différentes, utilisant plusieurs voies
et protéines différentes, démontre I’importance et la robustesse que doit avoir le controle de
Parrét du cycle cellulaire. Cet arrét du cycle permet la réparation des bris aux doubles brins
d’ ADN par le mécanisme de réparation NER (Nucleotide Excision Repair) et empécherait
la cellule de répliquer des erreurs modifiant le fonctionnement/effet de protéines.[110, 124-
126]

Si les bris au double brin d’ADN de la cellule sont trop importants, la protéine p53
peut mener la cellule vers ’apoptose, la mort cellulaire programmeée. L’apoptose se
caractérise par plusieurs changements dans la morphologie de la cellule. 11 y a
fragmentation du noyau (formation de corps apoptotiques), rétrécissement du cytoplasme et
plusieurs changements au niveau de la membrane cellulaire (le «blebbing» de la
membrane, retournement de la membrane). La mort cellulaire par apoptose est qualifiée de
propre car elle n’endommage pas les cellules avoisinantes comme c’est le cas lors de
nécrose. L’apoptose est excessivement régulée et a un role important a jouer dans le
maintien de I’homéostasie de 1’organisme.[44] La protéine p53 peut provoquer I’apoptose
par le biais de I’activation de la transcription des protéines Bax (famille Bcl-2), NOXA,
P53AIP1, etc.[110, 127] 1l peut aussi activer directement la transcription de Apafl, élément
central de la voie apoptotique mitochondriale.[128, 129] La protéine p53 peut aussi engager
’apoptose directement en stimulant la mitochondrie a produire des substances oxydatives
toxiques (ROS: toxic Reactive Oxygen Species).[69]

En activant la transcription du géne BAI1 (Brain specific angiogenesis inhibitor 1),
p53 peut aussi empécher I’irrigation sanguine de la tumeur, la privant d’oxygene et des
nutriments essentiels & son développement.[69, 127]

La voie ATM/P53/p21 aurait aussi un role important a jouer dans la sénescence
réplicative. Un signal de survie passant par la voie comprenant la kinase ATM [130]
stimule, dans un premier temps, par le biais de p53, la transcription de p21“**!, bloquant le
cycle cellulaire en G1 ou G2. Un second mécanisme activerait ensuite la transcription de

p16 maintenant le cycle cellulaire arrété.[130]
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Par ses effets sur la cellule, c’est-a-dire blocage du cycle cellulaire pour fin de
réparation, apoptose et entrée en sénescence des cellules trop endommagées, la protéine
p53 peut-étre qualifiée de gardienne de I’intégrité du génome.[131]

L’activation de la protéine p53 se fait par des modifications post-traductionnelles de
résidus cibles de la protéine, modifiant sa conformation donc son activité. Les UVs, les
rayons ionisants et les traitements avec drogues (passant par les voies ATM/ATR)
engendrent des modifications post-traductionnelles aux différentes parties de la
protéine.[132] Ces modifications ont lieux principalement dans la partie n-terminale et c-
terminale de la protéine et touchent une vingtaine de résidus de la protéine humaine.[132]
Des modifications de la partic N-terminal stabilisent la protéine [133], empéchant sa
dégradation via Mdm2 [134], la stabilisant et lui permettant d’avoir son role d’activation de
la transcription de protéines. Les résidus le plus souvent modifiés, ici par phosphorylation,
suite a un bris de I’ ADN, sont les sérines 9 et 15 (critique pour I’activité apoptotique) [133],
20 et 46 qui, & leur tour, permettent la phosphorylation de la sérine 6 et de la thréonine 18
(tous résidus de la partie n-terminale).[132] Des résidus de la partie C-terminale peuvent
aussi étre phosphorylés, pensons ici aux sérines 315 et 392, qui ont un role important a
jouer dans la capacité d’oligomérisation de la protéine.[135] Les lysines de la partie C-
terminale de la protéine jouent aussi un rdle important dans sa stabilisation. Lorsqu’elles
sont acétylées (Lys-370, 371, 372, 381, 382), la protéine ne peut &tre marquée par
I’'ubiquitine et donc ne peut étre dégradée par la machinerie protéolitique.[136] La
phosphorylation des sérines 315 et 392 augmentent la capacité de la protéine a lier des
séquences spécifiques d’ADN et prend part a ’activation des fonctions de p53.[137] Il a
aussi été constaté que dans une cellule sénescente, p53 posséde un patron de
phosphorylation différent de ce qui est observeé chez une cellule saine. Les Thr18 et Ser376
y sont plus souvent phosphorylées tandis que leurs Ser392 le sont moins que dans des
cellules saines.[130] 1l est donc clair que les modifications post-traductionnelles influencent
la quantité de protéine p53 (stabilité) ainsi que sa spécificité a certaines séquences
d’ ADN.[133]
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1.4.4 p53 et cancer : perte de I’activité tumo-suppresseur

L’inactivation de p53 est la principale cause de cancer. La protéine p33 est mutée
dans 50 % des cancers humains et dans plus de 90 % des cancers humains n’étant pas liés a
la présence de mélanomes.[69, 71, 138] Comme nous le savons, la modification de la
structure de la protéine occupe un rdle central, autant dans ’ajustement de la quantité de
p53 actif présent dans la cellule que dans sa capacité a transactiver d’autres protéines. S’il y
a mutation de la protéine il y a trés souvent modification de sa structure donc de son
activité. Ainsi, la plupart des mutations touchant p53 ont des effets sur la demi-vie de la
protéine [79, 139] et sur sa capacité a lier ’ADN. La formation d’hétéro-tétrameres peut
produire un effet dominant négatif, ce tétramére serait incapable d’initier la transcription de
génes entrainant larrét du cycle cellulaire ou I’apoptose. Dans ce cas, la
réparation/destruction de la cellule ne pourrait s’accomplir et celle-ci pourrait donc
répliquer ses erreurs. Une mutation ne touchant qu’un acide aminé peut avoir de graves
répercussions si celle-ci correspond & un résidu clé. Par exemple, la mutation d’un résidu
important dans le site de liaison 2 I’ ADN de la protéine pourrait inhiber le r6le de facteur de
transcription de celle-ci. Il est intéressant de souligner que 95% des mutations a la protéine
p53 se retrouvent dans son site de liaison a ’ADN.[70] De plus, 13000 points de mutations
simples dans le domaine de liaison 4 I’ADN ont été dénombrés, plus particuliérement dans
les 5 régions les plus conservées de la protéine p53 a travers I’évolution.[88, 97, 140, 141]
D’autres résultats soulignent ’importance accrue de certains résidus ayant un taux de
mutation trés élevé. Effectivement, 28% des mutations rencontrées dans les cancers
humains touchent les résidus 175, 245, 248, 249, 273, 282. Les protéines mutées en ces
endroits seraient plus stables et agiraient comme dominants négatifs lors de la
tétramérisation de p53.[70]

La perte de I’effet tumo-suppresseur de p53 n’est pas obligatoirement due a une
mutation touchant la protéine. Il arrive souvent que certains problémes surviennent au
niveau des voies de signalisation en amont ou en aval de p53. Par exemple, une mutation de
la protéine Mdm?2, la rendant plus résistante a la dégradation, augmente sa capacité a
ubiquitiner p53, favorisant sa dégradation protéolytique. L’activité de la protéine Mdm?2 est
en effet amplifié dans approximativement 30% des sarcomes humains.[142] Une

inactivation de Apafl (voie apoptotique mitochondriale), cible de pS3, augmente le
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potentiel de transformation de cellules murines primaires.[143] La protéine p53 peut étre
intacte sans pour autant étre apte a induire la destruction ou I’arrét du cycle cellulaire d’une

cellule endommaggée.

1.4.5 p53 chez les organismes moins évolués, amphibiens et Spalax
1.4.5.A p53 chez les organismes moins évolués

Il est bien connu que p53 4 un réle important dans le maintien de I’homéostasie et
de I’intégrité génomique des organismes. Par contre, il est possible d’imaginer d’autres
roles pour p53 comme celui qu’il semble jouer dans le vieillissement et peut-étre méme
dans la régénération. C’est pour cette raison qu’il est important d’étudier p53 chez des
organismes démontrant des traits telle une longévité accrue (lien avec la résistance aux
cancers) ainsi qu’une capacité a régénérer. Il devient alors impératif de recenser ce qui est
connu de p53 chez des organismes plus bas dans 1’échelle de I’évolution, organismes qui
possédent souvent des attributs intéressants que 1’on ne retrouve pas, par exemple, chez la
souris, telles la régénération, la résistance a 1’hypoxie, une longévité accrue, etc.

Des organismes comme le poisson zébre (Danio rerio), le nématode
(Caenorhabditis elegans) et la mouche a fruit (Drosophila melanogaster) possedent des
protéines trés homologues a p53. Celles-ci ont des roles semblables et sont impliquées dans
le vieillissement des organismes.[144] Bien que ces protéines soient comparables et aient
des roles similaires, leur activité n’est pas nécessairement régulée de la méme fagon que
chez les mammiféres. Cela laisse soupgonner 1’existence de plusieurs autres mécanismes de
contrdle et de régulation de la protéine qui ne sont pas encore connus, par exemple, C.

elegans et drosophila ne possédent pas de protéines correspondant 4 Mdm2 [144]

1.4.5.B p53 chez les amphibiens

Comme nous venons de le voir, il appert que la protéine p53 n’est pas régulée de
fagon identique chez tous les organismes vivants.[144] Ainsi, utilisant un amphibien
comme modele, dans notre cas I’axolotl, il est important de retracer ce qui est connu a
propos de la protéine p53 des amphibiens. La plupart des connaissances touchant le geéne
p53 amphibien proviennent d’études sur le xénope (Xemopus laevis), une grenouille

(anoure) que nous savons déja différente de 1’axolotl quant a sa capacité de régénération.
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Xénopus Laevis posséde une protéine de 355 ou 363 AA (deux codons de départ différents)
trés semblable a celle du p53 humain et murin.[145] La séquence en acide aminé de la
protéine du xénope est & 51% homologues avec la séquence humaine et a 57% avec la
séquence murine. Certains résultats indiquent que la protéine p53 de xénope posséde des
activités similaires a celles de I’humain, car il y a une accumulation de p53 suite a une
exposition de cellules de xénope aux rayons UV. Dans des expériences utilisant des cellules
de xeénope en cultures (lignée A6), il est possible de voir une stabilisation de la protéine
Xp53 (Xénopus laevis p53) aprés un dommage au double brin d’ADN (UV, IR et
Adriamycin). Cette accumulation engendrée par la phosphorylation de p53 méne encore ici
soit vers 1’arrét du cycle cellulaire ou ’apoptose.[141] De plus, Xp53 a la capacité de
transactiver plusieurs promoteurs humains dont le promoteur de WAF-1 (p21), Mdm2 et
bax qui contiennent un élément de réponse a p53.{141] Il apparait que Xdm?2 est capable de
lier la protéine p53 de mammifére.[92, 146] De plus, la liaison de Hdm2 au Xp53 entraine
I’inactivation des propriétés de transactivation de la protéine p53 de xénope.[147] Autre
expérience montrant la conservation de I’activité de Xp53 est sa capacité a lier le SV40
« large T antigen » comme le fait la protéine humaine augmentant son temps de demie vie
de 20 fois.[148] Quelques différences subsistent pourtant, Xp53 est une protéine
thermosensible qui n’a aucun effet a 37°C.[141, 149] Nous savons qu’il est possible de
produire des mammiféres KO pour p53, par exemple des souris p53 -/-, qui sont viables
mais meurent prématurément du fait qu’elles développent une multitude de tumeurs.[122,
150-152] Pour ce qui est du xénope, il apparait que l’inhibition de pS53 durant le
développement embryonnaire (en utilisant des dominants négatifs et en surexprimant Xdm-
2 régulant négativement pS53) empéche la différentiation de ses blastomeéres. Son
développement est donc trés anormal et forme une masse de cellules semblable a une
tumeur. Il est possible de faire un sauvetage « partiel » du phénotype en introduisant des
protéines « p53 sauvages », ce qui permet a I’embryon de passer le stade de blastula
moyenne mais celui-ci n’est toujours pas normal ni viable.[153] Le sauvetage du phénotype
des embryons amphibiens « p53 null » requiert ’emploi d’une quantité trés précise de
protéine pour ne pas altérer la suite du développement embryonnaire ce qui démontre
Pimportance d’une régulation minutieuse de p53 chez I’amphibien: on ne peut pas

seulement surexprimer massivement « p53 sauvage » pour sauver le phénotype.[153] Donc,
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la présence de p53 est requise durant le développement embryonnaire des amphibiens, ce

qui ne semble pas étre le cas chez les mammiferes.

1.4.5.C p53 et Spalax: un mammifére ayant une longévité élevée et résistant a
Phypoxie

Le Spalax (Spalax ehrenbergi, Israeli mole rats) est un mammifére fouisseur
s’apparentant aux rongeurs qui vit dans un environnement ayant un niveau d’oxygene tres
faible. Cet animal est caractérisé par une résistance trés importante a I’hypoxie et posséde
un quotient de longévité trés élevé pour un rongeur, par exemple Mus musculus (en
captivité) vit en moyenne 2 ans tandis que 80% des Spalax en captivité dépassent 24 ans.[4]
Le Spalax posséde un quotient de longévité (LQ) trés semblable a celui de ’humain :
I’humain a un quotient de 5,1 tandis que le Spalax en a un de 5.0.[4] Les premiéres études
chez le Spalax touchaient le nombre de chromosome de I’animal qui semble varier en
fonction de I’aridité de son environnement.[154]

Un fait trés intéressant fut soulevé par les études sur le Spalax. Nous savons qu’une
mutation d’un seul résidu dans le domaine de liaison a I’ADN de la protéine p53 peut avoir
un effet dominant négatif et inhiber 1’action de la protéine p53. C’est-a-dire inhiber I’arrét
du cycle cellulaire et/ou I’induction d’apoptose suite a des bris de I’ADN pouvant générer
une néoplasie, un cancer. Chez le Spalax, la région III du site de liaison a P ADN est le
siége d’une mutation. L’arginine 174 (R174) a été remplacée par une lysine (K174) ce qui
correspond a un changement vu dans plusieurs cas de cancer [128] atténuant I’activité
apoptotique de p53. Soulignons que cet acide aminé est particulierement conserve tout au
long de la phylogénie ce qui laisse présager de son importance pour la structure de la
protéine.[128] Il pourrait étre possible que le Spalax, vivant dans un milieu fortement
hypoxique, ait sélectionné cette modification afin de rendre ses cellules moins sensibles au
manque d’oxygene et & I’hypercapnie (taux de CO;, trop élevé) auquel il est en permanence
confronté. Cette « adaptation » empécherait les cellules en hypoxies d’entrer en apoptose.
Il s’avére que plusieurs autres animaux vivant dans des milieux extrémes présentent la
méme mutation c.i.e. le Xénope laevis, Monodelphis domestica (opposum), deux espéces de
Xiphophorus (poissons tropicaux), Loligo forbesi (pieuvre) et Mya arenaria (softshell

clam). Tous ces animaux, exception faite de I’opposum, vivent dans des milieux aquatiques
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hypoxiques pouvant expliquer la substitution R1 74K.[128] Le Spalax peut demeurer plus
de 14 heures dans un milieu n’ayant que 3% d’O, tandis qu’un rat, dans les mémes
conditions, ne peut survivre que de 2 & 4. heures.[128] Dans le méme ordre d’idée, une
mutation de la protéine p53 peut rendre une cellule plus apte a résister au
microenvironnement souvent hypoxique d’une tumeur en formation.[155] Des essais de
génes rapporteurs ont montré que la protéine du Spalax est moins efficace dans I’induction
de P’apoptose par le biais de Apafl et que les protéines impliquées dans I’arrét du cycle
cellulaire sont sur-activés (P21, cycG, PTEN, Mdm2 ...) ce qui permettrait une réparation
des bris plutdt qu’une apoptose massive tuant ’animal.[128] Un trait particuli¢rement
intéressant chez cet animal est qu’il posséde une longévité importante en rapport a son
poids. Le Spalax pése approximativement 35 grammes et vit plus de 20 ans. Le plus vieux
spécimen (capturé en nature) est mort a plus de 28,3 ans. On sait que la protéine p53 peut
entrainer un vieillissement précoce chez la souris et la mouche lorsque celle-ci est mutée,
exprimée sous une forme active en permanence ou lorsqu’un alléle mutant sensible a la
température est utilisé dansla génération de souris transgéniques : p53 semble donc
impliqué dans le vieillissement.[151] Autre fait intéressant, le Spalax semble démontrer une
certaine résistance au cancer. En effet, aucune trace de cancer ne fut décelée chez 250
Spalax 4gés de 2 a 25 ans lors de d’autopsie. De plus, aucune tumeur n’a jamais été
observée sur un animal vivant, ce qui est plutdt rare chez des animaux pouvant vivre aussi

longtemps.[4]

D’aprés nos résultats, I’axolotl montre la méme mutation que le Spalax et le xénope
sur I'acide aminé 174 (R174K). L’activité de sa protéine p53 semble sensible a la
température comme celle du xénope. L’axolotl démontre une résistance au cancer ainsi
qu’une longue espérance de vie comme semble montrer le Spalax et le xénope. Tous ces
traits peuvent étre liés & la protéine p53. Il est donc plus qu’intéressant d’étudier p53 chez

I’axolotl suite a ces multiples observations préliminaires.
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1.4.6 P53 durant la régénération

11 existe trés peu de travaux liant p53 a la régénération. Ce qui s’en approche le plus
sont des études d’apoptose durant le développement et la régénération du membre chez le
triton (Notophthalmus viridescens).[156, 157]

Contrairement & ce qui est observé chez les mammiféres, il n’y a pas d’apoptose
interdigitale lors de I’embryogenése chez les amphibiens (observé chez Xénopus laevis,
Bufo americanus, Ambystoma maxucanum, Ambystoma maculatum et Taricha torosa).[158,
159] 1 existe aussi une différence majeure entre le développement et la régénération des
doigts chez le triton. C'est-a-dire que durant le développement, les doigts apparaissent
séquentiellement tandis que lors de la régénération la pousse des doigts se fait
simultanément a partir du stade palette [157] Chez ’axolotl, contrairement au triton, les
doigts apparaissent séquentiellement durant le développement ainsi que lors de la
régénération.[160, 161] Chez le triton, il y a absence d’apoptose durant le développement
de 1a « main » selon des observations allant du stade de bourgeon de patte au stade 4 doigts
[157] mais il est possible d’observer la présence importante de cellules en apoptoses durant
le premier jour suivant I’'amputation du membre d’un triton adulte. Une seconde « vague »
apoptotique serait observée plus tard durant la régénération et serait impliquée dans le
recyclage du cartilage en 0s.[157] Mescher, quant a lui, fit des études similaires utilisant
des larves d’axolotls (25-35mm), mesurant 1’apoptose durant une régénération normale et
lorsque la patte en régénération était dénervée. Pendant la premiére semaine aprés
I’amputation il observa de 1 4 2% de cellules en apoptose lors de la régénération normale et
jusqu'a 4% de cellules en apoptose dans la patte amputée et dénervée.[156] La présence
plus importante d’apoptose dans la patte dénervée découlerait de la régression du blasteéme
ne pouvant pas régénérer. Donc, d’apres ces deux études, il semble y avoir présence
d’apoptose au début de la régénération suite au stress intense que représente I’amputation
en soi. Par la suite, il n’y aurait que peu d’apoptose durant le processus de régénération. Il
est donc permis de penser que la protéine p53 serait activée dans les premiers jours suivant
I’amputation au début du processus de régénération mais non durant la poursuite de celle-
Ci.

Des études récentes lient la protéine p53 4 un certain type de régénération ayant lieu

chez la drosophile durant le développement. En effet, la protéine p53 de la drosophile
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(dp53) initie la croissance compensatoire de disques imaginaux endommagés lors de son
développement.[162, 163] La protéine dp53 est impliquée, en paralléle avec la caspase
DRONC, les génes hid et reaper, dans le remplacement (régénération) de la partie
manquante d’un disque imaginal endommagé. Chez les drosophiles ayant une mutation de
la protéine dp53 ou de DRONC, le blastéme requis pour la croissance compensatoire ne
peut se former. La protéine dp53 est obligatoire dans I'initiation de ce type de régénération,
décrivant pour la premiére fois, chez la drosophile, une action autre qu’apoptotique pour
dp53. Par contre, il est difficile de faire un paralléle entre la croissance compensatoire et la
régénération chez les vertébrés. Premiérement, la croissance compensatoire, prise ici
comme un exemple de régénération des disque imaginaux, a lieux durant le développement
ce qui ne peut étre comparé a une régénération ayant lieu chez un organisme adulte.
Deuxiémement, la séquence de la protéine dp53 semble correspondre & la protéine p63
humaine sans le domaine SAM et non a la protéine p53 humaine. Néanmoins, ces nouveaux
résultats permettent d’observer que dp53 est essentiel dans un contexte de
réparation/régénération de structures endommagées chez ’embryon de drosophile et lui
donne, du méme coup, un rdle a jouer durant la régénération.

L’équipe de Faden [164] 4 démontré, in vivo, I'importance de p53 lors de la
régénération de neurones de souris suite a une axotomie de ses nerfs faciaux. L’utilisation
de souris p53 -/- e¢ WT ont permis de déterminer I’importance de p53 suite a ces
axotomies. La régénération des axones, suite aux blessures infligées aux nerfs s’initierait
par le biais de p53 activant la transcription de Coronin 1b et Rab 13. Cette activation
initierait la croissance des axones lors de la régénération de celles-ci suivant une blessure
aux nerfs. L’importance des protéines Coronin 1b et Rab 13 ont été étayées préalablement a
I’aide de résultats utilisant des cultures primaires de cellules corticales de rats. Par contre,
les auteurs soulignent I’importance d’une acétylation de la Lysine 320 de p53 dans
’activation de I’expression de la Coronin 1b et de Rab 13 menant a la régénération
neuronale. Dans le cas des vertébrés spécialisés dans la régénération, c.i.e ’axolotl et le
newt, il n’y a pas de lysine & cette position mais une arginine. Ainsi, les organismes
régénérant le mieux, pouvant méme régénérer leur systéme nerveux central, n’auraient pas

le résidu requis dans I’activation des protéines permettant cette régénération, ce qui peut
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paraitre étrange. Il est possible que I’activation de la Coronin 1b et de Rab13 s’effectue

différemment chez I’axolot] et le newt : de plus amples recherches devront étre entreprises.

1.4.7 Inhiber p53 chez Paxolotl durant la régénération: Pifithrine-a (PFT-a : p-fifty
three inhibitor-a)

Il existe différents moyens de bloquer I’effet d’une protéine dans un organisme.
Chez les amphibiens, différentes méthodes ont été employées avec succes. Durant le
développement du Xénopus, des morpholinos ont été utilisés afin de bloquer I’expression
de protéines en ciblant leurs ARNm. Par exemple, ’expression de p53 du xénope fut
bloquée a 1’aide de morpholinos, durant son développement embryonnaire, et c’est de cette
fagon qu’est apparu 1’importance de p53 lors du développement du meésoderme ventral et
dorsal de I’animal.[165] 1l a aussi été démontré qu’il était possible d’inhiber I’activation de
génes en employant des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques. En effet, I’équipe de
Odelberg [166] a démontré qu’il était possible d’altérer le processus de régénération en
inhibant les MMP (Matrix Metalloprotease) a I’aide de GM6001, un inhibiteur synthetique
des MMP. Dans le méme ordre d’idée, nous avons voulu observer si p53 prenait part 4 la
régénération en inhibant son effet & I’aide d’un inhibiteur pharmacologique spécifique : la
pifithrine-o. (PFT : P-fifty three Inhibitor). Cet inhibiteur bloque la capacité¢ de
transactivation de p53, inhibe donc la transcription de p21™ferl - de Bax [167],
Iinteraction de p53 avec Mdm2 [168] ainsi que I’apoptose médiée par p53 [169]. La
protéine p53 demeure confinée au cytoplasme suite a un stress.[168]

Fait intéressant, en inhibant p53, la pifithrine-a aurait un effet protecteur sur des
cellules normales exposées & un stress intense en différant la destruction par apoptose de
ces cellules, permettant aux mécanismes de réparation cellulaire de se mettre a I’oeuvre.
Ainsi, lorsque les aptitudes de p53 sont recouvrées, les cellules ont préalablement eu le
temps de réparer leurs bris et ne sont pas détruites massivement par apoptose. C’est ce qui
est observé chez les souris exposées a des doses létales et sub-létales de rayons gamma
ayant été préalablement traitées, ou non, avec la PFT : les souris traitées ont toutes survécu

a une dose de radiation gamma tuant habituellement 60% des souris.[168]
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Nous avons effectivement tenté d’inhiber massivement p53 durant la régénération
de la patte de I’axolotl a ’aide de la PFT ce qui donna des résultats intéressants. Résultats

qui seront discutés plus loin.
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Abstract

Urodele amphibians like the axolotl are unique among vertebrates in their ability to
regenerate most part of their bodies and their resistance to develop cancers. In order
to help understand these traits, we have initiated studies on the most important tumor
suppressor gene known in humans: p53. We cloned the axolotl p53 gene and
compared its sequence with other organisms. Intriguingly, the axolotl p53 has a lysine
residue at position 174 instead of the wild type arginine. This sequence change is
found in some human tumors and in several species such as the frog Xenopus and the
mole Spalax. Phylogenetic analysis of p53 protein sequences from various species
indicated that the rate of evolution of this tumor suppressor can be correlated to the
longevity of animals. The faster p53 evolves the shorter the life span. In vitro
functional assays of the axolotl p53 protein in mammalian and axolotl cells (H1299
and AL1) using p53 promoter reporters demonstrated a temperature dependent
function with the axolotl protein being much more active at 30°C and the human
protein being more active at 37°C. We also analyzed the regulation of endogenous
p53 in axolotl cells following UV irradiation (100j/m®) and treatment with an
alkylating agent. Our results show that the axolotl p53 is regulated via post-
translational modifications as in other vertebrates. Further characterization of p53 in
these animals may shed light into the evolution of the p53 tumor suppressor pathways

and its intriguing relationship with the aging process.
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Introduction

Inactivation of p53 by mutations or viral oncogenes is the most frequent alteration
found in human cancers '. P53 counteracts the process of neoplastic transformation
and tumor progression by preventing the proliferation of cells with genomic
abnormalities '. Multiple stress conditions activate p53 including DNA damage,
hypoxia, redox stress, ribonucleotide imbalance, cell adhesion and oncogenes >3 In
response to these signals, p5S3 undergoes a variety of post-translational modifications,
such as phosphorylation, acetylation and sumolation, which modulate its stability and
activity ’,

The effects of p53 are mediated through the induction of a variety of genes that have
not yet been fully characterized. These genes induce transient cell cycle arrest,
permanent cell cycle arrest program (senescence) or a cell death program (apoptosis)
1. ¢ For instance, p53 regulates cell death through the induction of genes that activate
the apoptosis machinery (Bax, Apafl, Fas, DR5) or genes that prevent the action of
anti-apoptotic survival factors (/GFBP3) " 7. Genes mediating p53 dependent
apoptosis are often inactivated in human tumors making them highly resistant to
chemotherapy °.

Most of the research trying to resolve the function of p53 has been accomplished on
transformed cells. However, cell culture experiments represent only a limited
perspective of the non-autonomous function of p53 as it occurs in whole organisms.
Hence, the function of p53 beyond that observed in isolated cells remains largely a
black box. Needless to say, that the actual role of p53 in vivo is not well understood.
For these reasons researchers have turned to the mouse as an in vivo model system to
study p53 functions °. The mouse system circumvents many of the problems

associated with the use of cultured cells to study p53, but fail to model the human
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condition in a number of important issues. One critical difference is the short life span
exhibited by laboratory mice. Longevity in humans imposes a high selective pressure
to develop and refine tumor suppression pathways that might be better studied in
other long living animal models. In addition, p53 null mice are surprisingly normal '°.
In contrast, disabling p53 in Xenopus laevis led to a failure in gastrulation and
impaired expression of some TGFp-target genes ''. The longevity factor is even more
important considering the ability of p53 to promote aging in mice ' For these
reasons, knowledge of the p53 pathway in other animal models may contribute
critical insights into its biological functions.

So far, pS3 has been characterized in several mammalian species where its biology

follows more or less what is known in mice and humans

. However, selective
pressures associated to certain life styles may modify the properties of p53 and its
signalling pathway. For example, the Israeli mole rat (Spalax) who lives in hypoxic

14, 15

conditions does not activate p53 in response to hypoxia . In addition, ground

squirrels have lower levels of p53 in their nucleus during hibemation in comparison

with animals during the hot summer season '

. The discovery of p53 in model
organisms such as Drosophila and C. elegans revealed that p53 evolved in connection
with the regulation of apoptotic pathways in response to DNA damage ' '®. Since
these animals do not develop tumors, the p53 tumor suppressor functions probably
evolved later in evolution. Unfortunately, little is known about p53 biology in non-
mammalian vertebrates, where tumor suppressor functions may play an important
role. P53 has been characterized in zebrafish where its biology and tumor suppressor
functions seem to be similar to mammals '°. In contrast, a recent study in rainbow

trout cells seems to indicate that p53 is not up-regulated following exposure to

chemotherapeutic drugs *°. Altogether, these studies reveal a surprising adaptive
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capability of the p53 system to different life styles and suggest that more interesting
variations are still to be found in nature.

In the present study, we used the Mexican salamander, axolotl (Ambystoma
mexicanum), which is a urodele amphibian with a remarkable longevity and
resistance to tumour induction - % Since p53 is a tumor suppressor that can also
accelerate aging '>, we reasoned that long living animal models may teach us lessons
on how the p53 system is properly modulated to ensure both long life span and
efficient tumor suppression. Here, we present the cloning and initial characterization
of p53 in axolotls. We discuss the unique properties of the axolotl p53 sequence
compared to both short living (mice, flies) and long living species (moles, humans).
By understanding the evolutionary changes that have occurred in genes such as p53,

we may be able to understand better why mutations in this gene cause neoplasia 9

Material and methods

Cell lines

H1299 (p53-null lung cancer cell line) and IMR90 (human Caucasian fetal lung
fibroblast) cell lines grown in culture were maintained at a constant temperature of
37°C with CO, in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM with 1X L-
glutamine, 1X penicillin-streptomycin and 10% Fetal Bovine Serum) (Gibco,
Invitrogen, Carlsbad, CA). Axolotl cells (AL1) were obtained from Dr. S.V. Bryant
and Dr. D.M. Gardiner at the University of California Irvine. AL1 cells grown in
culture were maintained at a constant temperature of 25°C without CO in Leibovitz’s
L-15 medium (L-15 60.0% with 1X L-glutamine, 1X antibiotic-antimycotic, 1X
insulin-transferrin-selenium and 5% Fetal Bovine Serum) (Gibco, Invitrogen,

Carlsbad, CA).
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Cloning and sequence analysis of axolotl p53 cDNA

Partial axolotl p53 cDNA sequences were cloned by RT-PCR using degenerate
primers [partial axolotl p53 forward (DFPROPS53)] 5-
GG(A/C/G/T)(C/T)T(A/C/G/IT)GC(A/C/G/T)AA(A/G)ACITG(C/T)CC - 3° and
[partial axolotl p53 reverse (DRPROPS53)] 5°-
G(G/T)YA/G)TTCAT(G/T)CC(G/T)CCCAT(A/G)CA-3’. To obtain the full length
p53 gene, we performed a screening of Salamander (axolotl) Larvae Lambda cDNA
Library (Stratagene, La Jolla, CA), with the partial p53 cDNA sequence obtained.
The open reading frame of the p53 protein was identified after sequencing several
cDNA isolates from the library. Two primers with a restriction site on each side
(5’Xho1 and 3’BstX1) were made to facilitate the cloning of full length axolotl p53 in
the FG12/CMV vector (M. Soengas, Ann Arbor). Full length p53 c¢cDNA was
subsequently amplified by PCR using [axolotl p53 forward XHO (APFXHO)] 5°-
GAGCCTCGAGGAATCGGAAACCACCATGGA -3° and [axolotl p53 reverse
BSTX (APRBSTX)] 5°-GCGCCCATCTTTATGGGAATACAGGCACCATTGCAG
-3’ primers. PCR reactions were performed using Taq DNA polymerase (Invitrogen,
USA). All PCR products were purified by Rapid gel extraction (Gibco), cloned into
the pCR 4-TOPO vector (Invitrogen, USA) and sequenced by the McGill Genome
Sequencing Centre with M13R and MI13F primers. Resulting sequences were
assembled using SeqManll (DNASTAR Inc., USA). All sequences were analysed on

the NCBI BLAST database.
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Transfection of human cells and Dual Luciferase Reporter Assay

H1299 cells were transfected at a confluence of 90% in 6 wells plates, with 2.5ug of
the firefly luciferase reporter plasmid (p21 waf-1-luc or Hdm2 in pGL3 vector;
Promega), 0.5ug of a plasmid expressing either human p53 (pLPChp53 containing
the CMV promoter), axolotl p53 (FG12/CMV-Ap53) or FG12/CMV as control. A
plasmid expressing Renilla luciferase under the B-globin promoter was co-transfected
(0.5ug) to normalize the results of the assays. Transfection was done with
lipofectamine 2000 (Invitrogen, U.S.A.) according to the manufacturer’s instructions.
H1299 cells were incubated at different temperatures (37°C, 30°C or 25°C) following
transfection. 24 hours after transfection H1299 cells were rinsed with Hank’s buffer
and harvested with trypsin (Invitrogen, CA). They were resuspended in 200 ul of
fresh passive lysis buffer (Promega), vortexed, frozen in liquid nitrogen and stored at
-80°C. Luciferase assay was performed following the standard protocol for the Dual-
Luciferase® Reporter Assays System (Promega, Madison, WI). The assays were read
on a Fusion a-FP luminometer (Packard Instrument Company, Inc., Meriden, CT).
For the experiments combining the human and axolotl p53 we used 0,5ug of plasmids
expressing human and axolotl p53 ( or FG12/CMV for control), 2.5ug of the firefly
luciferase reporter plasmid (Hdm2 in pGL3 vector) and 0.5ug of plasmid expressing

Renilla luciferase under the B-globin promoter.

Electroporation of Axolot! cells and Dual Luciferase Reporter Assay

An electroporation protocol was developed to transfect the AL1 cells for the Dual
Luciferase® Reporter Assay. Cells were co-transfected with Sug of the firefly
luciferase reporter plasmid (p21 waf-1-luc or Hdm2 in pGL3 vector; Promega) and

with 1ug of a plasmid expressing either human p53 (pLPChp53), axolotl p53
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(FG12/CMV-Ap53) or empty FG12/CMV as control. The same plasmid expressing
Renilla luciferase under the B-globin promoter (1ug) was used to normalize. The
transfection was performed using a Gene-Pulser Xcell Eukaryotic System (Bio-Rad)
generating a single electrosquare pulse of 250 volts during 35 milliseconds, in a 4mm
cuvette (VWR) containing approximately 60,000 AL1 cells resuspended in 100pl of
ice cold 0,7X PBS. 48 hours after electroporation, axolotl cells were rinsed twice with
0,7X PBS, lysed with 250ul of fresh 1X passive lysis buffer and placed on a shaker
plate for 20 minutes. The cells were collected, frozen in liquid nitrogen and stored at -

80°C. Luciferase assays were performed as described above.

Colony Assays

The H1299 cells used for the colony assays were transfected with lipofectamine 2000
according to the manufacturer’s instructions. The pLPChp53, the FG12/CMV-Ap53
or the FG12/CMV empty vectors (12ng) were co-transfected with a puromycin
resistant vector (12 pg, pBabe-lacZ) for colony selection. The colony assay was
performed on a period of 1 week at 37, 30 and 25°C in DMEM. The selection was
made with 1pg/ml of puromycin (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Colonies were

colored with crystal violet (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO).

Immunoblots

ALl cells used in western blotting were exposed to UV (100j/m®) using a XL-
1000UV Crosslinker (Spectronics Corporation, NY, USA). AL1 cells were harvested
6, 12 and 24 hours post-irradiation. Total proteins of axolotl cells were extracted by
sonication in sodium dodecyl sulphate (SDS) sample buffer. AL1 cells used in

western blotting were also treated with MNNG (1-methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidine,
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Sigma-Aldrich, St-Louis, MO), during 1, 3, 6, 12 and 24 hours, then harvested post-
treatment. Total proteins where prepared by sonication as mentioned above. The
protein quantification was done using the Bradford technique 2. 40pg of axolotl and
IMR90 proteins were denatured by boiling and loaded on 10% polyacrylamide-SDS
gels following the Laemmli method 24 Proteins were then transferred onto
polyvinylidene difluoride membranes (Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA). Anti-
Pp53 serl5 (#9284, Cell Signaling technology, Can) and Anti-p53 CMS (NCL-p53-
CM5p, Novo Castra laboratory, UK) rabbit affinity isolated antibodies, which
specifically recognize their respectful proteins, were used to detect axolotl p53.
Immunodetection of primary antibodies was visualized using the ECL Western
blotting kit (Amersham Pharmacia, Amersham, United Kingdom) or Lumi-light
Western Blotting Substrate (Roche) following manufacturer’s guidelines. Anti-a-
tubulin (Tubulin-a Ab-2 clone DM1A, Neo Marker distributed by Medicorp, Qc) was
used as loading control. IMR90 cells were used as a positive control for normal

expression of p53 protein.

Sequence handling and phylogenetic analyses

All  protein  sequences were retrieved from  NCBI GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) after identification by a BLASTP search, with the
salamander p53 protein sequence as query. Clustal V was used to create the original
alignment that was manually further optimised and redundant sequences were
discarded using the edit option of the MUST package. G-blocks was used to eliminate
variable regions of the alignment. The maximum likelihood phylogenetic tree was
inferred by the program Treefinder using the WAG matrix of amino acid replacement

under the assumption of four discrete gamma-distributed rates. The statistical
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robustness of internal nodes was estimated by the bootstrap method, based on 100
replicates using the same program and model as before. The consensus tree of these
100 bootstrap replicates was generated with the consense option of the PHYLIP
package. The bootstrap support values given in percent are indicated on the

corresponding nodes.

Statistics

Stafistics for the Dual Luciferase® Reporter Assay System were performed with
SysStat® (Systat Software Inc, USA). One-sample t-test was used to calculate the p-
value between control and experimental assays. A two-sample t-test was used to
calculate the p-value between experimental assays in same condition. Graphics were

made with Origin® (OriginLab Corporation, USA).

Results

Axolotl p53 protein, sequence comparison and phylogeny

We have cloned the axolotl full-length p53 cDNA by a combination of PCR and
cDNA library screening approaches. The axolotl p53 protein has an open reading
frame of 387 amino acids with significant sequence homology with the human p53
protein (Fig. 1a-b). Functional domains of the axolotl p53 protein that correspond to
the human protein sequence can be readily identified, namely the N-terminal domain
(transactivation domain (residues 1-53 of the human protein), proline rich domain 3
(residues 60-92), the DNA binding domain (residues 80-301), the tetramerization
domain (residues 316-347), and the C-terminal regulatory domain (residues 352-388)
26 The critical residues for protein stability and protein-protein interactions in the N-

terminus corresponding to serine 15 and serine 20 are conserved. Since these residues
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are the target of p53 regulation by phosphorylation in response to DNA damage, they
suggest that axolotl pS3 is also activated by DNA damage inducing stress. The
residues F19, W23 and L26, important for the binding of mdm2, are also present ’.
Furthermore, regions I of the transactivation domain as well as regions II-V of the
DNA binding domain (II-IV-V bind to SV40 T Antigen) can be easily distinguished
%8 (Fig. 1b). Several residues present in the tetramerization domain of p53 proteins
such as: E326, G334, E339, M340, N345, L348, and L350 are conserved as well (Fig.
16) ®. Finally, it is possible to observe the NLS (Nuclear Localization Signal,
residues 296-314) and the NES (Nuclear Export Signal, residues 332-343) (Fig. 15)
30.

We also compared the sequence of axolotl p53 with the Spalax (Israeli mole rat) p53.
We found that R174 in the human sequence is substituted by a lysine both in Spalax
and the axolotl. K174 in Spalax is believed to be linked to a reduced ability of p53 to

“ In human tumors, R174 has been found mutated into several

induce apoptosis
different amino acids including lysine *' (www.iarc.fr/p53/index.html). In vivo
analysis, in a yeast model of p53 transactivation, showed that p53K174 was able to
transactivate several p53 promoter-reporters similar to wild type p53 *~

We used our new axolotl sequence and many already published p53 protein
sequences from vertebrates to construct a maximum likelihood based phylogenetic
tree (34 sequences and 292 unambiguously aligned amino acid positions). The
phylogenetic tree of p53 generated agrees with the known vertebrate phylogeny (Fig.
2), although some nodes of the tree are not highly supported in the corresponding
bootstraps analysis. The taxonomic distribution is biased with 22 mammalian and

eight ray-finned fish sequences. Nevertheless, there are clear differences in the

evolutionary rates among the different groups and also between species of the same
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group, indicated by the branch length of the rooted tree. There is a pronounced
acceleration observed for the rodents, with a striking exception represented by the
sequence of the already mentioned mole rat Spalax. There also seems to be a rough
inverse correlation between the evolutionary rates inferred for the p53 sequences and
the longevity of the species i.e. the faster the rate the shorter the life span. This is
evident for all rodents except Spalax. This is further supported by the observation that
the rather big and long-living organisms, human and dolphin, have the shortest

branches within the mammals (Fig. 2).

Axolotl p53 can activate the transcription of human p53 target promoters in human
cells.

The conservation of the axolotl p53 protein sequence strongly suggests that this
protein should be able to recognize and regulate human p53 target genes. To confirm
this prediction, we used a Dual-Luciferase Reporter assay in the human p53 deficient
cell line H1299. We co-transfected either human or axolotl p53 expressing plasmids
with luciferase reporter constructs fused to the human Hdm2 and p21 promoters. We
performed these assays at three different temperatures (37°C, 30°C and 25°C) for two
main reasons. First, the p53 protein from Xenopus laevis was shown to be
temperature sensitive, and also contains the K174 sequence variation 3 Second, Kato
and colleagues did not report a defect for the human p53K174 variant in their yeast
system at 30°C, however, the protein from Spalax was clearly defective on some p53
promoters when tested at 37°C .

Human p53, as expected, stimulated the HIm2 promoter, at 37°C. However, the
axolotl protein was relatively inactive at this temperature (Fig. 3a). In contrast, at

30°C, we observed that the human p53 stimulated the Hdm2 promoter by a factor of
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24 fold and that the axolotl p53 stimulated a similar increase of 17 fold (Fig. 3b).
Further reduction of the temperature to 25°C shifted the activity pattern on the Hdm2
promoter. At this temperature the axolotl protein was twice as active as the human
p53 protein (Fig. 3¢). Thus, for the HIm2 reporter, the human p53 is more active at
37°C and less active at 25°C while the axolotl p53 activity is less active at 37°C and
more active at 25°C.

On the p21 promoter luciferase reporter, human p53 stimulated 28 folds the activity
at 37°C, 10.5 folds at 30°C and 1.6 folds at 25°C (Fig. 3c-e). When the axolotl p53
was assayed, we observed an increase of 1.7 fold at 37°C, an 8.9 folds increase at
30°C increase and 1.5 fold increase at 25°C. The peak activity of the axolotl p53 on
this promoter seems to be near 30°C as opposed to 37°C for the human p53 protein.
Next we assayed the human and the axolotl p53 in combination to activate the Hdm2
promoter luciferase reporter at 37°C. We noted a decrease in the expression of
luciferase when the axolotl protein was transfected together with the human protein
compared with the human p53 alone (Fig. 3g). Hence, the axolotl p53 seems to have a
dominant negative effect on the activity of the human p53 on the Him2 promoter at
37°C.

To have an idea of the functionality of axolotl p53 on a biological assay, we
transfected H1299 cells with constructs driving the expression of human p53, axolotl
p53 or an empty vector. We could not assay p53 functions at 30°C in these cells
because they did not efficiently attach to the plate at that temperature for the required
amount of time. However, as expected from the luciferase assays, axolotl p53 did not
reduce colony formation of H1299 cells, while human p53 had a dramatic inhibitory
effect in this assay (Fig. 3%). These results are consistent with the idea that axolotl

p53 is a temperature sensitive protein.
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Axolotl p53 activation in axolotl cells

The axolotl AL1 cell line was used for the subsequent dual-luciferase reporter assay
to measure the activity of human p53 or axolotl p53. The assays were done at 25 °C
since axolotl cells are unable to grow at 37°C or 30 °C. The Hdm2 and p21 reporter
genes were used for the assays.

With the Hdm2 promoter, there is a 12.6 fold increase with human p53 protein and a
26.4 fold increase with the axolotl p53 protein (Fig. 4a). Therefore, the axolotl p53
protein activity is significantly more efficient than the human protein at 25°C
(p<0.001) on the HIm2 promoter in axolotl cells. In contrast, with the p21 promoter,
there is a two-fold increase with the human p53 and 1.9 fold increase with axolotl p53

protein (Fig. 4b).

DNA damage and activation of axolotl p53

We also looked at the post-translational modifications that are associated with p53
activation following DNA damage or chemical exposure to an alkylating agent. Since
p53 activity has been shown to be modulated by close to 50 post-translational
modifications on the protein itself, we decided to look at specific phospho-serine
residues following different treatments. We used the axolotl cell line AL1 3 to assess
the effect of ultraviolet irradiation on axolotl p53 levels and phosphorylation.
Western blots were performed against phospho p53 ser-15 on axolotl AL1 cells
exposed to UV radiation or the alkylating agent (N-methyl-n-nitro-n-
nitrosoguanidine ; MNNG) which causes DNA breaks ** *°. The cells exposed to UV
show an increased phosphorylation of p53 at serine 15 in comparison to the non-

exposed control cells (Fig. 5a). We noticed that anti-p53 antibodies recognized two
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bands that followed the same induction pattern in response to DNA damage. These
bands may represent alternatively spliced p53 isoforms as described in mammals®’.
Treatment with MNNG (10°M) also increased p53 phosphorylation at serine 15. The
signal increase for phospho p53 ser-15 was detectable one hour after drug application
and up to 24 hours later (Fig. 5b). On the other hand, an antibody against “total” p53
(CM5) was used on Western blot analysis to determine total protein levels in AL1
cells exposed to UV and to MNNG and showed no increase in expression (Fig. 5c-d).
These results suggest that the axolotl p53 activity is regulated mainly by post-
translational modifications and not by stabilization as reported in many experiments

with human p53.

Discussion

The p53 sequences of lower vertebrates (amphibians and fishes) that have been
identified to date are quite divergent from their mammalian counterparts. However,
they all conserve the basic domain organization described for human p53. We
investigated the axolotl p53 protein for various reasons: First, this is a well
characterized lower vertebrate that has been used as a model organism for over 100
years; second, axolotls displays a remarkable resistance to cancer; and third axolotl is
long living, up to 25 years in captivity 3 We are interested to determine to which
extent p53 biology in axolotls is linked to their remarkable ability to regenerate lost
tissues, their cancer resistance and their longevity.

To address these questions, we first cloned the axolotl full-length p53 sequence and
compared it to that of other species, in particular human and the naked mole rat
Spalax. We found an overall conservation of the p53 functional domains as described

for mammals. However, we also found interesting amino acid changes. The residue at
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position R174 in the human sequence is changed to lysine in Spalax and the axolotl.
The p53 protein from Spalax was unable to regulate several promoters of pro-
apoptotic p53 targets and it was suggested that this trait is an adaptation to hypoxic
life **. In the model of human tetrameric p53 bound to the DNA, R174 does not
contact the DNA and it was proposed that it interacts with R181 in an adjacent
monomer '*. The neighboring R175 mediates interactions between the loops that
contact the DNA and may stabilize the core structure of the DNA binding domain 5
Mutations in R175 to histidine makes DNA binding by p53 temperature sensitive **,
Mice expressing R175H-p53 revealed not only a dysfunctional protein but also gain
of function activities such as the ability to have a dominant negative effect on wild
type p53 and other p53 family members such as p73 * *2. Intriguingly, we found that
the axolotl p53 was largely inactive at 37°C suggesting that R174 may also stabilizes
the DNA binding domain of p53 as reported for R175. Consistent with this model, the
Xenopus p53 is temperature sensitive and also possesses a lysine at position 174 *.

We characterized the activity of axolotl p53 as a transactivator both in human and
axolotl cells. The axolotl p53 is almost completely inactive at 37°C in human cells
when assayed on the Hdm2 and the p21 promoters. In agreement, the axolotl protein
was unable to reduce cell proliferation at 37°C in human cells. In addition, the axolotl
p53 reduced transactivation by the human protein at 37 °C, suggesting a dominant
negative effect. At 30°C, on the other hand, the axolotl p53 activity on reporter assays
increased about 10 fold and the human activity decreased approximately 10 fold
compared to 37°C (Fig. 3a-c). At 25°C, in human cells, the axolotl p53 retained good
activity (about 6 fold increase), but the activity of the human p53 protein decreased
even more, to less than a 4 fold increase in transactivation. A similar trend, although

not as stnnking, was noticed for the p21 promoter construct. The better performance of
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axolotl p53 as a transactivator at 25°C was also observed in axolotl cells in culture.
An interesting observation can also be made in that the transactivating capacity of the
axolotl p53 protein on the Hdm2 promoter was much more important in the axolotl
cells than the transactivation through the same promoter at the same temperature of
25°C in human cells. These observations point to an adaptive transactivating activity
for p53 that correlates to the organism’s physiology. In other words, R174 might have
been selected to increase activity at 25°C, but this change makes the protein sensitive
to higher temperatures.

We also studied the response of axolotl p53 to DNA damaging agents such as UV
light and an alkylating agent. These results clearly indicate that pS3 is up-regulated
following UV irradiation in axolotl cells as reported in human cells **. Again, our
time course experiments showed an increase in phospho-serl5 p53 in axolotl cells
treated with 10 uM of MNNG. Our data clearly confirms that p53 is activated in
salamanders through similar mechanisms as described for mammalian cells under
similar conditions.

In conclusion, our results present for the first time the pS3 system in axolotls and
open the way to study whether this interesting protein is linked to the remarkable

traits that have evolved in these amphibians.
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Figure 1 - Comparison between Human and axolotl p53 important domains, regions
and residues. (a) Schematic structure of p53 protein (adapted from Appella, 2001 .
TA, Transactivation Domain, DBD, DNA Binding Domain, NLS, Nuclear
Localisation Signal; TET, tetramerisation domain, REG, Regulatory domain; Regions
I-V, highly conserved regions. Lysine (K), serine (S) and threonine (T) residues
implicated in post-translational modifications are indicated. The protein domains
depicted in the diagrams are not to scale. (b) Sequences alignment of human and
axolotl p53 proteins. The conserved regions I to V are highlighted and the human

R174 (in region III) is identified (arrow).



58

Azolotl ps3

Human pS3
Azolotl p§3
Tumer p53
Azoletl pS5l

ii

300

120

®PTE Human p3l
- - - B Azalotl pS3

0 TPEEELPPOSTEKNALYNNTBESSPQ---PRERPLDOEYFPTILOQIRGRERPENFRELNREALEL Humen psl
47 KPP T X PEOUCEYCERYIADYTATEFDTEOFREARASRERETFTLOINGAGCGRYENFEXRLNSALERL Amolotl ps3

3
]
Lo
LV
region II1 180

110
178

RCEUDSDGLA---PPOQELIRVEGCNLREYEYLIDDENTFRESYVVPYRPPEVOAOSODCTTIN Numsn pid
RYVDPNDDSVYPVYPADELIAVEGNPRAEYERNSTTHRESYVYVPYRTPQLGSOAOCTTVL Axolotl pid

K320

Adapted from Appella, 2001
.
50
o
k4

100
160
220

TRGPDSD
DPETOGDID

PPYICAILEATAY
[P ——

393 amino acids
387 amino acids

L]
a
-
t 2
-
~
-
-
-

L 1]

150
210
350

AR e------TB2

.
30

ORF
ORF

1051 XBAQACUXEPOUSRAHNGEAR-LEBKEKGQETBRR-KEXLKY

BRLWRILPETLLOQYTDDFWFPANLCYSLDMEQP?P

a
-
L]
-
=
'
a3
a
a
=
-
a
a
~
a
'
‘
-
n
a
»
=
=
"
a
a
a
-
=
a
a

w
<
148
200
280

Ragion 1
Region |

a
a
PALNEEFCQLARTCPVYQLWVYDSTPPX»OTRYIANAD

130

10
.
130

v
"
"

3
2
é

merememesessmmacagmeomm oo emm oo moon

e s e S

region 11

L MDSL--------PLEQOY?
L
rR
L §
L4

I XERPQEDFSVEPPLSQET

1]
7
o
7

"
-
»
[l
x
o
L4
.
v
"
~
«
a
o
u
-
K]
™
[
a
B
[y
"
"
"
u
L
»
L]
[l
-
"
o
S
B

»
-
v
H
»
.
-
-
n
®
-
-

2
»

-3
ae ~e

107 S DPMIPQTDLEKRIKRQOESOQEKTKEERDPPAPENGEELLYK

Figure 1



59

Figure 2 - Phylogenetic tree of p53 protein sequences in vertebrates with bootstrap
values. Due to the dense species sampling within the mammals many interesting
aspects of mammalian evolution are becoming apparent. There are clear differences
of the evolutionary rates among the different groups and also between species of the
same group, indicated by the branch length of the rooted tree. There is a pronounced
acceleration observed for the rodents, with a striking exception represented by the
sequence of the mole rat Spalax, which is despite the fact of being a rodent even more
slowly evolving than the related lagomorphs including the rabbit (Oryctolagus). In
fact the only sequences that are still more slowly evolving than the one from Spalax

are from human and the dolphin Delphinapterus.
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Figure 3 - Activation of Hdm2 and p21 promoters by human and axolotl p53 in
H1299 cells. (a-c) Dual-luciferase assays in H1299 cells with Hdm2 promoter at
37°C, 30°C and 25°C. (d-f) Dual-luciferase assays in H1299 cells with the human p21
promoter at 37°C, 30°C and 25°C. Luciferase activities stimulated by human or
axolotl p53 was significantly different than non-p53 controls (at least p< 0.05, data
not shown). Error bars are + s.e.m. human and axolotl p53 luciferase transactivation
were significantly different during the same assay using the Hdm2 promoter (a-c) or
the human p21 promoter at 37°C (d) (at least p<0.01). Each assay was performed in
triplicate at least 3 separate times. (g) Inhibition of the activation of Hdm2 promoter
by the combined expression of human and axolotl p53 in H1299 cells. All luciferase
activities were significantly different than non-p53 controls (at least p< 0.05, data not
shown). Error bars are + s.em. human + axolotl and human p53 luciferase
transactivation were significantly different during the same assay using the Hdm2
promoter at 37°C (p=0.006). Each assay was performed in triplicate. (4) Growth

assays at 37°C on H1299 cells transfected with human or axolotl pS3 protein.
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Figure 4 - Activation of Hdm2 and p21 promoters by human and axolotl p53 in AL1
cells. (a-b) Dual-luciferase assays in AL1 cells with Him2 and p2]1 promoters at
25°C. All Luciferase activities were significantly different from non-p53 controls (at
least p< 0.05, data not shown). Error bar are + s.e.m. human and axolotl p53 induced
luciferase expression were significantly different with the Him2 promoter (p<0.01).

Each assay was performed in triplicate at least 3 separate times.
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Figure 5 - Detection of p53 protein in AL1 cells. (a-b) Western blot analysis of
phospho-serl5 p53 in AL1 cells exposed to UV or treated with MNNG. (c-d)
Western blot analysis of total p53 protein (CM5 antibody) on AL1 cells exposed to

UV or treated with MNNG.
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Chapitre 3. Matériels et méthodes

3.1.1 Introduction

L’article présenté au chapitre deux contient une section de matériels et méthodes
(Chapitre 2, p.41) donnant des explications générales sur les méthodes employées dans
I’article. Ces méthodes ne seront pas répétées dans cette section du mémoire. Par contre, la
portion matériel et méthode de I’article, se devant d’étre concise, ne pouvait contenir
qu’une description trés sommaire de la fagon dont certaines expériences ont €t¢ menées.
Ces pourquoi certaines méthodes utilisées, requérant de plus longues explications, seront
présentées plus en détail ici. Donc, des informations supplémentaires concernant la
construction du vecteur FG12/CMV-Ap53 permettant 1’expression\surexpression de la
protéine p53 d’axolotl (Chapitre 3, section 3.2.1) ainsi que certaines directives
supplémentaires lors de la transfection par électroporation des cellules d’axolotl (Chapitre
3, section 3.2.3) seront données dans cette partie du mémoire. Ces deux techniques ont
permis d’utilisation de tests de génes rapporteurs (Dual Luciferase Assay) permettant
I’évaluation de I’activation de la protéine p53 dans des cellules (H1299 et All).

Les soins apportés aux axolotls occupent aussi une part non négligeable de notre
temps de laboratoire. L’alimentation des animaux ainsi que le changement de leur milieu
(solution de Holfreter’s) sera discuté a la partie 3.2.2 de ce chapitre. Le bien-étre des
animaux est aussi trés important dans 1’obtention d’échantillons de qualité avec lesquels il
faut travailler par la suite. Les procédures suivies durant les chirurgies visant a recueillir ces
échantillons, c.i.e amputations des pattes en régénération en vue d’obtenir la matiere
premiére nous permettant de mener nos expérimentations, sera décrite dans la partie 3.2.2
de ce chapitre.

Certains résultats préliminaires particuliérement intéressants n’ont pas été inclus
dans ’article présenté au chapitre 2. Des résultats d’inhibition de I’expression de p53 lors
de la régénération des membres d’axolotls en utilisant la pifithrine-a, un inhibiteur
pharmacologique ciblant p53, a permis de constater un effet dii & I’absence de cette protéine
durant la régénération. La méthodologie entourant 1’obtention de ces résultats, qui n’est pas

présentés dans I’article, est donc expliquée en détail 4 la partie 3.2.4 de la présente section.
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3.1.2 Matériels et méthodes contenu dans Particle

L’article présenté au chapitre 2 contient les points méthodologiques suivants:

- La préparation des cellules (lignées cellulaires H1299 et AL1)

- L’isolement de p53 par criblage de librairie

- Les informations concernant la technique de géne rapporteur « Dual-Luciferase® Reporter
Assay System »

- Transfection des cellules H1299 utilisées pour le test de gene rapporteur

- Transfection par électroporation des cellules AL1 utilisées pour le test de géne rapporteur
(protocole plus détaillée ci-dessous)

- Protocole pour les essais de colonies (survie cellulaire)

- Protocole d’immunobuvardage de type « Western »

- Méthodologie entourant la construction des arbres phylogénétiques

- Les statistiques (analyse des résultats aux « Dual-Luciferase® Reporter Assay System »)

3.2 Matériels et Méthodes (supplémentaires)
3.2.1 Clonage du p53 d’axolotl dans un vecteur d’expression (FG12/CMYV)
Premiérement, la séquence p53 d’axolotl a été isolée par criblage d’une librairie
d’ADN complémentaire d’embryon d’axolotl de stade 15 (Salamander Larvae Lambda
cDNA, Stratagéne, La Jolla, CA). Pour débuter, ’ORF (open reading frame : cadre de
lecture ouvert) du géne p53 a été amplifié par PCR a I’aide d’amorces contenant les sites
de restrictions Xhol et Bstx1 (Sigma-Genosys, On Canada). La conception de ces amorces
est décrite a la page 42.
La réaction de PCR se fait dans un thermocycleur (Thermo Hybaid, MBS, MA) et
la réaction regroupe les éléments du tableau suivant :

Tableau I : Les composantes de la PCR

Composantes de la PCR (Invitrogen, CA) Concentration finale
Matériel de départ .cDNA Selon le cas
Amorces 1pL du « stock » 25uM (sens et anti-sens)
(1 ou 0,5uM en fonction du volume final)
dNTP 1pL du « stock » 10mM
(0,4 ou 0,2uM en fonction du volume final)
MgCl, 1,5mM
Tampon-Mg 1X
Taq 2U
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Le programme utilisé pour I’amplification par PCR de I’ORF est le suivant :

Dénaturation de 5 minutes & 95°C suivi d’une redescente a 75°C ou le
thermocycleur est en attente. L’enzyme Taq (Invitrogen, CA) est ajouté a la PCR durant
cette période d’attente (Hot Start) La PCR se compose ensuite de 35 cycles de
dénaturation, de liaison des amorces et d’élongation. Pour amplifier I’ORF d’axolotl,
chacun des 35 cycles comprenait une période de dénaturation durant 20 secondes a 94°C,
une période de liaison des amorces durant 20 secondes a 60°C (température correspondant a
la température de liaison spécifique des amorces contenant le site de restriction Bstx1 ou
Xhol) puis une période d’élongation de 45 secondes & 72°C. Ces 35 cycles sont suivis
d’une période d’élongation finale de 15 minutes & 72°C.

Les produits de PCR sont ensuite chargés sur un gel diagnostique d’agarose 1%
dans TAE (0,02M tris base, 0,01M acide acétique glaciale, 0,1lmM EDTA pH 8,0)
contenant 1pg/ml de Bromure d’éthidium (Invitrogen, CA). Les produits nucléiques issus
de la PCR migrent dans le gel & 96 volts durant environ 20 minutes et sont révélés a I’aide
du systéme Fluorchem'™ 8900 (CA). Ce gel permet de visualiser si ce qui a été amplifié est
de la bonne longueur. Les bandes ayant une longueur d’environ 1,2 Kb ont été extraites a
extrait et purifié a été cloné dans pCR®4—TOPO® (annexe II), a ’aide d’un kit TOPO TA
cloning (Invitrogen, CA). Des cellules électrocompétentes (One Shot® GeneHogs®
Electrocomp™ E. Coli, Invitrogen, CA) ont été transformées (insert p53 dans pCR4-
TOPO) par électroporation a I’aide de I’électroporateur MicroPulser™ de Bio-Rad (Bio-
Rad, USA) selon le protocole de la compagnie. Les transformants sont ensuite cultivés sur
un milieu sélectif LB (Luria Broth) additionné d’ampicilline, d’IPTG, et de X-Gal. Une
douzaine de colonies blanches sont repiquée et cultivées dans un milieu liquide LB
additionné d’ampicilline. L’extraction des plasmides se fait a I’aide d’un kit GenElute™
Plasmid Miniprep (Sigma, On, Canada). De petit échantillon des plasmides sont ensuite
digéré en utilisant les enzymes de restriction Xho1 et Bstx1 (Invitrogen, Ca) afin de vérifier
si ’insert est présent et de la bonne longueur. Les échantillons potentiellement positifs sont
séquencés (IRIC, Université de Montréal) afin de confirmer la séquence. Les échantillons

plasmidiques dont la séquence de p53 est compléte et sans erreurs sont digérés avec les
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enzymes de restriction Hhol et Bstx1. L’insert est chargé sur gel, migre et est ensuite
extrait en utilisant la méthode Phénol/chloroform suivi d’'une précipitation a 1’éthanol. Le
fragment issu de cette digestion double est cloné dans la bonne orientation dans le vecteur
FG12/CMV (Annexe IIT) préalablement digéré avec les mémes enzymes. La ligation
s’effectue en utilisant la T4 DNA ligase (Invitrogen, CA) conformément au protocole de la
compagnie. Un ratio de 1ng de vecteur pour 3ng d’insert p53 a été utilisé lors de la
réaction. Ces échantillons ont ensuite été incubées toute la nuit a 16°C dans un
thermocycleur (Thermo Hybaid, MBS, MA). Les nouvelles constructions issues de la
ligation ont ensuite été électroporés dans des cellules bactériennes GeneHogs
électrocompétentes (Invitrogen, CA). Les cellules transformées ont été étalées sur des
géloses LB additionnées d’ampicilline, puis incubées durant toute une nuit a 37°C.
Plusieurs colonies ont été repiquées, dans du LB avec ampicilline, afin d’amplifier le
plasmide contenu dans les bactéries. De nouvelles digestions diagnostiques permettent
ensuite de confirmer la ligation ainsi que la bonne orientation de I’insert p53 dans le
vecteur FG12/CMV.

3.2.2 Soins des animaux, chirurgies

Les axolotls (Ambystoma mexicanum), proviennent de la colonie d’axolotl de
I’Université d’Indiana (Bloomington, IN). Les axolotls vivent dans une solution saline de
Holfreter a 20% ou 40% en fonction de la grosseur de I’animal. La solution de Holtfreter
concentrée se compose de 38mM MgSOy4, 25mM CaCl;, 23mM KCl, 1,7M NaCl et 9g/L
de Trizma Fishgrade 7.4. (Fisher Scientific, USA; Sigma, On, Canada) La température du
milieu de I’axolotl varie de 18 a 21°C et le temps d’illumination est constant : 12 heures de
clarté et 12 heures de noirceur. Pour les chirurgies, les animaux sont anesthésiés dans une
solution de MS222 0,1g/ml pH 7.4 (3-aminobenzoic acidethyl ester ou methanesulfonate
salts) dans une solution de 1X ou 2X, selon la taille de I’animal. Le pH du MS222 est ajusté
a 7,4 avec Na;HPO,; 10%. La chirurgie est effectuée sur un support humide et 1’animal est
aspergé de solution Holfreter fréquemment. L’amputation se fait a 1’aide de ciseaux
microchirurgicaux (Fine Science Tools, B.C., Canada). L’amputation de la patte peut étre

proximale (entre I’épaule et le coude) ou distale (entre le coude et le poignet). La patte est
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donc amputée et ’0s raccourci en amont du plan d’amputation afin qu’il ne forme pas une

pointe sortant de la blessure, ce qui pourrait rendre la régénération imparfaite.

3.2.3 Protocole d’électroporation des cellules AL1

Les cellules AL1 sont cultivées tel que décrit au chapitre 2 (Chapitre 2, page 41). Le
présent protocole d’électroporation a été développé afin de transformer des cellules AL1,
dans le but de nous permettre d’effectuer un test de géne rapporteur (Dual Luciferase
Reporter Assay Promega, Madison, WI) décrit lui aussi au chapitre 2 (page 43,44,48). Les
cellules AL1 sont recueillies par trypsination (trypsine 0,7X) et comptées & ’aide d’un
hématimétre (Hausser Scientific, Horsham, PA). Elles sont culottées et rincées 2 fois a
Paide de PBS 0,7X froid. Les cellules sont maintenues sur la glace durant toute la
procédure. Les cellules sont resuspendues dans le PS 0,7X froid de manicre a obtenir
60 000 cellules par volume de 100pL. Chacune des électroporations se fait donc dans
100pL auquel nous ajoutons la quantité adéquate de vecteur (Chapitre 2, page 43,44). Une
pulsation électrique de forme carrée (electrosquare) de 250 volts durant 35 millisecondes
avec le Gene-Pulser Xcell Eukaryotic System (Bio-rad, USA) et une pulsation électrique de
forme carrée de 200 volts durant 35 millisecondes avec le ECM 830 Electro Square Porator
de BTX (BTX, Harvard Apparatus, Holliston, MA) ont donné les meilleurs résultats.
L’électroporation s’effectue dans des cuvettes de 4mm (VWR, West Chester, PA) qui ne
sont utilisées qu’une seule fois. Suite & I’électroporation, les cellules sont resuspendues
rapidement dans 900pl de médium L15 complet, pour étre ensuite déposé dans un puit

d’une plaque de 24 puits. Le lendemain, le milieu L15 est remplacé par du milieu frais.

3.2.4 Traitement inhibiteur de pS3 : Pifithrine-a

Des larves d’axolot] ont été amputées proximalement et distalement, aux membres
antérieurs, afin d’observer les résultats de I'inhibition de I’activation de p53 durant la
régénération. Les animaux sont exposés a la pifithrine-o (Tocris, Bioscience, USA) (dilluée
dans le DMSO) immédiatement aprés la chirurgie. Les animaux exposés a 1uM de
pifithrine-o ont été maintenus dans 5 mL de solution Holfreter a laquelle 2uL de pifithrine-
o 2500uM et 8uL de DMSO étaient ajoutés. Les animaux exposés a SuM de pifithrine-o
ont été maintenus dans 5 mL de solution Holfreter & laquelle 10uL de pifithrine-a 2500uM
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étaient ajoutés. Les animaux contrdles étaient maintenus dans 5 mL de solution Holfreter a
laquelle 10uL. de DMSO étaient ajoutés. Leur milieu, contenant la pifithrine-a, était changé
a tous les jours et ce tout au long de la période de régénération des animaux controles.
Aprés 24 jours, fin de la régénération des animaux controles, toutes les pattes avant de tous

les animaux ont été photographiées (Nikon Coolpix4500, Japan) et classées.



Chapitre 4. Résultats

4.1 Introduction

L’article présenté au chapitre 2 contient une partie des résultats générés au
laboratoire dans le cadre des rechercher concernant la protéine p53 chez I’axolotl. Les
résultats discutés dans cet article décrivent la protéine p53 de I’axolotl et amorcent une
analyse de son activité. Ces résultats dressent, de fagon générale, un portrait trés sommaire
de ’action de p53 chez cet organisme ayant des attributs plus qu’intéressant.

De concert a cette analyse de la protéine p53 chez 1’axolotl nous avons tenté
d’observer son implication, son activité, durant le processus de régénération de I’axolotl.
Sachant que la protéine p53 inhibe la prolifération cellulaire désordonnée menant au
développement de cancer (néoplasie) nous étions trés intéressé a observer son activité
durant la régénération de I’animal, cette régénération pouvant correspondre a une
prolifération cellulaire structurée. Une mesure de Iactivité de p53 durant les différents
stades de régénération a été tentée a 1’aide d’immunobuvardage de type western utilisant
des anticorps contre p53 ainsi que contre son régulateur négatif, Mdm2.

L’inhibition de [’activité de p53 était une deuxiéme possibilité permettant
d’observer I’action de pS5S3 durant la régénération. En effet, il existe un inhibiteur
pharmacologique spécifique a la protéine p53, la pifithrine-a (voir Chapitre 1, section
1.4.7), permettant de générer une inhibition durant la régénération, fournissant un apergu
des répercussions physiques de 1’absence de la protéine durant la régénération. De plus, cet
inhibiteur pharmacologique ainsi que I’absence de p53 qui découle de son utilisation ne
semble pas perturber la croissance de I’axolotl.

Les résultats qui seront présentés par la suite dans cette section de résultats ne sont
donc que des résultats préliminaires ayant néanmoins un potentiel certain et qui devront

étre répétés encore a quelques reprises.

4.2 Résultats contenus dans ’article
L’article présenté au chapitre 2 contient les résultats suivants :
- La structure de la protéine p53 d’axolotl (Figure 1, Chapitre 2)
- L’arbre phylogénétique de la protéine p53 (Figure 2, Chapitre 2)
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- Les essais de génes rapporteurs démontrant que I’activation de la protéine p53 de
I’axolot] est sensible 4 la température (Figure 3 et 4, Chapitre 2)
- La détection de la protéine p53 par immunobuvardage de type « western » suite a

différents stress (UV et MNNG) (Figure 5, Chapitre 2)

4.3 Résultats supplémentaires
4.3.1 Immunobuvardage de type « western» durant la régénération (Figure la-c,
Chapitre 4)

La figure 1a (Chapitre 4) montre une quantité fluctuante de la protéine p53 durant
les différents stades de la régénération (mesuré ici avec I’anticorps anti-p53 total NCL-p53-
CM5p, Novo castra). Il semblerait y avoir plus de protéines stabilisées au début de la
régénération (=0 et t=6) et 4 la fin de celle-ci (LB, PAL, ED). Méme s’il a été impossible
de déterminer un patron de stabilisation de p53 il n’en demeure pas moins qu’il y a
incontestablement présence de la protéine durant la régénération. Il est possible d’observer
une stabilisation de la protéine Mdm2 (mesuré avec 1’anticorps anti-MDM2 ab-1 (clone
SMP14), medicorp, Qc, CAN), un doublet entre 90 et 95 KDa, durant la régénération
(Figure 2b-c, Chapitre 4). Cette stabilisation apparait commencer, a la membrane 9, au
stade EB (bourgeon précoce) tandis que d’aprés la membrane 16, cette stabilisation ne
débuterait qu’au stade LB (bourgeon tardif). Ces résultats, pourraient donner des indices sur
la stabilisation (I’activation) de p53 durant la régénération. Sachant que Mdm2 est le
régulateur négatif de p53, il serait possible de penser que plus la protéine Mdm2 est
présente, stabilisée, plus celle-ci tente d’ubiquitiner p53 afin de rendre la protéine p53

accessible a la machinerie protéolytique.
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Figure 1 : Immunobuvardage de type « western » durant la régénération. (a) Détection de la
protéine p53 totale durant la régénération (b-c) Détection de la protéine Mdm2 dans des
blastémes de pattes en régénération. Le controle de I'uniformité du chargement des

protéines a été fait par coloration au bleu de Coomasie sur chacune des membranes.



a Régénération ) ) _C'J.‘L_
Membrane 30 t=l t=6 t=24 EB LB PAL ED IMRSO gXég:
p53, ~50KDa
Bleu de Coomasie
b o -
Membrane 9 t=0 t=6 t=24 t=48 EB MB LB PAL ED
Mdm2, ~90KDa
Bleu de Coomasie
c Régénération
Membrane 16 o - R
t=0 t=6 t=24 t=48 EB MB LB PAL ED
Mdm2, ~90KDa | RS ""'i -

Bleu de Coomasie m_!

76



77

4.3.2 Inhibition de la protéine pS3 durant la régénération (Figure 2, Chapitre 4)

11 est possible d’observer, 24 jours post-amputation, une régénération compléte des
membres des axolotls controles, autant leur patte ayant subie une amputation proximale que
distale. Par contre, pour ce qui est des animaux traités avec la pifithrine-a (Chapitre 1,
p-30), il est évident qu’aprés 24 jours, la régénération est encore incompléte. En effet, il
semble que le traitement a la pifithrine-a, inhibant p53, ait ralenti leur processus de
régénération. Les animaux expérimentaux ont atteint, aprés 24 jours, un stade de
régénération se situant entre celui de palette et ce lui de différenciation précoce.
L’inhibition de p53 semble avoir des répercussions sur la vitesse de régénération mais non
sur Iinitiation et le déroulement de celle-ci car bien que plus lente, la régénération semble

normale.

Il était possible de croire, suite aux résultats montrant un ralentissement de la
régénération (Figure 2, Chapitre 4), que I’ensemble du développement de la larve d’axolotl
était affecté par le traitement a la pifithrine-a. Un ratio de croissance fut donc mesuré afin
de déterminer si la croissance des animaux traités se déroulait au méme rythme que celle
des animaux controles. Le tableau 1 (Tableau I, Chapitre 4) montre que les contréles
(DMSO) et les animaux traités avec 1uM et 5uM ont un ratio de croissance semblable,
c’est-a-dire qu’ils ne sont pas significativement différents entre eux. Ces ratios de

croissance ne sont pas significativement différents d’une condition a I’autre (p>0,05).
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Figure 2 : Effets d’un traitement a la pifithrine-o (PFT, 1uM et SpM) sur la régénération de
la patte d’axolotl ayant subi une amputation proximale (patte gauche) ou distale (patte

droite).
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Patte droite patte gauche
Amputation distale Amputation proximale

Pattes contrdles (DMSO)
24 jours post-amputation

Traitements avec
Pifithrine (5uM)
24 jours post-amputation
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Tableau I : Comparaison de croissance entre les animaux (larves) controles et ceux traités a
la pifithrine-a (PFT, 1uM et 5uM) lors de la régénération des membres. Les ratios de

croissance ne sont pas significativement différents d’une condition a I’autre (p>0,05).
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Longueur de
Longueur de I’animal 24 Ratio de
Animal traitements I’animal pré- jours post- croissance (pre-
amputation traitements et | amp/post-amp)
amputation
E13 Control DMSO 3,5cm 4 cm 0,88
El4 Control DMSO 3,5 cm 39cm 0,90
E15 Control DMSO 3,0 cm 3,5cm 0,86
Pifithrine-o
El6 3,5cm 4,1 cm 0,85
1uM
Pifithrine-a.
E17 3,2cm 3,7cm 0,86
1M
Pifithrine-a
E18 3,1cm 3,5cm 0,89
1uM
Pifithrine-a
E19 3,0 cm 3,5cm 0,86
5uM
Pifithrine-a
E20 3,2cm 3,7 cm 0,86
5uM
Pifithrine-a
E21 3,0 cm 3,4cm 0,88
S5uM

CTL: ratio de croissance moyen: 0,88

PFT 1pM : ratio de croissance moyen : 0,87

PFT 5uM : ratio de croissance moyen : 0,87




Chapitre 5. Discussion

5.1 Protéine pS3 et structure

La protéine p53 de I’axolotl est trés semblable & la protéine humaine (Figure 1a-b,
Chapitre 2) et contient les mémes domaines standards, c’est-a-dire le Tramsactivation
domain et le leucine rich domain de la partie N-terminale, le DNA binding domain, le
tetramerization domain et le REG domain dans la partie C-terminale de la protéine. Les 5
régions trés conservées lors de I’évolution des organismes sont aussi présentes. Dans la 3°
de ces régions, il est possible d’y retrouver la mutation observée chez le Spalax (R174K),
mutation jugée responsable de sa grande résistance aux stress hypoxiques.[128] Cette
mutation permettrait la transactivation de protéines favorisant I’arrét du cycle cellulaire
(p21, pTEN et Mdm2) a des fins de réparation du génome, au détriment de proteines
engendrant 1’apoptose (Apafl).[128] Plusieurs exemples de mutants entrainant une
inactivation partielle de la protéine p53 (inactivation de la voie apoptotique seulement) ont
été observées et, fait encore plus intéressant, plusieurs de ces mutations inactivantes
touchent des résidus avoisinant I’arginine 174. Une mutation de P’arginine 175 a des effets
similaires (R175L/I/S-p53) sur I’activité de la protéine p53.[170] Suite a la création d’une
souris mutante R175P-p53 il est apparu que sa protéine p53 conserve la capacité a arréter le
cycle cellulaire mais non a induire I’apoptose.[171] 1l est donc possible que le résidu K174
chez I’axolot] et le xénope, rend leur protéine p53 plus efficace a freiner le cycle cellulaire
qu’a induire I’apoptose, ce qui est observé chez le Spalax ainsi que chez des mutants du
résidu 175.

Autre fait intéressant, une mutation de la protéine p53 R175H rend celle-ci sensible
a la température. Cette protéine pS3 est inactive a 37°C mais capable d’activer la
transcription a 26°C.[172] Le xénope, ayant une lysine en position 174 (au lieu de R174-
p53 humain) voit I’activité de sa protéine p53 dépendante de la température, ¢’est-a-dire
qu’elle est incapable de fonctionner & 37°C mais fonctionne & 32°C.[149] Chez I’axolotl,
nous retrouvons aussi une lysine en position 174 (Figure 1-b, Chapitre 2). D’aprés nos
résultats aux tests de génes rapporteurs, un patron d’activation dépendant de la température
a pu étre remarqué. La protéine p53 de 1’axolotl apparait inefficace, a 37°C, a transactiver

Hdm2 et p21 mais obtient des résultats probants a 30°C (Figure 3, Chapitre 2). De plus, a
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25°C, dans des cellules d’axolotl (AL1), la protéine p53 d’axolotl est incontestablement
plus efficace dans la transactivation du promoteur de Hdm2 que la protéine humaine
(Figure 4, Chapitre 2). Il serait trés intéressant d’observer si ’activité de la protéine p53 du
Spalax (K174-p53 humain) est elle aussi affectée par la température : p53 du Spalax
apparait incapable d’activer la production de luciferase durant certains tests de geénes
rapporteurs a 37°C (promoteur Apafl par exemple) : est-ce que ce serait la méme chose a
30°C?

Il semble que la combinaison de la protéine p53 d’axolotl (inactive a 37°) et celle
humaine (active a 37°) engendre une baisse de la transcription de luciférase, sous le
promoteur Hdm2, 4 37°C et dans les cellules H1299. 11 y aurait ici un effet dominant
négatif. La protéine humaine seule est beaucoup plus active comme facteur de transcription.
(Figure 1, Chapitre 4) La protéine p53 d’axolotl, n’ayant pas d’activité 4 37°C, pourrait se
tétramériser avec les protéines humaines empéchant celles-ci d’avoir leur effet d’activation
de la transcription sur le promoteur Hdm2 & sa température optimale. Ce genre d’effet
dominant négatif est vu chez les gens souffrant du syndrome Li-Fraumeni et serait ici une
preuve supplémentaire que I’activité de la protéine p53 de I’axolotl est sensible a la
température.

Donc, cette lysine en 174 pourrait avoir un effet semblable a la mutation R175H-
p53 sur la structure de la protéine pS53 (protéine humaine) et ses aptitudes de
liaison/tétramérisation selon la température. Cette méme lysine pourrait aussi avoir un effet
semblable a la mutation R175P-p53 sur la capacité de p53 a induire I’apoptose. Ainsi, la
protéine p53 de 1’axolot] aurait été sélectionnée, aurait évoluée afin d’avoir un effet optimal
a base température, autour de 25°C, température du milieu de vie de I’animal. De plus, cette
sélection pourrait étre simultanément responsable d’une plus faible propension de la
protéine p53 a induire I’apoptose au profit d’un arrét du cycle cellulaire. Ceci pourrait peut-
étre jouer un role dans la capacité a résister au cancer ainsi que dans I’aptitude a régénérer
que démontre ’axolotl. Il va sans dire que de plus amples recherches devront éclaircir ces
derniers points.

Selon I’équipe de Rechavi [128], travaillant chez le Spalax, la pression sélective
ayant favorisé la mutation R174K correspondrait & un changement de la protéine inhibant

son effet apoptotique, permettant a I’animal de résister aux conditions hypoxiques extrémes
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auxquelles il est souvent confronté dans son milieu. Effectivement, Iutilisation de plusieurs
promoteurs différents lors de test de géne rapporteurs ont démontrés que I’activation, a
37°C, des génes impliqués dans I’apoptose étaient inhibées, contrairement a ceux impliqués
dans l’arrét du cycle cellulaire [128, 173]. L’axolotl, le xénope et le newt (Brockes,
résultats non-publiés) possédent la méme mutation au résidu 174 (R174K) de leur protéine
p53. Pour ces animaux, cette mutation ne serait pas en lien avec un besoin de pouvoir
résister 4 un environnement hypoxique comme ce serait le cas pour le Spalax. En effet, ces
animaux poikilothermes, prenant la température de leur milieu, vivent dans un
environnement aqueux frais (prés de 20°C) qui, selon la loi de Henry [174], permet a une
plus grande quantité d’oxygéne d’y étre dissoute. Comme nous I’avons mesuré lors des
essais luciférase, la protéine p53 de I’axolotl est inactive a 37°C mais devient active a plus
basse température soit a 30 et 25°C (Figure 3 et 4, Chapitre 2). Il semble que des pressions
sélectives liées & la température aient mené a des modifications de la protéine p53 de
I’axolot] afin de favoriser son role de facteur de transcription & base température, rendant
du méme coup la protéine sensible a des températures plus élevée. Cette sensibilité ne serait
pas nécessairement liée 4 la mutation R174K mais pourrait découler de mutations se
retrouvant dans des domaines moins conservés de la protéine p53 de l’axolotl. Nous
pourrions étre tentés de croire que I’activité de la protéine p53 de Spalax est elle aussi
sensible a la température vue son incapacité a activer la transcription via les promoteurs de
géne apoptotique 4 37°C.[128, 173] En fait, a cette température, la transcription par le biais
de plusieurs promoteurs liés a I’arrét du cycle cellulaire est possible (promoteur p21 par
exemple [128]). Cette dichotomie entre la transcription de promoteurs apoptotiques versus
ceux stoppant le cycle cellulaire, 2 37°C, laisse présager que la protéine p53 du Spalax n’est
pas sensible & la température mais aurait évolué afin de favorise l’arrét du cycle cellulaire
au profit de I’apoptose rendant cet organisme plus résistant a I’hypoxie. Il aurait été
possible de croire que le Spalax puisse expérimenter des périodes de torpeur ou tout
simplement d’hibernation comme c’est le cas de plusieurs rongeurs. La température interne
de ’animal aurait pu alors chuter drastiquement comme c’est souvent le cas chez les
animaux hivernant.[175] Ce demnier point nous aurait permis d’envisager le fait que la
protéine du Spalax puisse étre elle aussi sensible a la température comme ’est celle de

I’axolotl ce aurait pu permettre une réponse apoptotique a plus faible température. Il ne
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semble pas que cette derniére hypothése puisse étre retenue car le Spalax maintiendrait une
température constante tout au long des saisons, n’expérimentant aucune baisse de
température corporelle qui pourrait permettre une activation des voies apoptotique de
p53.[176, 177] L’équipe de Rechavi devrait tout de méme vérifier ’activité de la protéine
p53 du Spalax a basse température.

Il est connu que p53 influence le vieillissement selon des recherches faites sur la
souris et la drosophile.[151, 178] Dans ces expériences, une surexpression de p53 chez les
souris entraina un vieillissement prématuré tandis qu’une inhibition de p53, chez la
drosophile, entraina un vieillissement plus tardif. Ainsi, en étudiant des organismes ayant
une espérance de vie élevée, comme c’est la cas du Spalax, de I’axolotl et du xénope il
serait possible de recueillir des informations intéressantes sur ce qui unit pS3 au
vieillissement. Dans le méme ordre d’idée, I’arbre phylogénétique de 1’évolution de p53
(Figure 2, Chapitre 2) nous montre que les mammiferes, plus particuliécrement les rongeurs,
démontrent une évolution rapide (branche longue dans I’arbre phylogénétique) de la
protéine p53, exception faite pour le Spalax chez qui p53 a évolué plus lentement. Dans cet
arbre, chez les mammiféres, seul le dauphin et I’humain présentent une évolution aussi
lente allant de pair avec une longévité relativement importante, ce qui souligne encore une
fois un lien entre p53 et la longévité/vieillissement. I faudrait idéalement ajouter des
séquences d’autres espéces (faisant partie, par exemple, de 1’ordre des monotrémes, c.i.e
échidnés, marsupiaux ; des squamates, etc.) afin de compléter 1’arbre phylogénétique de la
protéine p53 permettrait une meilleure appréciation du processus évolutif ainsi que de

I’évolution des organismes contenus dans I’arbre.

5.2 P53 en réponse aux stress et durant la régénération

Dans un autre ordre d’idée, il a été possible de constater que la protéine p53
d’axolotl semble « fonctionner » de fagon similaire a celle de mammiféres. En effet, les
cellules ALL1 d’axolotl exposées aux rayons UV ainsi qu’au MNNG (agent alkylant) sont
stabilisées par une phosphorylation de la sérine 15 de p53 (Figure 5a-b, Chapitre 2). Ces
résultats correspondent & ce qui est connu concernant la stabilisation de p53 suite a

différents bris au niveau de I’ADN par des UVs ou contact avec MNNG, entrainant la
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phosphorylation de la sérine 15. La protéine p53 d’axolotl semble donc réagir de la méme
fagon aux bris d’ADN que le fait son homologue chez les mammiféres.[179, 180]

Nous savons que la protéine p53 est d’une importance majeure dans le contréle de
I’apparition de cancers. La protéine p53 pourrait aussi avoir une fonction dans le cadre de la
régénération, que 1’on pourrait qualifier de néoplasie « structurée ». 1l existe, en effet,
quelques articles faisant état de la présence d’apoptose durant le premier jours suivant
I’amputation du membre de triton.[157] La protéine p53 serait probablement stabilisée suite
au stress extréme que représente I’amputation du membre en soi. En utilisant la technique
d’immunobuvardage de type « western», il a été possible de mesurer clairement la
présence de p53 durant la régénération (Figure 2a, Chapitre 4). Les immunobuvardages
utilisant des anticorps primaires reconnaissant la protéine p53 totale n’ont pas été en
mesure de présenter un signal stable de la protéine p53 durant la régénération comme ce qui
était observé chez les cellules AL1 exposées aux UVs et MNNG (Figure 5c-d, Chapitre 2).
Sachant que ce sont les modifications post-traductionnelles qui activent la protéines p53,
nous avons aussi tenté des immunobuvardages « western » utilisant 1’anticorps contre la
phospho-ser 15 de p53 (#9284, Cell Signaling Technology, Can) ayant déja donné de bons
résultats durant les immunobuvardages « western » sur les cellules AL1 suite aux stress
infligés par UV et MNNG (Figure 5a-b, Chapitre 2). 1l est possible qu’il y ait bel et bien
une stabilisation de p53 suite a I’amputation puis durant la régénération du membre de
I’axolotl. 11 fut, par contre, impossible de mesurer clairement cette stabilisation par
immunobuvardage de type « western » car les modifications post-traductionnelles nous
permettant de mesurer son activation touchent probablement des résidus autre que la sérine
15, résidus que nous n’avons pas encore testé. En effet, il existe au moins 20 sites pouvant
étre acétylés ou phosphorylés dans la partie N-terminale et C-terminale de la protéine p53
humaine.[132, 181] Il se peut aussi que les modifications post-traductionnelles touchent des
résidus propres a la protéine p53 d’axolotl pour lesquels il n’existerait pas d’anticorps
primaires commercialement accessibles reconnaissant ces épitopes.

Simultanément, nous avons tenté de mesurer 1’activation de p53 par le biais de son
régulateur négatif Mdm2. La stabilisation de Mdm2 correspondrait & une tentative de
réduire la quantité de p53 actif dans la cellule, de rétablir son niveau basal. Ainsi, Mdm2

stabilisé peut plus efficacement cibler et ubiquitiner la protéine p53, la rendant visible au
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protéasome 26S qui la dégradera. Donc, d’aprés les résultats obtenus (Figure 2b-c, Chapitre
4), méme si nos membranes d’immunobuvardage de type « western » montrent des bandes
parasites, il est possible d’observer une plus grande présence de Mdm2 durant les derniers
stades de régénération de la patte, c.i.e. durant les stades allant de bourgeon primitif 4
différenciation précoce. Il semblerait donc y avoir une intention d’éliminer la protéine p33
en fin de régénération mais non en ses débuts, ce qui peut concorder avec I'induction
d’apoptose observée en début de régénération. Fait étrange, il est connu que la
phosphorylation de la sérine 15 est importante dans I’apoptose mais nous n’avons pas été
en mesure de I’observer et ce, malgré I'utilisation d’un anticorps anti-phospho ser-15

reconnaissant la protéine d’axolotl.

5.3 Inhibition de p53 durant la régénération

Une autre alternative permettant de souligner I'importance de p53 suite a
I’amputation et durant la régénération fut d’en inhiber son activité. L’inactivation de p53
durant la régénération fut possible grace a utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de
p53, la pifithrine-a (P-fifty-three-Inhibitor). Aprés plusieurs tests, il a été possible de cibler
une concentration de pifithrine-o. non-toxique pour ’animal, mais ayant un effet sur la
régénération. En utilisant SuM de pifithrine-a nous avons été en mesure d’observer un
ralentissement évident de la régénération du membre de I’axolotl (Figure 3, Chapitre 4).
Les animaux traités semblent se trouver de 2 a 3 stades de régénération derriére les
animaux controles aprés 24 jours de traitement suivant I’amputation. Donc, malgré le fait
qu’il ait été impossible d’observer directement un patron de stabilisation de p53 par
immunobuvardage de type « western » suivant I’amputation, il apparait ici que I’inhibition
de p53 ralentisse de fagon marquée la régénération. Il se pourrait que I’inhibition empéche
p53 d’avoir son role apoptotique suite & I’amputation ralentissant dés ce moment le
processus de régénération. Il était aussi possible de croire en un effet plus général de la
pifithrine-a sur la croissance des animaux, donc sur la régénération, car nous utilisions des
larves d’axolotl d’approximativement 3 cm. Les animaux controles ainsi que les animaux
traités expérimentalement ont donc été mesurés afin de déterminer 1’effet de la pifithrine-a
sur la croissance de ceux-ci. (Tableau I, Chapitre 4) Tous les animaux, sans exception,

avaient une valeur de croissance équivalente. Donc, il est possible de croire en un effet
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ciblé de la pifithrine-a inhibant seulement I’activité de p53, ralentissant le processus de
régénération des animaux traités comparativement aux contrdles : p53 aurait donc un rdle a
jouer durant la régénération, role qui demeure, pour I’instant, a préciser.

Il est possible d’imaginer que la protéine pS3 puisse avoir un role dans I’inhibition
de la réponse inflammatoire suite a ’amputation d’une patte chez I’axolotl. En effet, il
semble exister un lien entre I’absence de p53 et une faible réponse inflammatoire : des
souris « sauvages » montrent une réponse inflammatoire plus importante que les souris
« p53 null ».[182] 11 est donc possible de soupgonner ce dit effet chez I’axolotl car, lors des
chirurgies et suivant celles-ci, les animaux ne démontrent qu’une réponse inflammatoire
minime : il ne semble pas y avoir de rougeur, de saignement important (vasodilatation
locale), de gonflement ni de douleur (I’animal s’appuie sur sa patte amputées...), ce qui
serait trés différent chez tout autre animal (mammiféres) ayant subi les mémes types de

chirurgies.



Chapitre 6. Conclusion

Le clonage de la protéine p53 d’axolotl a permis de constater que sa séquence est
trés semblable & celle des mammiféres. Elle présente par contre une mutation sur son
arginine 174 (R174K), tout comme le xénope et le Spalax. Cette mutation favoriserait
I’arrét du cycle cellulaire et inhiberait 1’activation de I’apoptose chez le Spalax. Nous avons
aussi observé par le biais de tests de genes rapporteurs, que Pactivation de la protéine p53
d’axolotl est sensible a la température, comme ’est la protéine du xénope. Cette activation
serait optimale 4 de basses température (entre 25 et 30°C) et pourrait correspondre a une
adaptation de ces animaux poikilothermes a leur milieu de vie se situant prés de 25°C : leur
protéine p53 aurait été sélectionnées, aurait évolué, en fonction d’une meilleure activité a
base température. D’aprés les résultats aux immunobuvardages de type « western», la
protéine p53 de I’axolotl semble stabilisée de la méme fagon que la protéine de
mammiféres suite 4 des bris causés & son ADN par des irradiations UV ou I'alkylant
MNNG. Elle serait aussi présente durant la régénération. De plus, des expériences
d’inhibition de p53 durant la régénération, a l'aide de pifithrine-a, montrent un
ralentissement marqué de la régénération renforgant 1’idée selon laquelle la protéine p53
aurait un role a jouer durant la régénération. Les résultats obtenus sont donc autant de
nouveaux éléments 4 ajouter a notre connaissance de I’action de la protéine p33 chez
I’axolotl, de son implication durant la régénération ainsi que lors de la résistance au cancer.
11 serait trés intéressant de continuer 1’étude de la protéine p53 chez cet organisme modele
régénérant parfaitement, résistant au cancer et possédant une longévité importante. Dans le
futur, il serait bon de trouver un anticorps permettant de visualiser une modulation de la
protéine p53 d’axolot] durant la régénération. Il serait aussi tres intéressant de procéder a
des tests de génes rapporteurs utilisant des promoteurs de génes cible de p53 impliqués
dans I’apoptose ce qui permettrait de voir si la protéine d’axolotl peut induire facilement
Iapoptose et ce, a différentes températures (utiliser les promoteurs bax et Apafl, par
exemple). D’autres expériences d’inhibition avec la pifithrine-a pourraient €tre tentées afin
d’inhiber p53 durant la régénération d’une patte suite a I’implantation d’un agent
cancérigéne dans le blastéme, ce qui pourrait générer la premiére tumeur dans un blasteme

de patte en régénération.
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Dernierement, 1’équipe de Tanaka est parvenue a créer des axolotls transgéniques
GFP+.[183] Cette dernicre percée laisse entrevoir la possibilité de produire sous peu des
axolotls transgéniques possédant un ARNi sous le contréle d’un promoteur inductible. Il
serait donc possible de produire un axolotl transgénique possédant un ARNi contre p53
sous le contr6le d’un promoteur inductible et d’observer les répercussions d’une inhibition
massive de p53 durant la régénération, ou encore suite a 1’incorporation d’un agent
cancérigéne dans le blastéme d’une patte en régénération. Il est aussi & noter que des puces
a ADN ont été développées chez I’axolotl, pour la premiére fois, en 2006.[184] II existe
aussi un projet de séquengage du génome de 1’axolotl, « I’Ambystoma mexicanum EST
sequencing project », qui a déja séquencé de 10 a 25% de ses génes.[185] La génération de
données ainsi que la mise au point de différents outils moléculaires, a I’image de I’axolotl
transgénique et des puces a ADN, facilitera, dans le futur, les recherches entourant 1’axolotl

et ses fascinantes capacités.
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Annexe I : Stade de régénération

Stades de régénération du membre
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La phase de préparation est dépendante de I’innervation: si la patte est dénervé, la

régénération est inhibée. La phase de redéveloppement est indépendante de Pinnervation :

si la patte est dénervée durant cette phase, la régénération se compléte.
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