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Résumé

Glycogénome et maladies a prions. Etude d’une tiambd expérimentale.

Les maladies a prions sont caractérisées par Faglation d’une protéine prion dite
PrP*°, isoforme mal conformée de la protéine prion daite, appelée PfPLa protéine prion
est une glycoprotéine glypiée qui interagit aves gdartenaires eux-mémes glycosylés, tels
que les gangliosides. L’étude des modificationsxpfession du glycogénome lors d’une
tremblante murine expérimentale a permis de mettré&vidence une altération précoce de
I'expression de seulement deux genes dans lesdatesuris maladesST3GalVetPigg. Ces
deux genes codent des enzymes clés respectivemmgliguées dans la synthése du
ganglioside GM3 et des ancres GPIl. Ces modificatigni ont lieu bien avant I'apparition
des premiers signes cliniques, induisent une hghdation (notamment membranaire) et
favoriseraient la présence de protéines prionsbisu L'association de ces dérégulations
altérerait la fonction transductrice de la PrP a&tiliterait la propagation de la forme

infectieuse.

Abstract

Glycogenome and prion diseases. Study of an expatahscrapie disease.

Prion diseases are characterized by the accumuiatia pathologic isoform (PT® of
the cellular prion protein called PrAPrion is a GPl-anchored glycoprotein which intésa
with various glycosylated partners, such as gasgles. Analyses of glycogenome
expression during an experimental scrapie disezs@ Uis to identify an early alteration of
expression of only two genes in scrapie-infectecenspleensST3GalVandPigg. Both genes
encode key enzymes implicated in GM3 and GPI andhiosyntheses, respectively.
Expression modifications occur long before the tfidinical symptoms, induce a
hyposialylation (notably at the membrane level) anobably lead to an increase of soluble
prion proteins. Association &T3GalVand Pigg down-regulations is thought to impair PrP

transduction signal and to improve BrBpreading.






Abréviations

aa: Acide aminé

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADNCc : Acide DésoxyriboNucléique complémentaire

ARN : Acide RiboNucléique

ARNmM : Acide RiboNucléique messager

AS : Acide Sialique

ATNC : Agent Transmissible Non Conventionnel

Cer : Céramide

CMP-NeuAc : Cytidine Monophospho-acide N-acétylmaminique / acide sialique

CMPrp - Forme transmembranaire de la protéine plaorgion C-terminale étant dans

la lumiéere du RE.
DTT : Dithiothréithol
ESB : Encéphalopathie Spongiforme Bovine
ESST : Encéphalopathie Subaigué Spongiforme Traasdohe
FDC : Cellule Dendritique Folliculaird=6llicular Dendritic Cel)
fMCJ : Maladie de Creutzfeldt-Jakob familiale
Fuc : Fucose
GAG : GlycosAminoGlycanne
Gal : Galactose

GalCer : Galactosylcéramide
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Glc : Glucose

GIcNH; : Glucosamine

GIcNAc : N-acétylglucosamine

GPI : Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol
GSS : Gerstmann-Straussler-Scheinker
IFF : Insomnie Fatale Familiale

Jpi : Jours post inoculation

KO : Knock-out: invalidation d’'un géene
LacCer : Lactosylcéramide

LRP : Précurseur du Récepteur a la Laminine
Man : Mannose

MCJ : Maladie de Creutzfeldt-Jakob

NMPrp - Forme transmembranaire de la protéine ptimégion N-terminale étant

dans la lumiere du RE
PCR : Réaction de polymérisation en chafP@ymerase Chain Reactipn
Prion :proteinaceousnfectious particle (les voyelles sont inversées)
Prnp: gene codant la protéine prion
PrP : Protéine prion cellulaire
PrPres : Protéine prion partiellement résistankepaotéases
PrP°: Protéine prion scrapie

PrPsen : Protéine prion sensible aux protéases

12



QTL : Quantitative trait loci

RE : Réticulum Endoplasmique

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

ROS : Dérivés réactifs de I'oxygenRdactive oxygen specjes

RT-PCR : Transcription inverse -Réaction de polysadion en chaineReverse

Transcription Polymeras€hain Reactioh

SDS-PAGE : Electrophorése sur gel de polyacrylangdeconditions dénaturantes

(Sodium Dodécyl Sulphate-PolyAcrylamide Gel Eledtoopsis
SLR : Systéme Lympho-Réticulaire
SNC : Systeme Nerveux Central
SNP : Polymorphisme de base unigB8a¢le Nucleotide Polymorphisine
SOD : enzyme SuperOxyde Dismutase
STE : Séquence d'arrét de transf&top Transfert Effectpr
UDP-GIcNAc : Uridine 5’ Diphospho N-acétylglucosarai
UV : Ultraviolets

vMCJ : variant de la Maladie de Creutzfeldt-Jakob
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L’hypothése du prion, suggérant I'existence d’'ugesdité non mendélienne basée sur
des changements conformationnels de protéines,pquiraient s’autorépliquer et servir
d’élément génétique, fragilise les conceptionstaries qui donnent aux acides nucléiques un
réle exclusif en matiere d’hérédité. Toutefois, & preuve communément acceptée n’a pu

définitivement confirmer ce qui reste a ce jourarane hypothése.

En effet, malgré I'étendue des connaissances allfmuiracquises sur les maladies a
prions par plus de vingt années de recherche, é&esnismes moléculaires impliqués dans la

maladie ne sont toujours pas clairement élucidés.

L'objectif de ma these est d’apporter des infororadi nouvelles sur des événements
moléculaires collectivement désignés sous le tatenglycosylation cellulaire, dont la mise
en jeu lors d’'une maladie a prions apparait de @luplus comme importante. Pour ce faire,
avec l'aide des collaborateurs de I'UMR-INRA jabadé cette étude en exploitant
I'existence d’un modele murin de tremblante, migaint au sein de I'INRA et en procédant
a une analyse exhaustive de I'expression du glyamgé murin grace a des outils élaborés

par notre équipe.
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. Les maladies a prions

A. Les différentes maladies a prions

Les maladies a prions ou Encéphalopathies Subai§pésgiformes Transmissibles
(ESST) constituent un groupe unique de maladiasodégénératives qui affectent aussi bien

les animaux (tableau 1) que les hommes (tablepag® suivante).

La tremblante du mouton est la premiére maladigcdg a avoir été décrite, et ce, dés
1732. Depuis, des maladies a prions ont été reesrd®ez de nombreuses especes animales
(tableau 1), telles I'Encéphalopathie Transmissible Vison (ETV), la maladie du
dépérissement chronique (ou syndrome de dégénaoeschronigue) touchant les wapitis et
le cerf-mulet des rocheuses, etc. Mais c’est aadrgence en 1986 de I'Encéphalopathie
Spongiforme Bovine (ESB) ou « maladie de la vadiike > dans les troupeaux de vaches

anglaises que les maladies a prions ont connwefptt retentissement.

Les ESST Animales

Premiére

Maladie Espéces atteintes Cause o
description

Lignées génétiquement sensibles,

Tremblante Ovins, Caprins S 1732
par contact entre individus
Encéphalopathie Transmissible Vison Infection par le prion des ovins ou 1947
du Vison (ETV) des bovins (par voie alimentaire ?)
Syndrome de dégénérescence  Cervidés nord-
chronique ou cachexie américains sauvages ou Inconnue 1967
chronique captifs
Encéphalopathie Spongiforme Bovins, ruminants de Infection a partir de farines
. . o 1986
Bovine (ESB) Z00Ss animales contaminées
Encéphalopathie Spongiforme Félidés domestiques ou Infection par des aliments 1992
Féline de zoos d’origine bovine

Tableau 1 : Les différentes ESST animales et leur grendiescription.
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Chez 'homme, de nombreuses maladies a prions @ndénombrées (tableau 2).
D’une incidence faible, elles peuvent étre d’or@iii) sporadique, telle que la forme la plus
répandue de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (M@djite dés 1920 (ii) génétique, comme
I'Insomnie Fatale Familiale (IFF), le GerstmannassBsler-Scheinker (GSS) ou encore la
forme familiale de la maladie de Creutzfeldt-JaK&8CJ) et (iii) infectieuse, comme la
forme iatrogénique de la MCJ, due a des infectimmsr-humaines malencontreusement
survenues suite aux traitements par de 'hormonerdessance extraite d’hypophyses de
cadavres. Parmi ces maladies & prions, le Kurapmsarue dés le tout début du ¥Xsiécle.
Cette maladie affecte des indigenes de PapouasigelNe Guinée pratiquant des rites
funéraires cannibales. Mais c’est le variant danialadie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ),
apparu en 1996, et a I'époque nommé nouveau varfamne infectieuse liée a la
consommation de viande contaminée par I'agentE8B, qui a suscité une vive inquiétude
due a l'incertitude du nombre de personnes expatdestentiellement atteintes (en 2002, les
estimations prévoyaient de 100 a 136 000 déceslepaMCJ). Bien que depuis 1992,
« seuls » 15 cas du vMCJ aient été recensés end-etri52 au Royaume-Uni, I'absence de
test de diagnostic précoce et de traitements asl@ptéfficaces fait de I'étude des maladies a

prions un enjeu de santé publique.

Les ESST humaines

Maladie Cause Pren_me_re
description
Kuru Consommation rituelle de cerveaux de cadavres 1957

Sporadique : mutations non héritables du ¢émgp
Familiale : mutations héritables du géPmmp
latrogene : infection par I’hormone de croissance, 1920
greffe de dure mére ou de cornées
Variant : infection par le prion de 'ESB

Maladie de Creutzfeldt-Jakob
(MCJ)

Syndrome de Gestmann-Straussler-

Scheinker (GSS) Mutations héritables du geRrenp 1936

Insomnie Fatale Familiale (IFF) Mutations héritabdiel gend’rnp 1992

Insomnie Familiale Sporadique Mutations non héritables du géRenp ou conversion

(IFS) spontanée de la PrBn Pri¢ 1992

Tableau 2 : Les différentes ESST humaines et leur prendiescription.
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B. Caractéristiques des maladies a prions

Les maladies a prions ne sont pas contagieusespeaigent étre transmissibles, au
sein d’'une méme espéce et parfois méme d’'une espeace autre, comme en témoigne le
vMCJ.

Une longue période d’incubation asymptomatiquend'ulurée de 5 ans chez les
bovins et de 5 a 30 ans chez 'homme caractérgsm#dadies a prions. Les signes cliniques
correspondent exclusivement a une atteinte céetlanadc une évolution progressive, sans
rémission, jusqu'au déces. Les Iésions tissuldiedype dégénératif sont quasi exclusivement
confinées au systeme nerveux central (SNC). Allesiamen histopathologique post-mortem,
réalisé en vue de confirmer le diagnostic, révas ohodifications spongiformes, une perte
neuronale, une hypertrophie et une prolifératios celules gliales. Des plaques amyloides

sont également parfois observées.

Une autre caractéristique des maladies a prionkabsence de réponse immunitaire
spécifique aprés infection (Kaspstral. 1982).

De plus, I'agent infectieux résiste aux traitemesgsdécontamination classiquement
utilisés contre les agents infectieux conventioginels que les bactéries, les champignons ou
les virus (par exemple I'agent du prion résistenaautoclavage a 121°C pendant 20 min,
Dickinson et Taylor 1978). A ce titre, I'agent resgable des ESST est appelé Agent
Transmissible Non Conventionnel (ATNC). Ainsi, I'NC ne peut étre inactivé qu’aprés
incubation dans une solution d’hydroxyde de sodiigmude) 1M ou d’hypochloride de
sodium (javel) titrant a 6 degrés chlorométriquesmdant une heure a 20°C, et par un
autoclavage en chaleur humide a au moins 134°GtiBaminutes (Dormont 1999). L’agent
infectieux persisterait méme apres un cycle d’'dat@ge a 600°C en chaleur séche (Brown
et al. 2000).

La nature des ATNC n’est pas encore clairementéarfr/oir partie 1), mais le réle
central du prion, terme proposé par S. Prusinek982 pour désigner larotéineinfectieuse
(Prusineret al. 1982) est désormais démontré. La pathogénie digmia I'acquisition d’'une

structure tridimensionnelle anormale d’'une prot@nen présente a I'état normal chez tous
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les mammiféres, appelée Prellulaire), en une isoforme appelée ¥rpour saapie, le

terme anglais de la tremblante du mouton.

La PrP° s’laccumule dans le SNC des patients atteints d'naladie & prions. Cette
protéine anormalement repliée est co-purifice d\agent des ESST (Prusinet al. 1982).
Constitutive des plaques amyloides parfois présemdeprotéine prion est considérée a ce

jour comme I'élément crucial, si ce n'est le seegponsable de I'infection.

1. Le concept prion

Bien qu'il soit admis que la protéine prion est ligpée dans les maladies a prions, la
nature exacte des circonstances associées a litmpate la maladie est encore sujette a
discussions. L’hypothése de la protéine seuleestid la plus soutenue et documentée, mais

d’autres theses sont également envisagées.

A. Lhypothese de la protéine seule

1. Etablissement de I'hypothese

Dés 1966 (avant que la protéine prion soit ideggifen tant que principal constituant
des agrégats amyloides), a été formulée pour |migre fois I'hnypothése que l'agent
infectieux pourrait étre de nature protéique. Tpekla en effet montré que le spectre de
résistance aux rayonnements de I'agent de la tesrtédoldu mouton se rapprochait plus de
celui des protéines que de celui des acides nudsi@Alperet al. 1966). Ainsi, les UV (qui
détruisent les acides nucléiques) n'abolissaiest ljiafectiosité. En 1967, J.S. Griffith a
proposé que l'agent serait une protéine, qui, stersaines conditions, pourrait s'auto-
répliquer et agir comme un agent infectieux (GhffL967). Cette hypothese, qui bouleverse
les dogmes de la biologie, n'a été reprise qu’eéB2l8ar S. Prusiner qui nomma l'agent des
ESST « prion » pouproteinaceous ifectious particlepar analogie avec « virion » (Prusiner
1982). Dans cette étude, S. Prusiner et ses codihrs montrent qu’un extrait de cerveau

infecté est partiellement résistant aux protéad'esi (e terme de PrPres utilisé pour signifier
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la résitance de la P*Paux protéases, en opposition & la°Ryiit est entiérement dégradée par
un tel traitement et est a ce titre également @gpefPsen). Ce n’est que quelques années plus
tard que I'existence du variant cellulaire (Brée la protéine prion scrapie (PPPa été mis

en évidence (Chesebmt al. 1985) et que le génBrnp, codant la protéine prion, a été
identifié (Basleret al. 1986).

Le rble central de la protéine prion a définitivernété démontré par I'utilisation de
souris transgéniques n’exprimant pas la protéir@pAinsi, les souris ayant leur geRenp
invalidé sont totalement résistantes aux maladipgais (Bueleret al. 1993). Ces modéles
murins montrent qu’une infection a prions ne peudiralieu que si la protéine prion PrBst
exprimée. Néanmoins, la présence indispensabla 8eH pour qu’il y ait infection a prions
n'est pas une preuve que la protéine prion estlegesponsable des ESST. Elle pourrait par

exemple agir comme un (co-)récepteur nécessaiirgection.

Une preuve formelle de la validité de I'hypothéseld protéine seule réside en la
reproductiorin vitro, sans autre élément, de la conversion de prot&iréen protéines PP

infectieuses.

Les premiéres expériences allant dans ce sengé@wobéenues chez la levure, ou au
moins quatre protéines ([PSI+], [URE3], [RNQ+] BtlJ+]) ont des caractéristiques proches
des protéines prion de mammiferes. En effet, lasnprde levure sont des éléments
génétiques non mendéliens qui, de facon similaire BrP° de mammiféres, ont des
conformations protéiques altérées qui se propggantin processus autocatalytique. Comme
chez les mammiféres, les protéines prion de lepawvent s’agréger, mais, chez la levure, ce
processus est réversible et n'est généralemertogagie pour la cellule. De fagon similaire
chez les mammiferes et la levure, des souches idaspont été mises en évidence. Les
souches de prions se différencient par des caisti@es phénotypiques transmissibles
(temps d’incubation de la maladie, profils Iésidsne chez les mammiferes, stabilité

mitotique, dépendance de la machinerie des pra&naperon cellulaire...chez la levure).

Les travaux sur la levure ont notamment permis d&trer que la production de
protéines recombinantes de type prion, riches eitidts 3 acquisin vitro, infectent de facon
stable des cellules de levure normales et propdgendiverses caractéristiques des prions
créés artificiellement (Tanakat al. 2004). Ces travaux constituent donc une avancée

importante dans la validation du concept du prion.
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Chez les mammiféres, de nombreuses tentatives mtedwgction de linfectiosité,
répondant aux criteres imposés par I'hypothése adgrbtéine seule, se sont révélées
infructueuses. Cependant, trés récemment la cdovege la PrPen PrB° semble pouvoir
étre reconstituéan vitro. L'utilisation d’'un systeme acellulaire dit « PMGA(Protein
Misfolding Cyclic Amplification, amplification cye@fjue de protéines mal conformées) est en
effet proche d’avoir reproduit ce qui apparaitratmme une preuve « irréfutable » de
I'hypothése de la protéine seule (Bochareval.2005, Castilleet al.2005a, Zou et Gambetti
2005). Méme si ces systemes doivent encore étrdicné® afin notamment d’exclure
I'intervention de facteurs exogénes et d'étre dades conditions plus physiologiques, cette
méthodologie a I'énorme avantage de pouvoir détdatgrésence de faibles quantités de
PrPres, et pourrait donc constituer une méthoddiagnostic non invasive efficace avant

méme l'apparition des symptdmes de la maladie {lzast al.2005b).

In vivo, une infectiosité a pu étre reproduite mais apuéstrés long temps
d’incubation chez des souris surexprimant fortenaestversions tronquées ou mutées de PrP
(Legnameet al.2004).

Selon I'hypothése de la protéine seule, la°Ps® transconforme en PfPpar un

processus autocatalytique mettant en jeu des nguasiencore non démontreés.

2. Modeles de conversion
Les expériences d'initiation et de propagation plestéines Prf in vitro n'ont pas
encore permis de faire la lumiére sur le mécanigemeonversion de la Pren PrB° Deux
grands modeéles de conversion sont généralemeniogisep le modéle de remaniement
imposé par la matricadfolding modél et le modele de nucléation-polymérisatisedding
mode).

a. Modele du remaniement imposé par la matriefqlding

mode)

Selon ce modele, également appelé modéle de camverssistée, une haute barriére
d’activation énergétique empécherait la conversspontanée de la PrRen PrP% La

conversion ne se ferait que par l'interaction enme protéine PfPet une protéine PTR
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créant un hétérodimére. La PfRmposerait alors sa conformation & la protéine rprio
cellulaire qui deviendrait a son tour riche en liets 3. L’homodimere de forme non native
pourrait soit se dissocier en monoméres aptes edinla PrP® en PrB° soit s’agréger pour
former des fibrilles (Griffith 1967, Zou et Gamhe&t005).

Prse Q
o g Q g
Hétérodimere Homodimeére
Fibrilles
Pre

Figure 1: Modéele du remaniement imposé par la ioeatfd'aprés Aguzzi et Polymenidou 2004). Selon ce
modeéle, la conversion de la Préh PrB° n’est possible que via la formation d’'un hétéradienPri2PrP°. La
PrP convertie en PP s’agrégerait au contact des autres*Prsu aurait la possibilité de se libérer du dimére

pour former a son tour un hétérodimére avec ungipm prion cellulaire.

Certains auteurs suggerent que la conversion sé falon ce principe, mais avec
I'intervention d’un facteur encore non identifi@&signé sous le terme générique de « protéine
X », qui faciliterait la formation de I'hétérodinePrP (ou d’un intermédiaire entre la Prét
la PrP - PrP° (Zou et Gambetti 2005).

Ce modéle serait applicable a toutes les formeS8TE(Zanusso et Monaco, 2005).
Lors des maladies d'origines génétiques, les nurtatiet délétions/insertions pourraient
provoquer une instabilité de la protéine prion rautgui favoriserait I'acquisition des
propriétés des PFP Pour les maladies & prions sporadiques, le méTende conversion
serait provoqué par un évenement stochastique omptations somatiques dans le cerveau.
Les formes infectieuses seraient dues a lintrddocde protéines PMP exogénes qui
interagiraient directement avec les protéines’ BtPsystéme lymphoréticulaire ou du SNC
(Zanusso et Monaco, 2005).
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b. Modéle de nucléation-polymérisatioaeeding modél

Le nucléation-polymérisation postule que les prsgiprion PrPet PrE° sont en
équilibre thermodynamique réversible. Les protéif@6™® monomériques seraient des
constituants naturels des cellules qui pourraietagragir les uns avec les autres et former un
noyau trés organisé. Ce noyau recruterait rapidetdenprotéines PfPmonomériques, voire
méme directement les formes cellulaires {RPrPétape limitante serait la formation du noyau
amyloide. Ce noyau pourrait se fragmenter, prodtidas particules hautement infectieuses.

Ces noyaux infectieux seraient a leur tour capdeleecruter des monomeres de PrP.

PrP Prisc

Figure 2 : Modéle de nucléation-polymérisation (Agjuet Polymenidou 2004 et Zou et Gambetti 2005)prSe
ce modéle de conversion, la Pt en équilibre thermodynamique avec laPiPagrégation des PrPconduit

a la formation d’un noyau amyloide, capable daagnfienter

Des expériences de fragmentation des fribrilleslaitgs par sonication tendent a
valider au moins pour partie ce modéle : les fragmgénérés peuvent en effet augmenter la
formation de noyaux de nucléation (Jarrett et Lanshl993). De plus, certains auteurs
estiment que ce second modele rendrait mieux codgsecinétiques observées (Maseél.
1999, Zou et Gambetti 2005).

L’infection ne serait pas véhiculée par des*PrRonomériques ou formant de larges
agrégats, mais par des oligoméres de*PtRguzzi et Polymenidou 2004). Des résultats
récents montrent en effet que ces derniers sopialigules les plus infectieuses (Masehl.

2005, Silveireet al.2005).
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3. L’hypothese de la protéine seule et la barriere
d’especes

Selon I'hypothése de la protéine seule, I'efficadile la conversion d’'une protéine
prion Pr® endogéne au contact d’'une protéine>PeRogéne repose sur I'homologie de leurs
séquences primaires. Ainsi, I'interaction PAPP° est optimale au sein d’'une méme espéce
(Prusineret al. 1990). Par contre, une transmission hétérologuee eespeces différentes
nécessite le passage de la barriere d’espéceseqoaractérise par un allongement de la
période d’incubation au cours du premier passagel@et al. 1993 et Scotet al. 1997).
Apres plusieurs passages successifs chez le mémgelddemps d’incubation se raccourcit
pour finalement se stabiliser au temps caractgtistide la souche. La PfRjui s’accumule

de novocorrespond toujours a la séquence de la PrP @eldt non a celle de I'inoculum.

La barriere d’espéeces ne semble pas toujours poétra franchie. Ainsi, en dépit de
plus de deux sieécles de cohabitation, la transonissaturelle de la tremblante du mouton a
'homme n’a jamais été formellement démontrée (@poonet al. 2005). De méme, les
différences de séquences entre les PrP humaimasrites seraient responsables du fait que
seules 10% des souris inoculées intracérébralempantdes prions humains de MCJ

développent la maladie, et ce aprés une longueged’incubation.

Plusieurs éléments tendent cependant a réfuteéel’idelon laquelle la barriere
d’especes ne serait liee qu’au pourcentage d’hogresoentre les deux protéines prion
incriminées. Par exemple, l'infection de souris ppe ESST humaine devrait étre facilitée
chez des souris transgéniques exprimant le &P humain. Or ces souris ne deviennent
sensibles a la maladie que si I'expression de Rrap endogene est abolie (Tellirgg al.
1995). Il a alors été suggéré qu’un facteur préskat I'héte, tel qu'une protéine chaperon,
appelé protéine X, jouerait un role dans la coriwarde la PrPen PrB° (Telling et al. 1995).
Plusieurs études ont méme identifié la région Gritesle de la PrP comme site potentiel de
liaison avec cette protéine X (Tellirgt al. 1995, Kanekoet al. 1997, Scottet al. 1997),
toujours non identifiée chez les mammiferes. Limémtion d’'une telle protéine est d’autant
plus envisagée que des protéines chaperons (tglies Hspl04 et GroEL présentes
respectivement chez les levures et les bactérmsygmt stimuler la formation de protéines
prion scrapie dans un systeme de convelisiotro acellulaire (Lefferet al.2004).
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En raison des variations d'efficacité de transmissselon les souches de prions
considérées, un lien étroit entre la barriere desp et les différentes souches de prions a trés
vite été suggére, proposant méme le concept déckmrde transmission, plutét que de
barriere d’especes pour montrer que la détermimad® I'infectiosité du prion n’était pas

simplement due a 'homologie de séquences (CollzQf¥).

4. L’hypothese de la protéine seule et les souaees
prions

L'existence de souches de prions, qui se caraetdrishez les mammiféres par des
périodes d’incubation, des manifestations cliniquets neuropathologiques différentes
(Prusineret al. 1998), est resté pendant longtemps inexplicablensehypothése de la
protéine seule, puisqu’il évoquait plutét la prased’acides nucléiques spécifiques. Ce n’est
que récemment que des données expérimentales mmhermcé a suggérer que les souches
multiples de prions pourraient étre rationaliséel®rs le modele de la protéine seule : les
souches représenteraient différentes conformatiens. Pr°® (Peretzet al. 2002, Tanakat
al. 2004, Vaniket al.2004), mais est-ce suffisant pour induire desooés d’incubation aussi

disparates ?

R. Krishnan et S. Lindquist ont montré dans un rfede levure que la présence des
différentes souches de prions serait due a deatiars de la longueur du noyau de nucléation
et de la nature des interfaces moléculaires (Kashet Lindquist 2005). Plusieurs modeles,
appuyant I'nypothése de la protéine seule, sonpge@és pour intégrer simultanément les
souches de prions, la barriere d’espéeces et laatovm d’agrégats tout en reconnaissant un
réle pour des facteurs cellulaires de I'h6te (Chaenl. 2004,Parlet al.2006).

L'implication de facteurs de I'h6te lors des maksla prions est étayée par la mise en
évidence de genes ou de régions chromosomiques ayen influence sur la période
d’incubation des maladies (QTL). Ainsi, outRenp, d’autres loci sont impliqués dans ces
différences de sensibilité (Stephensbal. 2000, Cosseddet al.2002, Morencet al.2003).

La propagation des maladies a prions ne serait g@s uniguement le fait de
I'apparition (spontanée, exogene...) d’'une protéinenpmal conformée, mais dépendrait
également de facteurs cellulaires.
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5. Questions non résolues
L’hypothese de la protéine seule semble progressmne en mesure de trouver des
explications aux constatations qui mettent en dsatealidité. Cependant plusieurs faits ne
sont pas encore pris en compte dans cette hypath@senbreux sont les points qui n’ont pas

été démontrés.

Par exemple, le pic d’'incidence de la forme spayaglide la MCJ suit une équation de
type gaussien avec une moyenne d’age autour dass8a si I'évenement déclencheur de la
pathologie est un repliement aberrant spontané@der® en une isoforme PF® comment
expliquer que lincidence de la maladie n'augmepés avec l'age ? De plus, le vMCJ
apparait de facon prédominante chez les individuggs et des données épidémiologiques
indiquent que la plupart des bovins qui développer ESB ne sont encore que des veaux
(Arnold et Wilesmith 2004). De méme, il a été sugggue les jeunes agneaux seraient plus
sensibles a l'infection naturelle par la tremblagtee les adultes (Diaet al. 2005). Ces
différentes données laissent penser que des factéls a I'age doivent influer sur la
susceptibilité aux maladies a prions et/ou que rdesaux d’exposition différents seraient
également en jeu (Ghaei al.2003).

Par ailleurs, une disparité manifeste est parfbiseovée entre la quantité de PrP
accumulée, les taux d'infectiosité et/ou les sigmériques (Ersdalet al. 2005). Les
symptdmes neurologiques et la mort neuronale péuggr transmis sans accumulation
détectable de protéines prion anormalement rep{léesmezast al. 1997). A I'inverse, des

échantillons riches en Pitfhe sont pas obligatoirement infectieux (Hillal.2000).

De plus, I'émergence de nouvelles souches de pri@asaloneet al. 2004) et
I'atteinte d'individus que I'on pensait résistaifEverestet al. 2006) suggére qu’une remise
en guestion permanente des postulats est a enyidageoncept du prion étant ainsi en

constante évolution.

Bien que I'hypothése de la protéine seule soit admar une majorité de scientifiques,
comme en témoigne l'attribution en 1997 du prix Blo&a son auteur, S. Prusiner, d’autres
hypothéses ont été et sont proposées.

37



B. Les autres hypothéeses

1. Hypothéses virales

L’hypothese virale, dont I'hypothése d'un virus tlegtait la plus communément
admise jusqu’au début des années 1980, date dictaudkerte de la protéine prion, car cette
hypothése se rapprochait le plus des caractérestige 'agent infectieux : transmissibilite,
longueur de la durée d’incubation, petite taill@szxpériences d’inactivation par irradiation
aux rayons X, réalisées par analogie avec des ggnwgiraux de taille connue, indiquent une
taille du génome entre 2 et 4 kb (Rohwer 1984}, Isoplus petite connue pour le génome
d’'une particule virale, ce qui expliquerait lesfidifltés de purification de I'agent. Les études
de Alper (Alperet al. 1967) démontrant la forte résistance de l'ageféciieux aux
traitements qui détruisent les acides nucléiquésnima mal cette hypothese, bien gu’elle ne
soit pas définitivement exclue (Manuelidis 2003cetnmunication de L. Manuelidis,"®

congres Dormont, Paris, 1-3 décembre 2005).

Selon I'hypothése du virus, la corrélation existamire les mutations du geR&NPet
les maladies a prions familiales s’expliquerait parfait que la protéine prion serait un
récepteur de tres faible affinité pour un virusquittiaire des ESST (non identifié), raison pour
laquelle l'incidence des MCJ sporadiques est faiBlr contre, les formes mutées de“PrP
seraient des récepteurs de haute affinité pouirls,vd’ou la forte pénétrance de la maladie
chez les individus porteur d’'un alldRRNPmuté (Kimberlin 1990).

Il est également supposé que les maladies a pomunsaient étre liées a un rétrovirus,
qui en s’intégrant a proximité du geR&RNP dans le génome de I'héte, provoquerait des
mutations du gene codant la protéine prion. Cett@idre aurait alors tendance a s’agréger
conduisant a l'apparition ultérieure des sympténiess formes familiales des maladies a
prions s’expliqueraient par I'intégration de ’ADNiouble brin du rétrovirus dans les cellules
germinales (Labat 1997, Labat 1999, Ledoux 2005).

Malgré la recevabilité de I'hypothese virale, uprozhe majeur lui est imputable :

comment expliquer I'absence de réaction immunitsiiriee a l'infection ?
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2. L’hypothese virino

Afin notamment d’expliquer I'absence de réponse unitaire, I’hypothese virino (ou
holoprion) est proposée par Dickinson (DickinsonQettram 1988) puis C. Weissmann
(Weissmann 1991). Le virino serait constitué d’'paetie nucléique protégée par une capside
protéigue : la protéine prion. La petite taille tecide nucléique et la protection forte
apportée par la protéine expligueraient la résigtamies acides nucléiques aux traitements
censeés les détruire. Tout comme dans I'hypothésdeyil’'acide nucléique serait responsable
de la variabilité des souches ainsi que de la néssbilité de la pathologie. Quant & la ByP

elle serait impliquée dans I'apparition des sigmesrologiques.

Un argument en faveur des hypotheses virales iabvst la relation particuliére de la
protéine prion avec les acides nucléiques. Desaaidcléiques sont ainsi systématiquement
purifiés avec I'agent des ESST, et il a été moatnéaintes reprises que les acides nucléiques
peuvent induire des changements dans la protéiar gt agir dans sa conversion (Nandi et
Leclerc 1999, Cordeiret al. 2001, Nandiet al. 2002, Adleret al. 2003, Zouet al. 2004,
Deleault et al. 2003). Par ailleurs, la sur-expression de°Ri&ns un systéme cellulaire
sensible a linfection par le virus de I'immunodidéince acquise humaine (VIH) inhibe
spécifiguement la synthése de deux protéines sird@v et Vrp), sans toutefois avoir un

effet sur la réplication du génome viral (Leblatal.2004).

Bien qgu’incontestablement un lien existe entre latgne prion et les acides
nucléiques, lidentification d’une séquence nudécgpécifique de I'agent des ESST (que
serait ’TADN/ARN viral) a toujours échoué. De pluss acides nucléiques n'ont un effet sur
la conversion de la PfRn PrB° que s'ils sont originaires de I'hote (Deleaettal. 2003) et
non d'une espece différente. La mise en évidencenté de polynucléotides dans des
fractions purifiées de cerveaux de hamster infechémtre que ces séquences d'acides
nucléiques sont variables, non spécifiques du pregincomme précédemment souligné,
vraisemblablement produites par I'héte (Saftal.2005). Dernierement, il a été suggéré que
I'effet des acides nucléiques sur la conversioraisetue a leurs charges polyanioniques
(Deleaultet al. 2005), ce qui replace les acides nucléiques enquaa porteurs de charges

négatives et non plus en tant que porteurs d’infdion genétique.
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3. Autres hypotheses
D’autres hypotheses sont timidement avancées,stejléune origine bactérienne
(Broxmeyer 2004) : il a par exemple été proposé spiwplasma(Bastian 2005) ou encore
Brucella abortus(Watarai 2004) pourraient étre impliqués. Dansadre, la protéine prion

serait un récepteur de ces pathogenes.

Malgré une avancée significative dans la validataanmoins partielle, de I'hypothése
de la protéine seule, la communauté scientifiqséerdivisée. Le role central de la protéine
prion dans les maladies a prions ne fait cepenglastde doutes, et il semble également que

des facteurs de I'hdte sont impliqués.
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1. De la PrP a la PrP°

A. Le géne codant la protéine prion

1. Organisation génomique du geRenp
Tout d’abord décrit chez la souris sous le nomSilec (pour Scrapie incubation
period) comme le principal responsable de la suszke des animaux a l'infection, le gene
codant la protéine prion est maintenant clairengrtifie sous le term@rnp (Moore et al.
1998).

Les formes PrPet PrP° sont donc toutes deux issues de I'expression dgéoe
ubiquiste et tres conserve entre les espéceséfigmnis codantes des protéines de mammiféres
ont prés de 90% de similarités) ce qui suggerefometion essentielle pour ce géne (lete
al. 1998).

Localisé sur le chromosome 20 chez 'lhomme, 2 theouris (Sparkest al. 1986),
13 chez le bovin et I'ovin (Leet al. 1998), il a aussi des analogues chez le poulati@sat
al. 1991, Gabriekt al. 1992), les reptiles (Simonget al. 2000), les amphibiens (Strumied
al. 2001) et les poissons (Cotbal. 2005, Miesbaueet al.2006).

Selon I'espéce considérée, le g&map est constitué de 1 a 3 exons (3 exons chez le
mouton, la souris et la vache, 2 chez 'homme sedl chez les oiseaux par exemple), mais
dans tous les cas, seul I'exon aval (d’environ P @Qcléotides) est partiellement codant
(figure 3, page suivante). De ce fait, les deusoisnes de la protéine prion ne peuvent pas
étre les produits de transcrits ayant subi un éagesslternatif (Baslezt al. 1986). Le seul cas
rapporté d’épissage alternatif du gétrap est celui du géne bovin, ou deux types d’ARNm,
différant par la présence ou I'absence d’'un exqrelp« exon 1b », ont été détectés dans de
nombreux tissus, exceptée la rate, ou seul TARNntontenant pas I'exon 1b est transcrit
(Horiuchiet al.1997).
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Mouton » B | -
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Souris » » | >
Exon 1 Exon 2 Exon 3
Vache B B | >
Exons
Exon 2 Exon 3
la 1b
Homme ) | >
Exon 1 Exon 2-like Exon 3

Figure 3 : Organisation génomique des gdPe® ovin, murin, bovin et humain. Les exons sont inégen
violet et le cadre ouvert de lecture du géne, siars I'exon aval, est indiquée en bleu clair (tBapLeeet al.
1998, Heatoret al.2003).

Bien que la structure du gelenp n’explique pas I'apparition ou la propagation des
maladies a prions, sa séquence et son expressibnagmtales pour I'étude et I'apparition des

maladies a prions.

2. Expression du genernp

Habituellement décrit comme géne de ménage, le §&np ne posséde ni boite
TATA ni élément initiateur dans sa région promarimais présente des séquences riches en
répétition GC (4 motifs répétés CCGCCC). Plusiesites de liaison de facteurs de
transcription sont entierement conservés entre mfares avec de grandes régions
d’homologie, particulierement entre 'lhomme et levin. Parmi les nombreux facteurs de
transcription potentiellement impliqués dans lautétion de I'expression dernp se trouvent
Sp1, ou au moins un site est présent chez tousdesmiféres étudiés, AP-1 et AP-2 (Saeki
al. 1996, Inoueet al. 1997, Mahalet al. 2001, O'Neillet al. 2005). Par ailleurs, chez le
mouton, I'expression du gerfernp et donc la synthése de la protéine prion pouét
modulées par une polyadénylation alternative déAsddm (Goldmanret al. 1999).
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Prnp est exprimé dans toutes les cellules, cependantasx de transcrits est variable
selon les tissus, avec les niveaux les plus élalasss le cerveau. Cette expression
différentielle révele I'existence d’'une régulatipropre a chaque tissu dont I'origine n’est a
présent pas déterminée. Ce géne est égalemené égalldu développement (Mobley al.
1988) avec une augmentation des taux de transarttur du 13" jour post-natal chez la
souris (Mansoret al. 1992, Monneet al.2003) et des 10-20 jours pour le hamster (McKinley
et al. 1987), I'expression restant ensuite stable toutoag de la vie adulte (Mahadt al.
2001).

Des études réalisées sur des modeles de rongansgéniques notamment montrent
que la production de protéines prion est nécespaiie qu’il puisse y avoir infection a prions
(Bueler et al. 1993, Daudeet al. 2003). De plus, le taux de PrP endogenes influence
I'initiation et la progression des maladies a psigRrusineret al. 1990, Carlsoret al. 1994,
Manson et al. 1994). De ce fait, les périodes d’incubation aslate d'inoculations
expérimentales sont connues pour étre inversemepbpionnelles aux taux d’expression de
Prnp (Prusineret al. 1990, Buelert al. 1992). Ainsi, une invalidation homozygote du gene
Prnp chez la sourisRrnp”®) conduit & une résistance compléte de ces souxifnéections a
prions, alors que des souris hétérozygoea(™), qui produisent moitié moins de PrP que
les souris sauvages ont une période d’incubatiomnetdurée de maladie plus longues en
comparaison des souris sauvages (Buetlerl. 1993). Au contraire, la présence de plusieurs
copies du génePrnp, chez des souris transgéniques par exemple, dorauiun
raccourcissement des périodes d’incubation, caistitgie utilisée pour I'étude de ces
maladies (Vilotteet al.2001).

La présence d’'un analogue conservé du gémg localisé en aval, appelérnd et
codant pour la protéine Doppel (acronyme de dowastrprion protein-like gene) ne semble
pas avoir d'influence sur la susceptibilité et tagagation des maladies a prions (Comincini
et al.2001).

Bien que les taux de protéines prion exprimées karhBtre un facteur majeur dont
dépend la durée d’incubation de la maladie, aualtéeation particuliere de I'expression de
Prnp n’est observée durant une ESST (Chesebral. 1985, Oesclet al. 1985). De plus, la
quantité de protéines prion ne semble pas étrenkne liée a ses taux d’ARNm (Horiuckt
al. 1995, Horiuchiet al. 1997).
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3. Polymorphisme et mutations
a. Dans les régions non codantesRiap

L'analyse des séquences nucléotidiqguesRtep humaine, ovine, bovine et murine a
mis en évidence plusieurs SNP (Single Nucleotidé/yrRarphisme) et insertion/délétion
(indel) dans les régions promotrices et intronig@éésnon codantes pouvant avoir une
influence sur la sensibilité aux maladies a pri@Bsldermanret al. 2003, Kinget al. 2003,
Sanderet al. 2004, Sandeet al. 2005). Ainsi, certains SNP et indel dans les négjio
promotrices des génes humain et bovin influencesgpectivement I'apparition des formes
sporadiques de la MCJ (McCormaekal.2002) ou de 'ESB (Sandet al. 2004, Sandeet
al. 2005).

Malgré les efforts consentis pour identifier leslypworphismes des régions non
codantes du gerfernp et les associer a une susceptibilité aux maladgsons, ces variations
ne semblent pas étre un facteur déterminant damadéadies a prions.

b. Dans les régions codantes Henp

Transmises selon un mode autosomal dominant, tesefofamiliales des maladies a
prions humaines comme la MCJ, IFF ou GSS (tablepage 28) sont liées a des mutations
dans la région codante du gelPRNP. Actuellement plus de 50 mutations ont été ideyas
chez ’lhomme comme responsables de maladies aspfli@hveld et al. 2006). Parmi les 24
mutations non-sens recensées comme provoquant deslies a prions chez 'homme se
trouve la mutation A117V étroitement liée au dépelement du syndrome de GSS. Cette
mutation favoriserait la production d’'une formensmembranaire de la protéine prion,
habituellement trés minoritaire, appel&&PrP (figure 5, page 39) (Hegdst al. 1998).
L'étendue de la neurodégénérescence chez des spomisuses de cette mutation est
directement proportionnelle aux taux H&PrP retrouvés dans leur cerveau suggérant que
C"prp est directement responsable de la mort ceBu(&ponneet al. 2004). Cependant, la
formation de*"™PrP n’est pas un phénoméne général a toutes lessdamiliales d’'ESST (et

encore moins pour les formes sporadiques et igigstis) (Stewart et Harris 2001). Le lien
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pouvant exister entre le déclenchement dune ESS$Tlae synthese des formes

transmembranaires de la protéine prion n’est dascctairement établi.

De nombreuses mutations présentes dans la régaemim du gen®RNP humain
sont localisées dans les hélicede PrP (ex D178N, T183A, E200K...). Il a été supposé que
ces mutations entraineraient une conversion spéatate la PrPen PrB° Cependant
difféerents travaux montrent que seules certainedations de Prnp entrainent une
modification de la stabilité de la protéine (Riekal. 1998, Liemann et Glockshuber 1999).
Les mutations n’expliquent donc pas a elles seldeshangement de conformation de la
protéine prion et ne conduisent pas nécessairemé&apparition spontanée d’'une maladie
(Riek et al. 1998, Liemann et Glockshuber 1999, Apetrial. 2004), ce qui suggéere que des
évenements ou facteurs supplémentaires sont néessgpaur qu’il y ait développement
d’ESST. De méme, le considérable degré de vari@hihénotypique au sein d’individus
d'une méme famille, portant les mémes mutationsP&RNP (King et al. 2003), laisse
supposer que d’autres facteurs sont impliqués ldaveriabilité phénotypique.

Le polymorphisme le plus connu du gePeNPchez 'lhomme se situe au niveau du
codon 129. Ce codon code une valine (V) ou une iordtie (M) dans la protéine prion. En
absence d'infections a prions ce polymorphismeapgaremment sans importance, mais |l
revét une importance majeure lors du développerdanie maladie a prions. Ainsi, la
répartition des cas de MCJ montre une nette difffrede sensibilité selon le génotype au
codon 129 (tableau 3). De plus, ce codon peut auwdr influence sur les caractéristiques
associées a la maladie (Pasteral.2005). Par exemple, la mutation D178N est ass@ude
a une MCJ soit a une IFF selon que le codon 126 pegpectivement pour une valine ou une
méthionine. Enfin, le vMCJ, corrélé a I'ingestior diande bovine contaminée, ne semble
affecter que les patients homozygotes MM, aucunempatd’'un autre génotype n’ayant

développé de vMCJ.
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MM MV W

Population causasienne 39% 50% 11%
MCJ sporadiques 69% 14% 17%
MCJ iatrogéniques due a 'hormone de croissance 486% 32%

vMCJ 100% - -

Tableau 3 : Répartition des génotypes au codon &89 kh population caucasienne et atteinte de M@prgb
Windl et al.1996 et Collinst al.2004).

Tres récemment une des hypotheses qui a été émiseeppliquer I'influence de ce
polymorphisme sur la susceptibilité aux ESST sugggre la méthionine 129 serait un site
alternatif d’initiation de la traduction. La praté@ produite, tronquée des 128 premiers acides
aminés, s’accumulerait dans le cytosol ou elleitwree plus forte propension a s’agréger et
former des fibrilles (Concepcion et Padlan 200®pé&hdant, il est intrigant de remarquer que
la prédisposition aux maladies a prions chez léwitus homozygotes MM au codon 129 est
réelle pour les individus de type caucasien, maéstnpas présente chez les Asiatiques
(Baldwin et al. 1995). Ainsi, I'hnétérozygotie (MV) sur ce codort @tus fréquente chez les
patients japonais atteints de MCJ sporadique (1896) dans la population générale ou la
fréequence des polymorphismes est de 0% VV ( ?), B%et 8% MV (Doh-uraet al. 1991).
Cette disparité de susceptibilité chez les indigidea méme génotype pour le gé&ieNPest
un élément de plus qui tend a impliqguer d’autredefars cellulaires dans la genése des

maladies a prions.

Chez le mouton, au moins 14 SNP dans la régionnteddePrnp ont été identifiés
(Heatonet al. 2003). Les variants nucléotidiques affectant dauiction des codons 136, 154
et 171 (numérotation ovine) sont les polymorphiso@®us les plus fréquemment associés a
une variation a la susceptibilité a la tremblanébdléau 4). Bien qu’il y ait 12 combinaisons
possibles des différents acides aminés, seuls élesllsont frequemment décrits chez le
mouton (Hunter 2003). L'allele sauvage est probakl® ARQ (notation simplifiée de
A13R154Q171) et les quatre alleles supplémentaires détecspuja présents (VRQ, ARR,

AHQ et ARH) dériveraient de I'allele sauvage pavdaiation d’'un seul codon.

Numéro du codon Acide aminé Allele
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136 Valine (V) VRQ

Alanine (A) ARQ,ARR,AHQ, ARH
154 Arginine (R) \RQ, ARQ, ARR, ARH
Histidine (H) AHQ
171 Glutamine (Q) VR, ARQ, AHQ
Arginine (R) ARR
Histidine (H) ARH

Tableau 4 : Polymorphisme de la protéine prion stdeq alléles communément présents chez le mouton,
(d’apres Hunter 2003).

L'allele ARR et a un moindre degré l'allele AHQ $ororrélés a une importante
résistance a la tremblante du mouton alors quédefotypes VRQ et ARQ sont associés a
une forte susceptibilité (Hunter 1997, Elsdral. 1999, Madeet al.2004). La susceptibilité a
la tremblante du dernier haplotype (ARQ) est intmdiaire et varie selon les élevages et
populations (Heatort al. 2003). Ces données suggerent que des interadifi@sentielles
des variants de la PrP avec la machinerie celul@ntribueraient a la susceptibilité ou a la
résistance a la tremblante (Sabuneu al. 2005). De fagon surprenante, des analyses
structurales montrent que les variants résistaRB &t AHQ de la PfPsemblent avoir une

structure moins stable que leurs homologues s&ssiiRQ et ARQ (Eghiaiaet al.2004).

Dans le but d’éradiquer la tremblante, un programmaigonal de sélection des ovins
pour la résistance a la tremblante a été mis exe@a France en 2002. L’idée conductrice est
que l'utilisation de béliers ARR/ARR donnerait rd@mnent une protection importante des
élevages vis-a-vis de la tremblante, comme cela @ty montré dans différents élevages de
Midi-Pyrénées. Ce principe a également été retearude nombreux pays et par I'Union
Européenne. La résistance a la tremblante des m®ue génotype dit « résistant » est
cependant toute relative, puisque plusieurs moutense génotype ont accumulé de laPrP
(Buschmanret al. 2004a, Buschmanat al. 2004b, Madeet al. 2004, De Bosscheret al.
2005) et pouvaient transmettre la maladie (Le &ual.2005).

La partie codante du gérernp bovin est moins polymorphe que ses homologues
humains et ovins. Cependant, quatre polymorphisragg, codons 78, 113, 192 et une
délétion d’'un octapeptide ont été identifies dansddre ouvert de lecture (Goldmaginal.

1991, Humenyet al.2002, Jeongt al.2005), sans qu’un lien soit toutefois établi aMESB.

Plusieurs mutations dans la région codante du §enp sont donc associées a des

formes génétiques des maladies a prions. Cependacine mutation dans le géne n'est
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assimilée a I'apparition des formes sporadiquesr@présentent environ 85% des maladies a
prions humaines). L'hypothése formulée par Gareibal. serait que la production de BfP
résulterait de la mutation somatique d’'une bas@dgation d’'une uracile par désamination
d’'une cytosine induite sous l'action d’'un stress @gemple) qui produirait des PrP portant
notamment les mutations observées lors des forametidles. Méme si la production de cette
protéine prion mutée est transitoire, ils estimguklle serait suffisante pour amorcer le

processus d’amplification (Garciat al.2004).

La connaissance du gene codant la protéine prietndeme importance toute
particuliere dans la compréhension et I'étude deladies a prions. En effet, cela a permis de
réaliser que I'expression du geRenp est nécessaire pour qu'il puisse y avoir une tidaca
prions. Codées par le méme géne, ne subissantisgage alternatif ni variation du taux
d’expression, les deux formes (Prt PrB9 de la protéine prion ne peuvent résulter que
d’'une modification post-transcriptionnelle (StahPeusiner 1991, Dormont 1999).

B. La protéine prion

1. La PrP et la PrP¢ une séquence primaire commune

La séquence en acides aminés des protéines ptidregsonservée et organisée de
facon tres similaire chez les mammiféres (figurg@age suivante). Des études de résonance
magnétique nucléaire (RMN) réalisées sur les pregprion recombinantes humaine (Zahn
et al. 2000), bovine (Hornemann et al. 2004), o\ingsek et al. 2005) murine (Riek et al.
1998)... ont permis de déterminer leur structurartr@hsionnelle et de confirmer leur grande
similarité, la séquence primaire des PrP étantpréshe entre les différentes espéces. Des
analyses faites sur la protéine prion bovine nde&u@nt prouvé que les résultats établis a
partir de protéines recombinantes étaient touit &ifailaires a ceux obtenus sur des protéines
prion cellulaires (Hornemann et al. 2004). En naide son insolubilité, de telles études n’ont

pu étre réalisées avec la forme pathologique.
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Figure 4 : Organisation de la protéine prion de mifares (numérotation humaine). Sont indiqués kgstiges
signaux N- et C-terminaux, clivés durant la maioratle la protéine. Ancrée par un GPI (jaune-orarigePrP
présente néanmoins un domaine hydrophobe (hacbugg), parfois utilisé comme région transmembranair
Les deux sites potentiels de N-glycosylation sodignés en bleu. Les hélicaeset les bring3 présents chez la

protéine prion cellulaire sont représentés respettént en vert et bleu.

Les 22 premiers acides aminés (numérotation humaodés par le génBRNP
constituent un peptide signal hydrophobe qui perreettranslocation de la chaine
polypeptidique dans le réticulum endoplasmique (RI€)peptide signal est clivé dés le début

de la traduction.

La région N-terminale flexible (résidus 23 a 12@yhferme 4 octameres de séquence
PHGGGWGQ (des résidus 60 a 91). Ces octarépétittamé entourées d’'un nonamere
(PQGGGTWGQ, résidus 51 a 59) et d’'une répétitioniglle (GGGTHNQ, résidus 92 a 98).
Cette région est connue pour sa capacité a lerilee. En aval de ces octapeptides, se trouve
un domaine hydrophobe trés conservé dans toutespEses (comprenant les acides aminés
(aa) 118 a 135), qui peut correspondre a un sitsaltion transmembranaire (De Fetaal.
1994, Hayet al. 1987). Ce site est précédé d’'une séquence d@derétinsfert (aa 104 a 112)
appelée STE (Stop Transfert Effector) (Yestl. 1990). Cette séquence permet I'arrét de la
translocation dans le RE de la protéine nativenagae la région hydrophobe ne soit insérée

dans la membrane.

La région centrale a été largement étudiée capépsdes synthétiques correspondant
aux acides aminés 106-126 forment des fibrilles satution et ont des propriétés

neurotoxiques (Forlonet al. 1993). Cette région est également impliquée dassdciation
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de la PrB°® avec la PrP(Singh et al. 2002, Norstrom et Mastrianni 2005). De plus, des
différentes topologies de la protéine prion désrigBrP (ou>*PrP), “"PrP, ""™PrP), deux
(“"PrP,N"MPrP) sont liées & la présence de la région hydimpHoa protéine prion posséde
en effet la particularité de pouvoir étre syntrégisians le RE sous trois formes (figure 5) : la
forme glypiée, la plus fréquente, pour laquellediee Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)
est fixée sur la Ser231 chez 'homme, et deux fsritransmembranaires minoritaires,
utilisant leur région hydrophobe (118-135 chez itmoe, figure 4, page précédente) comme
domaine transmembranaire. Deux orientations ded@ine sont alors possibles (Hegtel.
1998), I'une avec la région N-terminale dans laiérdu RE et donc appel®&PrP, I'autre
étant insérée de facon opposée, avec le domaisen@hal dans la lumiere du RE et nommeée
CMprp (figure 5).

a N-ter b c
cmprp Ntmprp

STE )

Domaine

hydrophobe
N-ter
—
C -
Lumiére du RE et

Ancre C-ter C-ter milieu extracellulaire

GPI
% Membrane

Cytosol

PrP

N-ter

C-ter

Figure 5 : Différentes topologies de la protéinmipret divers modes d'insertion a la membrane ¢ané tres

majoritaire glypiée (b) forme transmembranaire gdgpc) forme transmembranaire non glypiée.

Le domaine globulaire de la protéine prion celiddrésidus 121-231) se structure en

trois hélices alphao(l : 144-15402 : 173-19403 : 200-228) et un petit feuillet béta formé
50



de deux brins antiparalléles (128-131 et 161-1Bb4hs cette région, sont présents deux sites
potentiels deN-glycosylation (181 et 197) occupés de facon végiala protéine prion
pouvant étre bi-, mono- ou non-glycosylée. Deuxéines (179 et 214) comprises dans les
hélices 2 et 3 respectivement, sont impliquées darfsrmation d’'un pont disulfure. Ce
dernier permet la formation d’'une boucle de typeduBpermettrait a la PrP d’interagir avec
certains sphingolipides des rafts membranairess tque la sphingomyéline, le

galactosylcéramide, ou encore le ganglioside GM&Hh{dudet al.2002).

Enfin la séquence carboxy-terminale hydrophobe @233, qui contrble I'ajout d'une
ancre GPlI, est clivée lors de la maturation dedd&ine, ce qui permet le greffage du GPI sur
la sérine 231. Cependant, pour environ 15% de®ipex prion, ce clivage n’a pas lieu, les

protéines sont alors tronquées a la glycine 228h(®tt Prusiner 1991).

Comme de nombreuses protéines, la PrP est sujdties eclivages protéolytiques
(Mangeet al.2004). Ainsi, la PrPpeut subir un clivagea entre les acides aminés 110 et 111
pour produire deux fragments : C1 (fragment C-teahide 17 kDa) et N1 (fragment N-
terminal). Un deuxiéme type de clivage, appeléagjef3, peut se produire au sein méme ou a
proximité des répétitions octapeptidiques, ce gmigge un fragment C2 C-terminal de 21 kDa
et un fragment N-terminal nommé N2 (Chenal. 1995,Periniet al. 1996, Mangeet al.
2004).

Clivagef  Clivagea

j \ l N-glycosylation

S-S

| C1 (18 kDa)

| N1 (9 kDa)

| C2 (21 kDa)

| N2 (7-8 kDa)

Figure 6 : Représentation des fragments de la Bnérgs par des clivageaset 3 (d’aprés Mangeet al. 2004).

Seul un exemple de fragments C2 et N2 générésmelivagef3 est représenté.

51



Le genePRNPhumain code donc pour une protéine de 253 acit@sa (252 chez la
souris et 254 chez le mouton), qui subit ensuite nmaturation pour produire une protéine
fonctionnelle de 209 acides aminés, généralemémtlila membrane plasmique par une ancre

GPI, et substituée de fagon variable sur ses desxdeN-glycosylation (figure 7).

Figure 7 : Représentation de la protéine priorutste sous sa forme majoritaire : glypiée (ancRd €n jaune-

orangé) eN-glycosylée N-glycannes bleu).

2. La PrP etla PrB° des conforméres différents
Codées par un seul gene, les isoformes celluletressrapie de la PrP ont la méme
séquence primaire (Stahdt al. 1993) et présentent les mémes modifications post-
traductionnellesN-glycosylation, pont disulfure, ancrage a la membrpar un GPI, Stahl et

Prusiner 1991) mais divergent en de nhombreux aspect

Tout d’'abord, les protéines BrBt PrP° différent par leur sensibilité aux traitements
censés dégrader les protéines : comme nous I'aumgria PrP est sensible aux protéases qui
la dégradent entiérement (d’oll le terme PrPsemigagmployé), contrairement a la PtBui,
est partiellement résistante (et donc égalemerglée@PrPres) : une digestion ménagée a la
protéinase K de tissus infectés laisse ainsi ajiparane protéine prion tronquée jusqu’au

résidu 90 environ, d’'une masse moléculaire de 2%ki38 (Bolton et Bendheim 1988). Ce
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coeur protéique résistant, appelé PrP27-30, consisepropriétés d’infection proches de
celles de Pr¥(Safaret al. 1993).

L'une des différences majeures entre la ‘P la Prf° est la structure
tridimensionnelle. D’une forme cellulaires compnend@ hélicesa et 1 feuilletp avec deux
brins antiparalléles (figures 4 et 7, pages 38 2t t protéine prion peut passer a une
structure Prf® qui serait constituée de 2 héliaest 4 feuillets3 (Panet al. 1993, Safaet al.
1993) (figure 8). Sous cette conformation, la praé tendance a s’agréger et a former des
oligomeres, qui sont fortement infectieux (Huaatal. 1996, Masekt al. 2005, Silveiraet al.
2005).

Figure 8 : Représentation tridimensionnelle desé&imes PrPet PrP° (lesN-glycannes et I'ancre GPI ne sont

pas représenteés).

Par dichroisme circulaire et spectroscopie infrgeoules proportions relatives
d’hélicesa et de feuilletfd ont pu étre estimées pour chacune de ces foralgledu 5, page
suivante). Les pourcentages obtenus pour les fonE¥ et PrP27-30 différent selon les
études (Caughegt al. 1991, Paret al. 1993, Safawet al. 1993), probablement a cause des
multiples formes et tailles des BfPdes difficultés a étudier des structures agrégégseut-
étre de I'impureté des extraits utilisés (Kazlauteket al. 2005). De tels obstacles ne sont pas
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rencontrés pour I'étude de la PrRette derniére étant soluble dans les détergents
facilement solubilisée en conditions non dénat@snte qui permet son analyse en RMN et
dichroisme circulaire.

Protéine Hélicesa (%) Feuillets B (%)
Pre 42 3
PrP* 17-30 43-54
PrP 27-30 21 54

Tableau 5 : Pourcentages d’hélicest de feuillet3 des formes PfPPrP¢ et PrP 27-30 de la protéine prion
(d’aprés Caughegt al. 1991, Paret al. 1993, Safaet al. 1993).

Enfin, bien que ces deux formes soient généralergbmices, un traitement a la
phosphatidylinositol-phospholipase C (PI-PLC) indailibération de la PfRlans le milieu,
mais pas & celle de la PfStahlet al. 1987).

C. Localisation subcellulaire et sites de conversio

La protéine prion étant une protéine glypiéeNeglycosylée, elle suit la voie de
sécrétion classique des glycoprotéines. De celdaitrP transite par plusieurs compartiments
sub-cellulaires de sa biosynthéese jusqu’a sa déaticewl qui sont autant de sites potentiels de
transconformation, d’accumulation et/ou de propiagade la Pr&*.

54



Cellule
infectée

cavéoline

Endosome
(yc\ précoce @

o,

] \ Endosome
Protéasome tardif
4 00 o0 Q ﬁ_
ke 0 0005 ®. -

L/

Lysosome

Figure 9 : Trafic cellulaire de la PrRcube bleu) et sites potentiels subcellulairesatmation de la Pr
(pyramide rouge). Lors de son transit dans le REagpéreil de Golgi, la protéine prion subit diffétes
maturations : clivage des peptides N- et C-termindormation d’'un pont disulfure et ajout d'une em&PI
(jaune-orangé) et d¥-glycannes. Localisée préférentiellement dans lés ligfdiques, la protéine prion gagne
la surface cellulaire. Elle peut ensuite étre entf®yuis rapidement recyclée a la membrane plagr(en
quelques minutes), ou étre dirigée vers les lysesoou elle sera dégradée, avec une demi-vie d@mwr
heures. La conversion en Bfeut avoir lieu a différents moments de son traéitulaire, indiqués par des
fleches grises pointillées (d’aprés Collitsal. 2004, Kazlauskaite et Pinheiro 2005).

Grace notamment & son ancre GPI, la protéine pegindirigée a la membrane
plasmique, préférentiellement dans des rafts lijpids. Les rafts sont des microdomaines
membranaires riches en cholestérol et en sphirigeBpimpliqués dans de nombreux

processus cellulaires tels la transduction de signia trafic intracellulaire de protéines (dont
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les toxines bactériennes) et de lipides. Les rafiat également des sites privilegiés
d’interactions de I'hdte avec des pathogenes ou tdemes (Fantiniet al. 2002). La
composition lipidique particuliére de ces microdamea leur confére une plus grande rigidité
et une plus forte résistance a la solubilisationdes détergents (d’ou leur autre appellation
DRM : Detergent Resistant Membranggese qui permet leur isolement face aux autre®nsg
membranaires (Lobertet al. 2005). La PrP se trouve donc concentrée dansaftss ou elle
peut interagir avec difféerents composants cellefairDe plus, la membrane plasmique
constitue vraisemblablement le premier lieu de @onte la PrPendogéne avec la PP

exogéne, ce qui en fait un site privilégié de cosioa.

Le compartiment endolysosomal est un autre sitpaaéde conversion, la PfR
étant détectée. Lors de son métabolisme cellutarmal, la protéine ancrée par son GPI est
en effet internalisée puis recyclée a la surfacenbmanaire. Deux grandes voies d’endocytose
ont été décrites pour PrP. La premiére fait appel puits tapissés a clathrine deated-
pits »). Cette endocytose, inhabituelle pour une pmeténe possédant pas de domaine
cytoplasmique pouvant interagir avec la clathrsemble dépendre d’'un motif basique de la
moitié N-terminale de la PrP (23-107) qui lui caefda capacité a entrer dans ces puits
tapissés (Sunyackt al. 2003). Cette internalisation serait médiée pamutdés facteurs
possédant un signal de localisation pour les puwtouverts, tels que le précurseur du
récepteur a la laminine (LRP) (Campaataal. 2005). La seconde voie d’endocytose décrite
pour la protéine prion est dépendante de la cave@@Reteret al.2003). Cette endocytose est
induite en présence de fortes concentrations ewrecuLe cuivre induirait également un

mauvais repliement de la PrP, qui serait alorgéeivers les lysosomes.

Au cours du cycle d’endocytose, certaines protéesudsssent un clivage, peut-étre
précéde du clivagg (figure 6, page 51 La molécule restante, toujours glypiée, est réeya
la surface cellulaire, alors que le fragment pegtid N1 contenant les aa 23 a 110 est libéré
dans le milieu extracellulaire. Le fragment C-taratiC1 (aa 111-231) posseéde les deux sites
potentiels deN-glycosylation et est & ce titre di-, mono- ou ndyegsylé (Cheret al. 1995,
Periniet al. 1996).

Alors que la majeure partie de la PrP est endogyt6ea 30 % du pool de PrP
membranaires peuvent étre relachés de la surfdegage sous l'action spécifique d’'une

phospholipase qui clive la partie inositol de 'enGPI. Quant aux protéines Pendocytées,
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la majorité d’entre ellesa étre recyclée a la membrane, alors qu’'un fgiol@rcentage est

dirigé vers les lysosomes pour y étre dégrade.

D. Fonction(s) de la protéine prion

Connaitre la fonction de la protéine prion, quen Isuspecte importante au vue de sa
grande conservation au cours de I'évolution, esh@&njeu majeur pour I'étude des maladies
a prions, la conversion de la Pren PrB¢ pouvant engendrer une perte ou un gain de
fonction. Malgré les tres nombreux travaux entiegans cette optique, la fonction de la PrP

n’est toujours pas clairement établie.

L’invalidation du géne codant la protéine prionta Bune des premieres stratégies
employées pour identifier la fonction de la PriPlusieurs lignées de souBsnp’ ont donc
été créées. Les premieres lignées générées (ZtcNpw) sont viables et présentent un
développement normal (Buelet al. 1992, Mansoret al. 1994, Tobleret al. 1996). Par
contre, les lignées produites ultérieurement (N&mMO, Zrchll) présentent une dysfonction
cérebelleuse due a une perte des cellules de Rurklas phénotypes secondaires ont par la
suite été attribués non pas a la perte de fondiola PrP, mais a I'expression ectopique de la
protéine Doppel dans le cerveau, provoquée invaimrhent lors de la production de ces
souris (Mooreet al. 1999, Rosset al.2001). La protéine Doppel, qui présente de nongagu
similarités avec la protéine prion ne compens@astla perte de fonction de la protéine prion
(Paisleyet al.2004). De plus, la protéine Doppel ne semble pasied’interactions avec les
partenaires connus de la PrP, pas plus qu’elléemagit avec la protéine prion (Azzalk al.
2005). Une autre protéine trés conservée, Shaddw),(Squi possede également de
nombreuses similarités avec la protéine priongadsentifiée (Premzét al. 2003, Miesbauer
et al., 2006). Des études supplémentaires soneftositnécessaires pour établir un lien

fonctionnel entre ces deux protéines.

L’invalidation du genePrnp ne permettant pas de mettre en évidence un réle
fondamental de la PrP dans l'organisme, I'étabfies® de sa/ses fonction(s) s’appuie en
particulier sur sa localisation et l'identificatiate ses partenaires. Quatre pistes principales

ont été avanceées, grace notamment a l'utilisatermddéles cellulaires: un rdle de la PrP
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dans 'homéostasie du cuivre, dans la résistanstrass oxydatif, dans 'adhérence et dans la
transduction de signaux. Cependant, la questiomduphysiologique de PYReste encore

ouverte.

1. Role dans I’lhoméostasie du cuivre

Un lien entre les maladies a prions et le métatmaisiu cuivre a été proposé des les
années 1970 (Pattison et Jebbett 1971a, Pattislabkeétt 1971b). La création des souris KO,
bien que peu informatives du fait de leur absemcpl®notype majeur particulier, a révélé un
taux de C@" intracellulaire plus faible chez ces souris corafmement aux souris normales
(Brown et al. 1997). La capacité de la Br& lier spécifiquement les ions cuivre Ca été
mise en évidence (Stockel et Hartl 2001) et lersigeur de liaison identifié dans la région de
répétition octapeptidique (Hornshaet al. 1995, Brownet al. 1997, Miuraet al. 1999,
Garnettet al. 2006). Cette région tres conservée peut coorddarl&ison coopérative et pH
dépendante de 4 ions €Brown et al. 1997). Il existerait également un autre site disdin
au cuivre localisé autour des histidines 96 et (Uatksoret al. 2001), mais d’autres études

contredisent ces résultats (Garnett et Viles 2003).

Il a également été montré que des concentratiorsées de Cii favorisent
I'endocytose de la PrP, ce qui conduit a I'hypo¢hgae la protéine prion aurait un réle dans
le métabolisme du cuivre et dans son transportlyRewHarris 1998, Leet al. 2001, Perera
et Hooper 2001). Cependant, plusieurs études nddrdnpas en ce sens, montrant par
exemple que la PrP n'a pas d'influence sur la #bén du cuivre aux concentrations

physiologiques (Rachidit al.2005).

Dans le cerveau, la PrRest notamment détectée dans les membranes syremtiq
vraisemblablement dans le domaine pré-synaptiqeenisiet al. 1999, Fournieet al. 2000).
La présence importante de la PdRans les neurones et les pré-synapses suggéréa que
protéine prion serait impliquée dans I'excitabilitéuronale et la transmission synaptique (Re
et al. 2006). La capacité de la PrP de lier le cuivreagsau fait que la concentration en
cuivre est fortement réduite dans des préparatipnaptosomales de souRsnp”° suggérent
que la protéine prion cellulaire pourrait en efféguler la transmission synaptique en

modulant la quantité de cuivre dans I'espace symqagt(Brownet al. 1997, Hermset al.
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1999, Vassallo et Herms 2003). Une hypothése dalgurelle la PrPpourrait jouer un rble
fonctionnel et trophigue en régulant la capturkedtansport de précurseurs d’acides aminés
aux neurotransmetteurs et/ou en régulant le nombadfinité et la diffusion des

neurorécepteurs a ces neurotransmetteurs a égaléréemise (Ledoux 2005).

Le cuivre jouerait également un role lors des makd prions, en modifiant la
conformation de la région N-terminale de la PrP @eveorth et al. 1999) ce qui pourrait
favoriser le changement de conformation et/ou erfier son affinité pour un récepteur ou
partenaire cellulaire (Hunet al. 2001). Ce changement de conformation lors dealadn au
cuivre pourrait méme induire une conformation deetjeuilletf3, et conduire a la production
de protéines PrP insolubles dans les détergenésistantes a la protéinase K (Quagitaal.
2001, Joneet al. 2004, Kiachopoulost al.2004). Par ailleurs, la chélation du cuivre permet
d’inhiber I'amplification de la Pr® (Orem et al. 2006). Paradoxalement, les maladies a
prions présentent des caractéristiques communeled dues a un défaut de cuivre. Comme
la PrP° n’est pas capable, contrairement & la°Pde lier le cuivre (Mulleet al. 2005), il a
été récemment suggéré que la perte de fonctiorrfeaBsociée a la présence de protéines
prions non fonctionnelles seraient responsable adgdrte des propriétés anti-oxydantes
(Brown 2005).

2. Role dans le stress oxydatif
Un lien entre la PrRle cuivre et la résistance au stress oxydatibegimenté par le
clivage (figure 6 page 41 En effet, ce dernier est réalisé de fagcon déperddes dérivés
réactifs de I'oxygene (ROS, reactive oxygen spéoé¢u cuivre (McMahoret al. 2001).
L’absence de clivagp par altération des sites de clivage, apres expodies cellules a des

ROS, augmente la sensibilité au stress oxydatift{&taal. 2005).

Ainsi, de nombreux résultats, bien que controvefgésggoneret al. 2000, Hutteret
al. 2003), impliquent la PfPdans des mécanismes de défense cellulaire camtstrdss
oxydant, en relation avec les ions métalliquesniveau d’expression de la Pr&st augmenté
par la présence de cuivre (Varela-Nabdaal. 2006, Toniet al. 2005) et a pu étre corrélé a la
résistance cellulaire au stress induit par descaadi libores ou des ions métalliques

(Frederikseet al. 2000). Cette résistance au stress oxydatif skéata une activation de
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I'enzyme SuperOxyde Dismutase (SOD) dépendantaitiecvia la PrPet/ou a une activité
de type SOD de la protéine prion elle-méme (Breitval. 1997, Brownret al. 1999a, Milhavet
et al. 2000, Wonget al.2000).

3. Recherche de partenaires, r6le dans I'adhéremnda

survie cellulaire
La recherche de partenaires a permis d’identifiesipurs molécules qui interagissent
la protéine prion, suggérant l'implication de eatierniére dans divers mécanismes, tels que

I'adhérence ou la survie cellulaire.

Un réle anti-apoptotique de la PrP est suggérdapdécouverte d’'une protéine de 66
kDa qui a la capacité a se lier a la Prippelée STI1 pour « Stress-inducible protein
1» (Zanataet al. 2002). Cette interaction induirait un signal deino@rotection empéchant
I'apoptose des neurones (Chiaratial. 2002, Zanat&t al. 2002). Un r6le anti-apoptotique de
la protéine prion avait déja été suggéré suitédatification d’'une homologie de séquences
des répétitions octapeptidiques de la PrP aveomeathe 2 de Bcl-2 (BH2), connu comme
étant crucial pour la fonction anti-apoptotiqueBid#2. L’hypothése que la PrP aurait un réle
dans la régulation de I'apoptose neuronale esteégait étayée par la liaison qu’elle peut
établir avec la protéine pro-apoptotique Bax. Degl€&s complémentaires ont montré que,
comme Bcl-2, la PrP serait une protéine anti-agapie qui contrecarrerait la mort cellulaire

médiée par Bax (Bounhat al.2001).

De facon inattendue, la protéine prion montre uoeef affinité avec les acides
nucléiques et présente une activité de protéinperba trés similaire de celle de la protéine
nucléocapside du virus de I'immunodéficience humdMiH) (Gabuset al. 2001a, Gabust
al. 2001b, Derringtonet al. 2002) ou encore de la nucléocapside du virus de
I'immunodéficience féline (Moscardimit al.2002). Ces données, associées au fait que fa PrP
a été détectée dans le noyau (Rybeteal. 2002), pourraient laisser penser que la protéine

prion aurait la capacité a participer au métabaistes acides nucléiques.

Par ailleurs, des études récentes (Meyaal. 2005) montrent que la PrRest sur-
exprimée dans les axones en cours de formatioRrRaalors produite porte I'épitope HNK-1

(motif terminal glucuronyl sulfaté), glycomodificah impliquée dans la reconnaissance et
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I'adhérence cellulaire. La présence de‘RiRlylée avec cet épitope sulfaté suggere undéle
la protéine prion dans la croissance des axone®so, probablement la en tant que molécule
d’adhérence (Moyeet al. 2005). En effet, la PfPinteragit de facon spécifique avec le
domaine C-terminal de la chainkde la laminine de la matrice extracellulaireqaesuggére

un réle de la PrP dans I'adhérence neuronalea@blasance des neurites (Graeeal.2000).

De plus, le précurseur du LRP peut se lier a uogepre prion présente a la surface d'une
autre cellule contribuant ainsi a la communicatigercellulaire et la survie. Cette interaction
est également possible avec la forme scrapie @eolzine prion, ce qui confére a LRP un
réle dans la propagation de linfection. L’inteiact LRP-PrP nécessite la présence de
GlycosAminoGlycannes (GAG) et notamment des hémarasulfates, molécules connues

pour intervenir dans I'adhérence cellulaire (Huedal.2001).

La protéine prion s’associerait également avec léoule d’adhésion NCAM
(Neuronal Cell Adhesion Molecule) a la surface deBules neuronales. Cette interaction
régule I'activation de la kinase Fyn, une enzympliguée dans la signalisation par NCAM,
et favorise la croissance des neurites (Santuc@baé 2005). Ainsi, la protéine prion serait

impliguée dans des voies de signalisation.

4. Role dans la transduction de signaux

De par sa localisation membranaire et les intavastiqu’elle peut établir avec

différents partenaires, la PrP est un acteur pielete la signalisation cellulaire.

Il a été montré que le role de la protéine priopedé du type cellulaire étudié. Une
fonction de signalisation de la protéine prionweire PrP a été identifiée dans un modeéle de
différenciation neuronale 1C11, les cellules préeur neuro-ectodermiques 1C11 pouvant
étre induites a se différencier en neurones bioargiques. Un couplage de la tyrosine kinase
Fyn et de la PrPvia la cavéoline |, a été révélé aprés pontaga @P a l'aide d'anticorps.
Les partenaires, Fyn, cavéoline et PsBnt présents dans 1C11 différencié ou non, paturta
l'activation de Fyn n'a lieu que dans les cellulgant acquis une différenciation

bioaminergique compléte et pas dans le précurgeiit {Mouillet-Richardet al.2000).

La caractérisation des voies de signalisation téesuipar stimulation de la PyR par
la suite montré un lien entre la Pe? la production de radicaux libres générés pavaton
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de la NADPH oxydase. Ces radicaux sont produits d¢atignée 1C11, quel que soit son état
de différenciation mais aussi dans les lignées houptaire T, BW5147 et hypothalamique
neuroendocrine, GT1. Des cibles intracellulairesmmunes aux cellules neuronales et
lymphocytaires, aboutissent a la phosphorylatiolfaddAPK kinase ERK1/2 impliquée dans
la prolifération, la différenciation et la surviellulaire. Les auteurs proposent une fonction
ubiquitaire de la PfRlans le controle de I'équilibre redox cellulairel{Seideret al. 2003).
Toutefois, les cascades de signalisation recrutast cibles different dans les cellules
neuronales bioaminergiques ou les partenaires &réetine-Fyn sont nécessaires a la
signalisation. La kinase Fyn est alors en amon® d®ies de signalisations paralleles qui
convergent sur ERK1/2, l'une dépendante des RD8uéte non. Le contrble par Fyn de la
transduction de signaux dans les neurones bioagipers introduit donc une spécificité

dépendante du contexte neuronal (Schneider e0&)20

D'autres études avaient par ailleurs trés tot ndamtrrole de la PfRlans des cellules
du systeme immunitaire (Cashmeainal. 1990). Il est notable que I'expression la plusefoie
PrP aprés le SNC se rencontre dans les tissus lymesoal elle est notamment détectée
dans les lympocytes, les macrophages, les celldégslritiques folliculaires (FDC) des
centres germinaux (McBridet al. 1992, Brownet al. 1999b, Jeffreyet al. 2000, Kreb<=t al.
2006).

Plusieurs éléments sont en effet en faveur d’'um dél la PrPdans la signalisation au
sein du systéme immunitaire. Par exemple, la gnaiffon des lymphocytes (induite par la
concanavaline A) est réduite chez des souris niegmt pas la PrP comparativement aux
souris sauvages (Mabbait al. 1997) ; la prolifération des lymphocytes T humdstimulée
par des Ig monoclonales anti CD3) est inhibée parahticorps monoclonaux anti-P(Pi et
al. 2001). De plus, le taux de protéines PeRprimées a la surface des lymphocytes T
humains est augmenté suite a I'activation cellalgWabbottet al. 1997) et les cellules T

mémoires expriment plus de Piie les cellules T naives (&f al.2001).

Trés réecemment, un role de la protéine prion calleldans la transduction de signaux
dans la fonction du macrophage, telle que la phdgee, la migration cellulaire et la
production de cytokines a également été mis ereécel (Kreb®t al.2006). Le réle de la PrP
dans les macrophages était préssenti, car des pmages dérivés de souris sauvages

(Prnp" ™ etPrnp’° ont des capacités phagocytaires différentes (deeilaet al. 2005). Des
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analyses realisées sur des splénocytes de sourioi€Omnontré que la protéine prion
modulerait également la prolifération des celldliest la production de cytokines (Bainbridge
et Walker 2005). Dans les cellules lymphocytailasPrP interagirait avec le ganglioside
GM3 dans les microdomaines membranaires (Mattedl. 2002), ou ces deux composants
interviendraient dans un complexe de signalisatiomltimoléculaire impliqué dans
I'activation des cellules T. En effet, la méme ¢gua suggéré deux années plus tard que la
PrP jouerait un rble dans la transduction de signaarsdles lymphocytes T, via les

gangliosides (et principalement le GM3) et la molédransductrice Fyn (Mattei al.2004).

En dépit du grand nombre d'études sur la fonctiedadPrP, celle-ci n’est toujours
pas clairement définie. Il semble au contraire tpigrotéine prion normale ne soit pas
impliquée dans une seule fonction, mais dans urgtade de fonctions, qui different selon
le contexte cellulaire : 'environnement et lestpaaires de la protéine prion auraient donc un

réle prépondérant pour la fonction de la PrP.

E. Propagation de I'agent infectieux dans I'orgaras

Bien que seul le SNC soit affecté de facon margfpar la présence de protéines prion
scrapie, I'étude du cheminement de la2dns I'organisme est nécessaire 1) pour espérer
contrecarrer sa propagation et 2) pour prendremesures nécessaires pour éviter toute
transmission inter-individus. Par exemple, la pnésede la PrP dans le sang est
préoccupante d’'un point de vue de santé publigeex das de transmission par transfusion
sanguine ayant déja été répertoriés (Pedeh. 2004, Belay et Schonberger 2005). De méme,
en dépit de l'absence de réponse immunitaire, dabneuses données attribuent un réle
crucial du systeme lymphoréticulaire (SLR) durantdngue période d’incubation, commune
a toutes les ESST, qui précéde I'atteinte neurqloeyi Durant cette phase silencieuse, I'agent
des ESST s’y réplique.
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1. Role du systeme lymphoréticulaire

Exprimée dans le SLR chez tous les mammiféres é&uda PrP a un niveau
d’expression nettement plus faible dans la rate dpres le cerveau : chez la souris le ratio
d’expression de la Pfflans la rate comparativement au cerveau est @& {Caugheyet al.
1988) et est estimé a 1/100 chez le mouton (Moudjaal. 2001). Toutefois, I'accumulation
de la Prf° est en général détectée dans la rate et les gasdiimphatiques bien avant de
I'étre dans le cerveau, en particulier lors d’'umedtion périphérique. La quantité de protéines
PrP*® accumulées dans la rate reste cependant toujmmsniérieure a celle détectée dans le

cerveau (4% par exemple dans des cas de vMCJ, d¢Hetrzb. 2005).

La présence de protéines PrBans la rate varie selon la souche de prion sp&ee
animale étudiées. Par exemple, chez les sourarF4 est détectée dans la rate et les nceuds
lymphatiques chez la majorité des animaux aux statlgminaux, mais également
précliniques. De nombreux modeles (différant par $euris utilisées et les souches de
tremblante ou du vMCJ inoculées) mettent tous eéteéee le rdle remarquable du SLR dans
ces maladies. Chez 'homme, la PYBst détectée dans la rate dans tous les cas du e
€galement été retrouvée en quantité moindre darss cds de MCJ sporadiques et
iatrogéniques (Glatzekt al. 2003, Herzoget al. 2005). La protéine prion scrapie est
également détectée de fagon routiniere dans les ¢ moutons atteints de tremblantes
naturelle ou expérimentale. Ce n’est que chez gnb qu’il semble ne pas y avoir

d’accumulation de Prdans la rate (Somervilket al.1997).

L'inoculation de l'agent de I'ESB, chez des modélds souris adaptées pour
l'infection & 'ESB, provoque ou non son accumuatidans la rate. Cette accumulation
semble dépendre de la voie d’inoculation (I'infentipar voie orale est plus efficace pour
infecter la rate) ou des souches utilisées (Heetad. 2005). Des différents résultats obtenus,
il a été supposé que l'agent de 'ESB, s'’il estspré dans la rate au stade terminal de la
maladie aurait un faible niveau d’accumulation (B@2004). Il est cependant troublant que
l'infection de moutons par 'ESB conduise dansa@ied cas & la détection de protéines PrP
dans la rate et que les hommes atteints de vMGihadent également la PtRdans la rate.
Cette absence aurait-elle un lien avec I'absencdrahscrit ayant I'exonla dans la rate

(Horiuchi et al.1997) ou d’autres facteurs spécifiques du bovii-§e impliqués ?
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Apres une infection par voie orale, 'accumulatetieu dans un premier temps dans
les plaques de Peyer, qui constituent alors une d@ntrée, puis dans la rate. De facon
intéressante, une injection intracérébrale deRrehduit également & leur détection rapide
dans la rate (Fraser et Dickinson 1970).

La forme PrP¢ est donc communément détectée trés tot dansaldoratdes maladies

a prions naturelles et expérimentales, exceptadelus litigieux de 'ESB chez le bétalil.

Les titres infectieux de I'agent de TESST augmantapidement dans la rate les jours
suivants l'inoculation de PPPexogénes, alors qu'aucune infectiosité n'est détedans le
cerveau, ce qui suggere que les protéines pridestieuses sont synthétisées dans la rate
(Daude 2004). Cependant, aucune altération histofmagique n’apparait dans la rate suite a
la réplication et I'accumulation de protéines ¥reontrairement au cerveau. En dehors d’'une
réduction de taille et de poids, aucun autre donemragst en effet observé dans les rates de
souris, hamster ou mouton atteints d’'ESST (FrasBrokinson 1970, Ye et Carp 1995).

Le réle majeur de la rate dans la propagation deSTEinfectieuses a été mis en
évidence lors de nombreuses expériences, en pemtide splénectomie (Fraser et Dickinson
1970) ou encore chez des souris atteintes d'agplgénétique. Dans ces deux cas, les
périodes d’incubation sont augmentées. De mémesal@ss immunodéficientes n'ayant ni
lymphocytes B ni lymphocytes T matures ne peuvexs @évelopper la maladie, mais y

devienne sensibles aprés restitution de splénoogi@saux.

Le r6le de la rate et des organes lymphoides ast désormais reconnu, mais les
cellules incriminées ne sont pas encore nettemgfimiels. Toutefois, les FDC différenciées
jouent un réle certain dans la propagation et fdigétion de la Pr&® (Mohanet al. 2005,
lernaet al. 2006). Ces cellules, qui expriment fortement IB°RIes le 18" jour post natal
(avant ce stade, les souris sont résistantes fadtion, lernaet al. 2006), sont des cellules
accessoires présentes uniquement dans les certraggux, ou elles piégent et retiennent
les antigenes sous la forme native et complexéesaaditicorps et au complément. Les
récepteurs de surface des FDC leur permettraiectgturer les prions (Kleiet al. 2001),
une interaction cellulaire similaire a celle dézpour la rétention des virus HIV (Joliegal.
1993). Il est également possible que la PrP agissene un auto-ligand (Kanelat al. 1995,
Huang et MacPherson 2004). Quant aux lymphocytdeus,présence serait nécessaire pour

induire une maturation fonctionnelle des FDC. E@aniné 'association forte entre les FDC
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et les lymphocytes B dont les membranes sont finerhées, la PrP pourrait facilement

circuler entre les macrophages, les cellules B&EDC (Daude 2004).

Les macrophages pourraient alors avoir un double :r&liminer des agents
infectieux, mais également intervenir dans leurppgation (Prinzet al. 2002). Les
macrophages des follicules lymphoides contiennérsi ale la PrP* aussi bien dans les
premiers stades d'une ESST que lors les stadesnsur(Forloni, 2004). Tout comme les
macrophages, les cellules dendritiques intervieadtale facon ambigué lors d’'une infection.
Grace a leurs propriétés de migration, les celldesdritiques pourraient transporter les
prions scrapie du site d’exposition (comme le tractgastro-intestinal, suite a une
contamination par voie orale) aux tissus lymphqgides jusqu’a proximité des extrémités
neuronales (Forloni, 2004). Bien que l'absence d#dlules dendritiques n’affecte
apparemment pas linfectiosité de la tremblanted¢@neet al. 2002), il est néanmoins
possible que ces cellules accumulent la°PuBns les tissus lymphoides en I'absence de FDC
(Klein et al.2001). Les cellules M (cellules épithéliales meanaires), déja incriminées dans
I'entrée de pathogenes par transport transépithpaiarrait y avoir un réle (Wolf et Bye 1984,
Owen et al. 1986). Les exosomes pourraient également étreveeteurs de l'infection,
notamment par le sang (Robertsgral. 2006).

Le lymphotropisme permettrait a I'agent infectiedex subir une étape de réplication
primaire efficace dans les tissus du SLR ce qumpérait d’obtenir un taux infectieux
supérieur. La Pr® pourrait alors étre soit transmise aux terminasoerveuses soit entrer

dans le sang, conduisant a la neuro-invasion (lgestzal. 2005).

2. Propagation jusqu’au systeme nerveux central
La longue période d’incubation observée suite ainoeulation périphérique pourrait
correspondre, au moins pour partie, au temps mislgsa prions scrapie pour atteindre
I'organe cible de I'infection, le SNC. Ce processpar lequel la Pri regagne le SNC est
généralement appelé phase de neuroinvasion. Lvaiterde temps entre la réplication du
prion dans les organes lymphoides (rate) et Iiateidu SNC serait en adéquation avec une
propagation via le systeme nerveux peériphériqueP(SKHaik et al. 2004). Bien que

controversé, le terme de synapse neuro-immunolegigété proposé comme interface entre
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le systeme immunitaire et les neurones du systgmeahique (Tournier et Hellmann 2003,
Haik et al.2004). Une voie possible de propagation est iak@nale, des organes lymphoides
jusqu’a la moelle épiniere thoracique, site d’emtdés nerfs sympathiques dans le SNC vers
le cerveau (Daude 2004). Les nerfs sympathiquedblsainen effet étre de bons candidats
pour la propagation de la PfPcar leur suppression retarde ou empéche le dévetoent de

la maladie (Glatzedt al.2001).

V. Role de la glycosylation dans la physiologie et

la pathologie du prion

I semble de plus en plus clair que des facteudtulages influeraient sur la
physiologie et la pathologie du prion. La glycosigia cellulaire, modification co- et post-
traductionnelle des protéines et lipides, pourite le ou l'un de ces facteurs. La
glycosylation est un processus régulé, spécifigaecllague espéce et, pour une espéce
donnée, de chaque type cellulaire. Les nombreusestiges glycanniques possibles

contribuent a la variabilité phénotypique.

Sous le terme générique de glycosylation cellulagedistinguent divers types de
glycosylation, dont la plus connue est Maglycosylation des glycoprotéines. Lé¢
glycannes, liés a 'amide de la chaine latéraleel’Asn présente dans la séquence consensus
Asn-X-Ser/Thr (ou X est un aa autre que la protind’aspartate), peuvent étre subdivisés en
trois groupes distincts : les glycannes riches annuses, les glycannes dits hybrides et les

glycannes complexes. Ces derniers peuvent étre4nanadri- ou tétra-antennés.

La O-glycosylation constitue un deuxieme type de glytaifon des protéines. Les
glycannesO-liés sont fixés au groupe hydroxyle d’'une sérimedaune thréonine (ou d’'une
hydroxylysine ou une hydroxyproline dans le cas dekagénes), mais les signaux qui
déterminent les sites d@-glycosylation ne sont pas aussi bien connus que fm N-
glycosylation. Les oligosaccharid€sliés sont généralement courts (un a quatre sydres)

gue ceux des mucines peuvent comporter jusqu’sés. o

67



Les protéoglycannes de la matrice extracellulain@sgntent également des
carbohydrate®©-liés. Ces derniers sont formés de GAG (répétitions dasnitisaccharidiques
sur lesquelles I'un ou les deux sucres sont suglfaliés de facon covalente a un cceur

protéique.

Par ailleurs, 'ancrage membranaire de nombreps®gines se fait grace a une ancre

lipidique glycosylée : le GPI.

Ainsi, les protéines ne sont donc pas les seutastgtes a pouvoir étre glycosylées,

comme en témoigne également I'existence de glyidag) tels que les gangliosides.

A. Les glycosylations de la PrP

1. La PrP, une protéind-glycosylée

Durant sa synthése, les 22 acides aminés congtlipaptide signal N-terminal de la
PrP naissante sont clives et dbkglycannes riches en mannoses sont greffés non
obligatoirement sur les Asn 181 et 197 (numératatiamaine). A ce stade, les glycannes
présents sur la chaine polypeptidiqgue en courgEtion sont homogenes et relativement
simples (Glg-Many-GIcNAC,). Aprés maturation dans le RE puis I'appareil delgi les
glycannes de la PrP sont de type complexe et g#&xdygenes. En effet, 'analyse dés
glycannes de la PfR mis en évidence une grande variabilité lggycannes des deux sites
de la PrP avec plus de 50 structures glycanniques difféenécensées (Enda al. 1989,
Ruddet al. 1999).

De plus, les deux sites déglycosylation de la PrP peuvent étre occupés denfa
variable, ce qui conduit a la présence de troieajtyrmes de la protéine prion mature : la
forme biglycosylée (d’environ 30 a 35 kDa) majadria(70%), une forme monoglycosylée,
sur 'une ou l'autre des Asn (d’environ 26 a 30 k@4 présente a 25% et la forme non
glycosylée (de 24 kDa) habituellement largementamiiaire (5%) (Capellariet al. 1999).
Une forme hyper-glycosylée de 35-38 kDa, qui sednie a une proportion accrue de
glycannes tri- et tétra-antennés, a été observés des cultures cellulaires (Monndt al.
2003). Cette forme hyperglycosylée pourrait étisoforme de 38 kDa décrite comme

68



prédominante dans le transport axonal antérograpide (Rodolfoet al. 1999). Par ailleurs,
une analyse dehll-glycannes présents sur chaque site montre que I’®¥ contient une
proportion plus importante de glycannes tri- etaté&tntennés que I’Asn 181 (Stimsenal.
1999).

Les glycoformes seraient differemment expriméségomnse a des stimuli biologiques,
tels que la différenciation, la croissance, la déneellulaire et le type cellulaire (ou les
régions tissulaires observées) et auraient degiptép physiologiques distinctes en terme de

trafic cellulaire ou d’'interactions avec des paaiezs (Monnett al.2003, Moyaet al.2005).

a b c
AS AS AS
| | |
Gal Gal Gal Gal Gal Gal Gal Gal Gal
| | | | | | | | |
GIlcNACc GIcNAc GIcNAc GIcNAc  GIcNAc GIcNAc GIcNAc GIcNAc  GIcNAc
| | | N/ N/ AN
Man Man Man GIcNAC Man Man GIcNAC "Man
N o/ N o/
N\ Man / Man Man
| | |
GIcNAc GIcNAC GIcNACc
| | |
GIcNAc — Fuc GIcNACc GIcNAc — Fuc
| | |
Asn Asn Asn

Figure 10 : Exemples de glycannes bi- (a), tri-efétra- (c) antennés présents sur les Asn 1897tle la PrP.
La majorité des glycannes présente un GIcNAc a daetion (représenté pour les glycannes tri- ea-tét

antennés).

La PrP° également di-, mono-, ou non-glycosylée, présémtenéme pool deN-
glycannes que la PTREndoet al. 1989, Ruddet al. 1999). Cependant, la forme scrapie a
globalement plus de formes tri- et tétra-antenmgesla forme cellulaire, ce qui pourrait étre
attribuable a une diminution d’activité d’une enajnaN-acétylglucosaminyltransférase IlI,
Mgat3 (Ruddet al. 1999, Ruddet al. 2001). Cette enzyme catalyse I'addition d'un GlaN\sA
la bissection du cceur tri-mannoses deglycannes. Par sa présence, le GIcNAc de la
bissection inhiberait l'action ultérieure des GlciNf&kansférases responsables de
'augmentation du nombre d’antennes. Une moindésgmce de GIcNAc a la bissection, due
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par exemple a une diminution de l'activité de Mgat@nduirait en effet a une augmentation

du taux d’antennage.

La modification de la distribution delN-glycannes suggére que la machinerie de
glycosylation serait perturbée lors de la path@ogiette information a été appuyée par la
description, au cours d’'une tremblante expérimenthkz la souris, d’'un changement dans la
distribution et le profil de glycosylation de laopgine prion (Russelakis-Carnegbal.2002).
Tout comme dans le cas d’autres maladies neurodéméres (telle que la maladie
d’Alzheimer, Maguire et Breen 1995, Guevaet al. 1998, Lefebvreet al. 2005), les
mécanismes de la glycosylation seraient donc aliéré d’'une maladie a prions.

2. La PrP, une protéin®-glycosyléee ?

La PrP présente de nombreux sites potentie{3-gb/cosylation, cependant, auc@a
glycanne n'a été décrit & ce jour sur la®Rs®@ la PrB% Néanmoins, il n’est pas exclu qu’une
fraction minime des protéines prion sGHglycosylée, en particulier par le greffage d'unlse
sucre, comme |€-GIcNAc (liaison réalisée par I'enzyme OGT). La ggace d’'unO-
GIcNACc sur des protéines cytosoliques et nucléastsun €lément régulateur fondamental,
notamment par sa capacité a contrecarrer la phodphion et pourrait étre un signal de
résidence nucléaire (Guinet al.2005). De fagon surprenante, bien que I'adrespegeipal
de PrP soit la membrane plasmique, deux lectines nuaéaiCBP70 et la galectine 3,
reconnaissant Ib-acétylglucosamine et le galactose respectivemangté colocalisées avec
la protéine prion dans le noyau (Rybeeral. 2002). La capacité de ces lectines a reconnaitre
desO-glycannes n’est toutefois pas démontrée. La Isatitin nucléaire de la protéine prion
s’expliquerait par la présence de deux signaux rdsshge au noyau (NLS: Nuclear
Localization signal) identifiés dans la partie Mrtéale de la PrP (Gat al. 2003). Il a été
montré que des protéines prions mutées ayant uancetbp a lI'acide aminé 145 ou 160
s’accumulent dans le noyau, dans des modéles aiedlslde maladies a prions familiales
(Lorenz et al. 2002). La translocation de la PrP dans le noyalblesjuée si les protéines
tronquées comportent un ou deNiglycanne(s) (Geet al.2003). Comment expliquer alors la

détection par des lectines de protéines PrP damsykeu ?
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Par ailleurs, l@-glycosylation est trées abondante dans les tersongi nerveuses, sur
des protéines impliquées dans la transductiongieak (Cole et Hart 2001). De nombreuses
protéines neuronales sont modifiées par I'ajouDd@IcNAC et certaines d’entre elles, dont la
protéine Tau ou I'APP (Protéine Précursuamyloide) sont impliguées dans des maladies
neurodégénératives (maladie d’Alzheimer) (Lefebatral. 2005). UneO-glycosylation de la
PrP pourrait donc étre envisagée.

Malgré I'absence de preuves d’'u@eglycosylation, des expériences sur I'implication
de O-GalNAc sur des peptides représentant la protéiilos §aa 108-144) ont été entreprises
(Chen et al. 2002). Ces études montrent que la présence d'@alAc sur la Serl35
entraine une suppression de la formation de plagoggoides, tandis que la méme addition
sur la Serl32 a l'effet opposé. Cet effet majeutad®-glycosylation est spécifique dD-
GalNAc, et n'est pas observé si un autre sucreN&} est greffé sur ces mémes sites (Chen
et al.2002).

La présence d'un®-glycosylation sur une parie du pool des PrP rdesic pas exclue
et pourrait avoir des conséquences importantessaulocalisation cellulaire (et donc sa

fonction ?) et sur sa capacité a se transconformer.

3. La PrP, une protéine glypiée

Rapidement aprés la translocation compléte ded&ime prion dans la lumiere du
RE, une ancre GPI est transférée sur la sérineai3és clivage du peptide signal C-terminal.
L’ancre GPI contient un cceur conservé qui consatene éthanolamine phosphate (EtN-P)
liée a I'extrémité C-terminale de la protéine, enstrésidus mannoses, une glucosamine et un
phosphatidylinositol (Bate et Williams 2004) (figutl, page suivante). Plusieurs variations
de cette structure sont observées pour le GPI d&rFa qui contient en effet de grandes
quantité de galactoses, mannoses et acides s&|ig0% des GPI de PrBtant ainsi sialylées
(figure 11, Stahkt al. 1992, Baldwin 2005). La protéine prion n’est pasifue protéine a
avoir une ancre GPI sialylée (Brew&t al. 1995), mais ce phénomeéne est rare et son

implication inconnue (Baldwin 2005).
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Figure 11 : Exemple de composition glycannique dadie GPI de la protéine prion. Les sucres conftities
GPI de toutes les PrP sont représentés en gragéd Baldwin 2005).

B. Influence de la glycosylation sur la PrP

1. Glycosylation et contrdle du repliement

En général, la glycosylation est connue pour ogietd repliement des protéines et
empécher I'agrégation d’intermédiaires du repliemen

L'effet indirect le plus important dgd-glycannes sur le repliement est I'implication
du systeme de protéines chaperon présent dans,l@ppElé cycle calnexine-calréticuline.
Calnexine (Canx) et calréticuline (Calr), en inti@n possible avec la chaperonne ERp57
(une isomérase disulfide également appelée Grpb@yagissent avec les glycannes de la
glycoprotéine apres action des glucosidases | etellglycanne est alors riche en mannose
(GlciMang.6GIcNACc;). Méme si ce systeme n'est pas absolument nécesgaiur le
repliement de la protéine, les lectines retientestconformeres mal repliés dans le RE et
servent ainsi de contréle-qualité qui régule lengport du RE a l'appareil de Golgi et
probablement aussi les processus de dégradation.
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Il semble que la calréticuline et la calnexine peig également interagir avec des
chaines polypeptidigues non glycosylées (HeleniusAabi 2001). Cependant, seule la
protéine prion glycosylée a été coimmunoprécipgéec la calnexine, la calréticuline, ERp57
et BIP (Capellaret al. 1999, Jiret al. 2000, Hetzet al. 2005), ce qui semble indiquer que les

sucres et les protéines chaperon du RE ont urdedls la conformation de la PrP.

Les protéines ayant acquis leur repliement corsectt dirigées vers l'appareil de
Golgi, tandis que les protéines prion mal conforsndeauvages ou mutantes) sont
normalement éliminées de fagon sélective par l¢éésys de dégradation associé au RE
(ERAD). Apres rétrotransport de la glycoprotéinengslae cytosol ou elle subit une
ubiquitination, la protéine mal conformée est ddgempar le protéasome (Yedids al.
2001).

Pour étre dégradées par le protéasome, les prstéioieent obligatoirement étre
solubles dans le cytosol. Cependant les protéiriea pellulaires mal repliées qui échappent
au contréle-qualité ne peuvent rejoindre la membrplasmique et s’accumulent dans le
cytosol sous forme d’agrégats insolubles résistantprotéasome (Singét al. 1997). La
présence d’inhibiteurs du protéasome ou un excéslgtrats du protéasome produisent une
quantité accrue de PrBytosoliques, qui s’accumulent et s’agrégent et ators responsables
d’'une neurotoxicité typique des maladies a pridvla €t Lindquist 2002, Maet al. 2002,
Fornaiet al.2006). 10% des protéines prions nouvellement gyisies seraient ainsi dirigées
dans le cytoplasme pour étre dégradées par legsatée (Yedidiat al.2001). Les protéines
prion cytosoliques ont une masse de 26 kDa et dont non glycosylées, ce qui permet
plusieurs hypotheses : soit (1) ces protéines gasgees par le RE mais n’ont pas subies de
N-glycosylation ou ont été déglycosylées suite &teotranslocation dans le cytosol, soit (2)

ces protéines n’ont pu étre dirigées vers le RE.

L’appareil de Golgi, ou ledN-glycannes subissent une maturation, pourrait étre
second site de contrble. Les protéines prion pesgédhe conformation anormale seraient

redirigées vers les lysosomes pour y étre dégrg@keh et al.2001).

Par ailleurs, un lien est établi entre le statytdmxéducteur de la cellule ou la PrP est
produite et donc la formation du pont disulfure $Qy’9-Cys 214), le degré de glycosylation
de la protéine prion et son trafic intracellulai@uand la formation du pont disulfure est

empéchée (par ajout de DTT ou par mutation des, @ysg)es les protéines prion produites
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sont diglycosylées et atteignent la surface cefilanormalement. Au contraire, des
conditions favorisant la formation du pont disufuempéche laN-glycosylation de la
protéine, ce qui pourrait augmenter le risque deldpper une maladie a prions (Capelkri
al. 1999).

2. Influence de la glycosylation sur la conformatio

Afin de connaitre le rble possible de Naglycosylation sur la conformation de la
protéine prion, des simulations bio-informatiquesl’dnpact du greffage de glycannes tétra-
antennés et partiellement sialylés sur la strutiturale la protéine ont été réalisées (Zuegg et
Gready 2000). Les résultats suggerent que la giaiien de I'Asn 197 a un role stabilisateur
de la protéine (par réduction de la mobilité dedéeules d’eau), alors que le glycanne de
’Asn 181, qui est présent dans une structure skiom déja stable aurait un réle plus
fonctionnel (Zuegg et Gready 2000). Ces structughganniques créent une charge
électrostatique négative qui couvre la majoritélaleégion C-terminale de la PrP, ce qui
pourrait avoir une incidence sur les interactiovescad’autres facteurs.

Le rble de laN-glycosylation a été également tres étudi@itro. L'importance de la
glycosylation dans le maintien de la structure al®iP a ainsi été montrée sur le fragment
179-195. Ce dernier une tendance amoindrie a fodeseffibrilles quand il est glycosylé, en
particulier sur 'Asn 181 (Bosques et Imperiali 2D0Le blocage de IA-glycosylation par un
traitement a la tunicamycine ou par mutations peglts dans des cultures cellulaires
provogue la formation spontanée de protéines pui@sentant une résistance partielle a la
digestion par des protéinases et une insolubilighihann et Harris 1997). Des études
récentes montrent également que les mutations TEBBA98S, qui affectent chacune un site
de N-glycosylation et sont associées a des formes faeslid’ ESST, conduisent toutes deux a
un mauvais repliement et a une conformation p#&trednt résistante a la PK (Kiachopoulos
et al. 2005). Cependant, ces effets pourraient étrediés déstabilisation de la région C-
terminale provoquée par la/les mutation(s) plutée goar l'abolition des sites dil-
glycosylation (Rieket al. 1998, Kiachopouloset al. 2005). Ainsi, d’autres mutations
(correspondant a N181T et N197T chez 'homme) quoip@&chent également |&l-
glycosylation a I'un ou l'autre ou sur les deuxesine conduisent pas aux mémes résultats
(Cancellottiet al.2005).
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Des expériences de conversion acellulaire confoteenotion que les molécules de
PrP non glycosylées seraient un substrat préfétatdila forme scrapie de la PrP (Kocigto
al. 1994, Bosserst al.1997). De facon intéressante, les formes non glgées des protéines
prions ovines ARR, dites résistantes peuvent, dare certaine mesure, étre converties
(Bosserset al. 1997). De plus, la troncature de la partie N-teat@ limite la conversion des
molécules glycosylées, mais pas de celles non gjy€es (Lawsort al.2001) et la PrPnon
glycosylée facilite la conversion entre especesvfam et al. 2001). 1l semble donc que les
formes non glycosylées aient une tendance plus ok conversion en Pffet & I'agrégation
(Taraboulo=et al. 1990, Winklhoferet al.2003a). L’absence de glycosylation n’est cependant
pas suffisante pour provoquer une transconformatpansque des souris transgeniques
présentant des protéines prions exclusivement mprogylées (ou mono-glycosylées) ne

générent pas spontanément des protéines priompdén° (Wisemanret al. 2005).

Les raisons pour lesquelles les PrP non glycosykewiseraient la conversion ne
sont pas bien connues ; une moindre stabilité,imkesactions facilitées avec la PfRou
d’autres facteurs cellulaires sont toutefois degollyeses avancées (Ermonealal. 2003).
Les études réalisées par Moudgtial. sur le mouton montrent que & glycanne (porté par
I’Asn 184 chez le mouton soit I'Asn 181 humaina)ree influence certaine sur I'accessibilité
de 'Asn 171 (acide aminé 168 chez 'lhomme), copaur étre un déterminant majeur de la
susceptibilité chez le mouton. Cet acide aminédaitie d’'un épitope qui pourrait interagir

avec un facteur cellulaire et intervenir dans lavession (Moudjotet al.2004).

Des études récentes montrent que la BgPcerveau de souris non infectée comme
infectée est majoritairement présente sous formigabisylée, alors que la PifRest & un taux
élevé sous forme non glycosylée (Mulégral. 2005). De plus, selon les ESST et les souches
de prions, les taux des différents glycoformes d&®arient fortement. Comment expliquer
de telles variations des proportions des formesrdino- et non glycosylées de PrRlors

que la PrPest principalement di-glycosylée ?

75



3. La glycosylation dans le typage des souches

Les souches de prions, qui se propagent au sedied'lgénétiquement identiques et
qui conduisent a des caractéristiques cliniquepathologiques différentes (Schoeh al.
2006), présentent en effet des taux de PrP di- mehoon-glycosylées tres variables d’'une
souche a l'autre mais identiques pour une mémehgouRe ce fait, les quantités relatives de
chaque glycoforme associé a la taille des fragnamta PrP aprés digestion a la protéinase K
permettent de différencier les souches d’ESST (Bralket al. 2003). L’'analyse de ces deux
critéres majeurs est ainsi I'une des principalethotes de diagnostic différentiel des ESST
humaines. Bien gu’il existe des disparités et caesituation soit en fait plus complexe
(Cardoneet al. 1999, Thomziget al. 2004, Ironsideet al. 2005, Schochet al. 2006), les
souches de MCJ peuvent étre classées en 4 typesge glistinguent aprés migration des
extraits sur gel SDS-PAGE. Cette classification @ntcbué a ['établissement d’'une
corrélation entre le vMCJ et I'ESB, et est égalematilisée dans lidentification de

tremblante atypique du mouton (issus d’'ESB ?).

Dans le but d’expliquer les variations du niveaugtieosylation des P selon les
souches et les différentes ESST, plusieurs modelesproposés (Somerville 1999, Vorberg
et Priola 2002, Somervillet al. 2005). Le modéle biosynthétique stipule que lex&imes
prion destinées & constituer la fraction ¥réuivent une voie de biosynthése séparée ou
modifiée comparativement a celle suivie par ‘RBRArmondet al. 1997). Une seconde
hypothése, dite modele de sélection postule qurPasusceptible de se transconformer est
sélectionnée dans un pool de PrP matures (DeArrabald1999, Ruddet al. 1999, Paret al.
2001). Selon le dernier modéle, appelé modéle deadétion, les glycannes de la Brgont
supprimés durant sa conversion a partir d’'uné Pdure.

Les souches se distinguent également par desdlitfés de taille de la PrPres non
glycosylée apres digestion par la protéinase K. @emtions sont dues a une diversité de
conformation, qui permet un acces différent dessgite clivage. Somervillet al. proposent,
selon le modéle biosynthétique, que la conformaties précurseurs des PtBst déterminée
durant la maturation post-traductionnelle de latgire, le repliement aberrant dans le RE
affectant alors la glycosylation (Somervil¢ al. 2005). Les études de Tanad®al. sur la
levure suggerent également que les différencesodéornation des protéines infectieuses

déterminent la variabilité des souches de prioméKkaet al.2004).
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4. Ancrage glcosylé, le GPI
Grace a la flexibilité de I'ancre GPI, au moins xl@uientations de la protéine prion
glypiée vis-a-vis de la membrane sont possiblesi(@ 12, Rudet al. 1999, Zuegg et Gready
2000), ce qui lui permettrait notamment d’interaayec différents partenaires a la membrane

plasmique.

Figure 12 : La flexibilité de I'ancre GPI permet dearientations de la PrP vis-a-vis de la membrénpremiére
ou la protéine est éloignée de la membrane, lansiecou elle est rapprochée. Léglycannes de la PfRont
représentés en bleu, la protéine en rouge, laepaltcannique de I'ancre GPI en vert et la paipalique de

I'ancre en jaune-orangé (d’'aprés Ruatdal. 1999).

Plusieurs éléments suggerent que I'ancre GPI poyoteer un réle dans la conversion
et la pathogénicité de la PrP. Tout d’abord, lestéines prion PrfPet PrB° bien que
glypiées, différent par leur sensibilité au clivame la phospholipase C, sans toutefois que les

mécanismes sous-jacents soient identifiés.

De plus, une déstabilisation de la région globalaie la PrP provoquée par exemple
par les mutations T183A et F198S chez 'homme (traria qui suppriment chacune un site
consensus di-glycosylation) ou par une déstabilisation de itebl, empéche la fixation
de l'ancre GPI et la maturation des N-glycanes Bmagnes de type complexe. Cette
maturation ne peut en effet avoir lieu que si IR Bst ancrée a la membrane (Winklhafer
al. 2003b, Kiachopoulost al.2005). Cependant, cet ancrage ne doit pas nécassait étre
une ancre GPI, puisqu'un domaine hydrophobe pthoés la région C-terminale permet

également la glycosylation (Walmsleyal.2001).
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L’'association étroite entré&l-glycosylation et ancrage GPI est également mise en
évidence par I'existence des deux formes transmemaines”™PrP et"™PrP (figure 5, page
39). La forme“™PrP contient une ancre GPI et peut étre glycosydées que la forme
NMPrP, non glypiée, ne présente jamais\dglycannes (Walmslegt al. 2001, Walmsley et
Hooper 2003). La form&™PrP, détectéén vivo, est normalement retenue dans de RE et

dégradée par le protéasome (Stewadl.2001), mais s’accumule dans certaines ESST.

Un argument de plus en faveur d’'une implicatior’aecre GPI dans les processus de
conversion est que I'absence d’ancres GPI danscelges infectées réduit les taux de
conversion (Rogerst al. 1993). Néanmoins, ces formes solubles peuventcétreerties en
forme PrPresn vitro (Lawsonet al. 2001). Des souris transgéniques n’exprimant palrBe
glypiée ne développent pas de signes cliniquessapriction, bien que leur cerveau
contienne des plaques de PrEChesebreet al. 2005). De plus, I'expression combinée de
protéines prion sans ancre et ancrée par un GHilémecl’évolution de la tremblante
(Chesebreet al. 2005), ce qui suggeéere la encore un role de I'adams la pathogénie des

maladies a prions.

Enfin, un réle fondamental de l'ancrage GPI estilgdirige la PrP dans des

microdomaines membranaires spécifiques, sitesl@giéis de conversion : les rafts.

5. Interaction de la PrP avec des partenaires gybxs

Les protéines prion PfRet PrP° sont généralement associées aux rafts (Naslaatsky
al. 1997). Bien que de nombreuses protéines glypiéents comme la protéine prion,
associées aux rafts, I'association de la PrP dassricrodomaines présente de nombreuses
particularités. Tout d’abord, la localisation depleotéine prion dans les rafts s’opere plus
précocement dans le trafic cellulaire que pourdasres protéines glypiées : la Prést
présente dans des rafts des le RE, alors qu’dilene®re immature (Sarnatagd al. 2004).
Cette association serait méme nécessaire au reyitecorrect des protéines prion (Sarnataro
et al. 2004). De plus, contrairement aux autres protégigsiées, I'association de la PrP
dans les rafts serait réalisée non pas uniquena@nsgn ancre GPl mais également par sa
région N-terminale (Walmslegt al. 2003), ce qui expliquerait que la PrBuisse interagir

avec des membranes de facon indépendante du GPI.
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Par ailleurs, la composition des rafts ou est comée la protéine prion est singuliere.
Comparées aux microdomaines ou sont principalepré@sentes les protéines glypiées Thyl
(protéines glypiées majeures des neurones matlessgfts de PrP, étudiés dans des cultures
primaires de neurones, ont des lipides avec ddaehalus longues et contiennent 5 fois plus
d’hexosylceramide (probablement du glucosylcerappaécurseur des gangliosides, Brugger
et al. 2004). La présence de nombreux glycolipides dassrafts contenant la PrP est
intéressante car leurs carbohydrates influent sursl propriétés membranaires et leur
interaction avec les protéines glypiées ; les digmtes protégeraient la Prile la conversion
conformationnelle en PPP (Brugger et al. 2004). Les rafts semblent donc jouer un role
protecteur de la PfPen stabilisant sa structure (Sanghera et Pinl2€ie&), potentiellement
grace au domaine de liaison de la PrP aux sphppigek, nommé domaine V3-like (Mahfoud
et al.2002).

Le réle des rafts est toutefois ambivalent, cand@breux éléments suggerent que la
localisation de la PrP dans les rafts est priméegaur la conversion. Ainsi, une déplétion en
cholestérol diminue la formation de protéines Prifans des cellules de neuroblastomes
infectées (Taraboulost al. 1995). Le méme groupe a montré qu’au contraire, déplétion
en sphingolipides facilite la conversion (Naslavshyal. 1999). Ces résultats, qui semblent
contradictoires, ont tres récemment trouvé uneieaqobn par les travaux de Gilch, qui
montrent que la déplétion en cholestérol empécheriad’accéder a la surface cellulaire
(Gilch et al. 2006). De plus, des formes transmembranaires fgicamtes de PfRocalisées
hors des rafts ne servent pas de substrats antafion des Pr¥ (Tarabouloset al. 1995).
D’autre part, la présence de sphingolipides, gatattéramide et sphingomyéline, éléments
constitutifs des rafts, dans les agrégats de pisorapie identifie 1a encore les rafts comme

lieu de conversion (Kleiet al.1998).

Au sein de la membrane plasmique, la protéine ppiem également interagir avec
d’autres glycoconjugués, présents dans la matnteallulaire, tels que les GAG (Ben-
Zakenet al. 2003). Parmi ces structures glycosylées, les héparsulfates ont une double
fonction : ils ont un role dans les processus daehce cellulaire, via la liaison gu'ils
établissent entre la PrP (par les trois sites efattion de PrP avec les GAG : 23-35, 53-93 et
110-128, Warneet al. 2002) et le LRP. Les héparanes sulfates ont égaleone influence
sur la capacité de la protéine prion a se transcomdr et sont d’ailleurs associés aux plagues
amyloides des maladies a prions (et de la malddietatimer). De plus, leur métabolisme
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est altéré durant une ESST (Papakonstantieioal. 1999, Barretet al. 2005). Enfin, la
présence de GAG faciliterait I'incorporation parcellule de Prf® exogénes, impliquant la

encore ces composeés glycosylés dans les pathobbgiesns (Hijaziet al.2005).

En raison de I'environnement lipidique, glycosgedonc chargé qu’ils créent, les
rafts ou sont concentrées les protéines prion sarhlppuer un réle majeur non seulement

pour la fonction de la PfPmais également pour sa conversion et sa propagati

Les rafts pourraient étre des sites importantsaderdépagation initiale intercellulaire
de la PrB° Des expériences en milieu acellulaire ont monué la conversion de la PrP
associée aux membranes nécessite linsertion e@ntije protéines PTP dans la
membranaire cellulaire (Eberét al. 2004), peut-étre par un échange de particules
membranaires ou via des processus liés au GPI riBdral. 2002, Collinset al. 2004). La
présence de PrP scrapie a la surface des celhigatées pourrait, par contacts de membrane
a membrane déclencher les premiers évenements mersmn a la surface des cellules
cibles. L’infection pourrait alors progresser degire en proche entre cellules adjacentes
(Porto-Carreiraet al.2005). Les exosomes pourraient également interdamis ces processus
de propagation intercellulaire (Fevriet al. 2005, Robertsoet al. 2006). En effet, les deux
isoformes de la PrP sont associées a de petitésuless possédant les caractéristiques des
exosomes. Ces vésicules de 50 a 90 nm de diamdétrggine endosomique, sont sécrétées
lors de la fusion des endosomes tardifs par cesaiellules hématopoiétiques (lymphocytes
B et T, cellules dendritiques...) et non hématopqiits (cellules épithéliales intestinales par
exemple) (Fevrieet al. 2005, Porto-Carreiret al. 2005), et il est connu que la PrP subit des

cycles d’endocytose dans son cycle de vie.
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Résultats
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Bien que la protéine prion soit indiscutablementcaeur des pathologies a prions,
plusieurs éléments suggerent I'implication de faxtesupplémentaires. La difficulté de mise
en évidence de I'hypothése de la protéine seutmnaersion facilitée en présence d’éléments
endogénes font partie des données qui laissengnferit présager un réle de certains
constituants de I’héte. Nous faisons I'hypothese lguglycosylation de la protéine prion elle-
méme ou de l'un de ses partenaires participe @imeent a sa transconformation et a la
propagation de la PrP En effet, la protéine prion eltglycosylée, et cettbl-glycosylation
influe sur son repliement et sa capacité a sedaafsrmer. Les protéines prion cellulaires et
scrapie ne présentent pas le méme niveaN-gilycosylation : la protéine prion cellulaire est
trés majoritairement di-glycosylée, alors que lextde glycosylation de la PtPest liée a la
souche infectante. De plus, méme di-glycosyléeNiggycannes de la protéine scrapie ont

des taux d’antennage plus élevés.

La N-glycosylation de la PrP n’est pas le seul aspeta dé/cosylation impliqué dans
le métabolisme de la protéine prion. L’ancrage géyté de PrP est également un élément
important de la protéine, notamment pour sa loatidiea membranaire et donc son réle dans la
transduction de signaux. Concentrée dans les lipitiques de la membrane plasmique, la
protéine prion interagit avec des partenaires glyi&s, tels que les gangliosides. Cette
association aurait un réle stabilisateur de lacstme tridimensionnelle de la Prret
interviendrait également dans la signalisationpls, les GAG de la matrice extracellulaire,
eux aussi impliqués dans la fonction de la PrRaiset également importants et affectés lors
du développement d’'une ESST (Papakonstantéial. 1999, Barreet al. 2005, Hijaziet al.
2005).

Pour ces diverses raisons, nous nous interrogaamsiraplication potentielle des
glycannes et des glycoconjugués dans I'ensembleEessus a I'origine des maladies a
prions. A une étude biochimique des variationssileses présents dans une situation normale
et pathologique, difficile a mettre en ceuvre d’'uomeniére exhaustive et donc tres restrictive,
nous avons préféré une analyse des taux de trendes genes dont les produits interviennent
dans la synthése des glycoconjugués. Pour ce failaboratoire qui m’'a accueillie et qui
travaille depuis de nombreuses années sur les tiggma liées a la glycosylation a opté pour

une analyse du glycotranscriptome par la techneldgs micro-réseaux d’ADN.
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La premiére partie de mes travaux a donc consist& €onstruction de ce micro-
réseau d’ADN chez la souris. La construction delnoutil, qui nécessite la connaissance des
séquences des transcrits de chaque géne repré&smié pas possible chez le mouton ou la
vache, les données de séquences disponibles angennta étant largement insuffisantes. De
telles données auraient pu étre obtenues chez hifeofcomme cela a d’ailleurs été le cas
guelques temps apreés la construction de la pucee@)umais le probleme résidait alors dans
'obtention de tissus infectés. Le choix d’'un mi&seau murin s’est alors imposé, de

nombreuses séquences de génes étant disponildesmeideles murins d’'ESST nombreux.

Cet outil a dans un premier temps été utilisé ss lignées cellulaires murines,
dérivant de la région hypothalamo-hypophysairegdtdes ou non par du prion scrapie
(cellules ScGT1 et GT1, travaux de these d’AgnesdBa Une modification d’expression de
12 genes a été mise en évidence. Parmi ces gemes,(@Gnlet (hst§ ont des taux
d’expression bouleverséChGnl est sur-exprimé 30 fois tandis q@hst8 est fortement
sous-exprimé (d’'un facteur 17) (Baredtal. 2005). L’altération spécifique de I'expression de
ces deux genes marque une altération de la syntlessdnéparanes sulfates en faveur de
chondroitines hyposulfatées, ce qui favoriseraitdumulation de protéines scrapie dans les
cellules atteintes (Barre¢t al. 2005). L'utilisation de lignées cellulaires a dopermis
d’identifier de fagon précise une voie de biosyathaltérée dans une situation de pathologie

a prions.

En complément de ces analyses réalisées sur unlengé8ulaire, il semblait
nécessaire d’'étudier les variations possibles delyaosylation sur un modele animal
d’ESST. L’étude sur animauprésente en effet 'avantage précieux de reprodatpe plus
proches les situations réelles de pathologie, stinteractions/inter-connexions entre types

cellulaires et organes sont conservées.

En raison de la faible transmissibilité due a &ariere d’espéce et des longues
périodes d’incubation observées lors d’expérimérat sur des souris « sauvages » (en
général plus de 400-500 jours avant I'apparitios signes cliniques, Lasmezesal. 2001,
Vilotte et al. 2001), l'utilisation de souris transgéniques cégmlile développer la maladie
beaucoup plus rapidement apres infection s’est s@&poNous avons opté pour un modele
murin de tremblante du mouton. Les souris utilisegites Tg338, ont leur genérnp

endogene invalidé mais possedent six copies damsgrene dernp ovin (allele VRQ) inséré
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dans leur génome. Par le KO du g&hrap endogene et la surexpression de I'allele sensible
du gene ovin d’'une part et le mode d’inoculatiamtréicranien) d’autre part, ces souris sont

tres sensibles a la tremblante du mouton et dépeltprées rapidement les symptomes de la
maladie (en 60 jours environ). Produites a I'INRA douy-en-Josas, des échantillons de
souris témoins et atteintes de tremblante (inosutéspectivement par un extrait de cerveau
de souris saine ou atteinte de tremblante), nouétériransmis grace a une collaboration avec
Jean-Luc Vilotte (LGBC-INRA), Annick LeDur (VIM-INR) et Hubert Laude (VIM-INRA).

Nous avons choisi d'analyser les taux d’expressies génes de la glycosylation sur
deux organes : (1) le cerveau, organe majeur dedfaulation de protéines prion scrapie, ou
les altérations sont les plus manifestes (2) le, redr bien que cet organe ne présente pas de
modifications histopathologiques lors d’une infent@&a prions, il est fortement impliqué dans
la réplication et la propagation de la Préfux stades précoces de la maladie. Les événements
moléculaires s’y déroulant, peu étudiés, pourraevir des répercussions majeures sur

I’évolution de I'infection.

L'analyse de I'expression du glycotranscriptomesséade terminal de la maladie a
pour but de cibler rapidement le(s) aspect(s) dgyleosylation affecté(s) lors d’'une maladie
a prions. Les génes dont I'expression est dérédatéede la tremblante constitueront ainsi

des marqueurs des évenements moléculaires liegvaldtion (fatale) de [linfection.

85






l. Matériels et méthodes

A. Modeéle biologique

Le matériel biologique utilisé pour nos analysest stes souris transgéniques (lignée
Tg338) atteintes ou non de tremblante. Des échamgitissulaires (cerveaux et rates) de ces
souris nous ont été fournis par Jean-Luc Vilott@BIC, INRA), Annick LeDur (VIM, INRA)
et Hubert Laude (VIM, INRA).

Les souris Tg338 n’expriment pas le gé&rap murin, mais un transger&np ovin,
codant pour la protéine dite VRQ (possédant auxtipns 136, 154 et 171 les acides aminés
V, R et Q qui conférent une grande sensibilitéidfdction par la protéine prion scrapie
PrP9. Ces souris ont été obtenues en deux étap@sntétruption, dans des cellules ES,
d’un allele du gén®rnp grace a une recombinaison homologue avec un plasaantenant
le gene de résistance a la néomycine. Le croisedensouris F1 hétérozygotes a fourni les
individus homozygotes n’exprimant plus de protéipgsn murines fonctionnelles (Buelet
al. 1992); (2) micro-injection de chromosomes artéisibactériens contenant le géPmp
ovin dans le pronucleus femelle des souris KO me&cdnent obtenues. L’intégration
aléatoire de 6 exemplaires du BAC (Chromosome igieif de Bactérie) contenant le géne
Prnp ovin (allele VRQ) dans le génome de ces souris peumet de surexprimer la protéine
prion ovine (Vilotteet al.2001).

Les souris, agées de 6 a 8 semaines, ont été émscuitra-cérébralement avec des
extraits de cerveaux de souris saines ou atteggdsemblante. La souche de prion utilisée
(127S) est adaptée a la souris et dérive de ltisBf@l27 issu de moutons atteints de
tremblante naturelle. L'inoculum consiste en un bgénat complet de cerveau de souris en
solution dans du glucose 5% (p/v). Lesi20de ’homogénat de cerveau a 10% sont inoculés
dans le lobe pariétal droit du cerveau, et apred®, 15, 20, 30, 40, 44 ou 60 jours
d’incubation les souris témoins et d’intérét sards par dislocation cervicale. Les cerveaux

ainsi que les rates sont prélevés et leurs ARNaggtrDes extraits protéiques sont également
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réalisés sur les rates de souris saines et s@dpid0, 20, 30, 40 et 60 jours post-inoculation

(ipi).

B. Création d’'un microréseau d’ADN murin dédié a la

glycosylation

La création du microréseau s’est déroulée en plusiétapes. Tout d’abord, nous
avons établit la liste des génes de la glycosylationt les taux de transcrits pourront étre
analysés grace au microréseau. Le choix d’amorid®es nous a permis d’amplifier une
partie spécifique de chacun des transcrits préatadmt sélectionnés. Chacune des cibles
étant ainsi produites, le dépbt des unités d’hytidbech sur lames était alors possible : le

micro-réseau était créé.

1. Seélection des cibles

Le prototype de microréseau a été congu pour cueriacipaux genes murins de la
glycosylation soient représentés par au moins uité a’hybridation spécifique. Les génes
de la glycosylation sont définis par leur implicatidans diverses étapes du métabolisme
(synthése et dégradation) des glycannes de glypapegs, mais ils comprennent également
les genes codant les protéines de reconnaissascides que sont les lectines. Ne sont pas
pris en compte dans les premieres versions du réeeau ADN les genes impliqués dans la

synthése des oses.

Les séquences des génes murins ont été obtenued gssentiel, par analogie avec
leurs homologues humains, grace aux données didpersur les sites Internet spécialisés
(tableau 6, page suivante). Lorsque le transcritgdoe murin n'était pas caractérisé, sa

séquence a été reconstituée a partir des Egiréssed Sequence Tadsponibles.
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Sites Adresses Internet

CAZY http://www.cazy.org/CAZY/
NCBI http://www3.ncbi.nim.nih.gov/
Unigéne http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/
Locus Link http://www.ncbi.nim.nih.gov/LocusLink/
Expasy http://www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html
GDB http://gdbwww.gdb.org/gdb/
TIGR http://www.tigr.org/tdb/tgi.shtml
PubMed http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMedOld/medlintm|

Tableau 6 : Sites Internet utilisés pour sélectiotemgénes représentés sur le microréseau d’ADN.

2. Fabrication des sondes ADNc

Les unités d'hybridation (sondes ADN simple brioyrespondent a des amplifiats
PCR d'une taille moyenne de 450 a 500 pb. Les amaitilisées pour créer ces unités ont été
choisies, lorsque cela était possible, dans larégi non codante du gene considéré, grace au
logiciel Primer express (Applied Biosystems). Leveau généralement trés faible
d’expression des transcrits des genes de la gliatamy a nécessité 'emploi de la technique
de PCR nichée. Les PCR externes ont été réalis&escamme matrice initiale des ADNc
commerciaux de souris (Clontech) de différentsuisd.e produit d’amplification de la

premiere PCR a servi de matrice pour les ampliboatinternes.

Les produits d’amplification ont été analysés seirdjagarose 1,5%, et les amplifiats
purifiés grace au kit GFX (Amersham). Les unitég/bfidation obtenues ont été clonées dans
un vecteur T (TOPO Cloning, Invitrogen) et séquesceelon le protocole fourni par Perkin
Elmer sur le séquenceur automatique (ABI PRISM €gelquencing 310, Perkin Elmer). Les

clones bactériens sont conservés a -80°C dansydérgl 50% (v/v).

3. Deépots sur lames des unités d’hybridation
Le microréseau d'ADN est un bloc de 201 unités tidgtion, répété trois fois.
Chaque bloc contient 178 unités d'hybridation djppes de 165 génes de la glycosylatiein,
23 sondes contrdles réparties en témoins de naatial (10 unités), témoins d’élongation (7
unités), témoin positif (1 unité) et témoins négaif5 unités). Le microréseau contient

également 6 dépbts d'oligonucléotides fluoresagtiiisés comme repéres.
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Pour étre déposées, les sondes sont déshydraté@gaparation pour étre remises en
suspension a 100 ng/uL dans le tampon de dépoB&X). Le dépdt des unités sur la lame de
verre recouverte de poly-lysine est réalisé paraot (Arrayer GMS417, MWG-Biotech).
Pour que les conditions du dépbt soient stabletse &tape est accomplie en atmosphere
confinée a une température de 20°C et un taux diitémsupérieur a 60%. Les spots sont
alors réhydratés de facon homogene en présencepdgeivd’eau chaude (a 58°C) pendant 5
minutes. Les lames sont uniformément déshydrat@#esrppassage a 80°C durant 5 secondes
puis soumises a une irradiation aux UV (65 mJ) dinfixer les acides nucléiques sur le
support polylysine par établissement de liaisonslemtes. Les sites polylysines n’ayant pas
réagi avec les acides nucléiques sont inactivésuparincubation de 15 minutes dans une
solution a 1,7% d’anhydride succiniqgue Nemethyl-2-pyrrolidone ajustée a 42,8 mM de
borate de sodium (pH8). Les sondes sont ensuitatulées par un passage dans de l'eau
bouillante pour étre sous forme simple brin. Enlf@s, lames sont séchées par un bref ringcage
a I'éthanol 95%, suivi d’'une centrifugation de 2nn@ 500 rpm. Les lames alors prétes a

I'emploi sont stockées a température ambiante dangir.

C. Utilisation du microréseau

L'utilisation du micro-réseau se fait grace au klicroMax cDNA Microarray
Systems. Succinctement, les cibles correspondenARIN totaux rétro-transcrits en ADNc
ayant incorporé soit des dCTP couplés a la flu@iesc soit des dCTP couplés a la biotine.
Lors de cette étape, des ARN standawrabidopsis thalianasont ajoutés en vue de la
normalisation des lectures de fluorescence. Les @kbduits sont alors mélangés en
quantités équimoléculaires et hybridés sur le miéseau. Les dCTP-fluorescéine sont
révélés par un anticorps anti-fluorescéine coupéemeroxydase. Cette enzyme réagit ensuite
avec la tyramide couplée a la cyanine 3. Cetteegp@pmet une amplification du signal car la
peroxydase peut fixer plusieurs molécules de cyaBlinLa peroxidase est ensuite inactivée
par ajout de son substrat avant de procéder &dédatéon des ADNc marqués a la biotine. La
révélation des dCTP-biotine est basée sur l'affinite la streptavidine (couplée a la

peroxydase) pour la biotine. Comme la streptavidisieégalement couplée a la peroxydase,
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I'ajout de tyramide couplé a la cyanine 5 permdixdation de plusieurs molécules de cyanine

5 sur une méme peroxydase.

La lame est lue a deux longueurs d'onde : 635 rams(te rouge) pour la cyanine 5 et
532 nm (dans le vert) pour la cyanine 3. L'intedisle fluorescence de chaque dépot hybridé
est analysée par le logiciel Array-Pro en soustraja bruit de fond, de facon a dégager le
signal spécifique de chaque spot. L'analyse des daufluorescence aprés normalisation sur
les standards exogénedmdibidopsisthaliana permet la mise en évidence des génes sur-
exprimés ou sous-exprimés lorsque le rapport de latensité de fluorescence est
respectivement au moins égale a 2 ou 0,5.

D. RT-PCR semi-quantitative en temps réel

Les analyses en RT-PCR semi-quantitative ont étksées en utilisant la technique
basée sur le fluorochrome SYBR Green |, un intardafluorescent de 'ADN. Chaque
analyse est réalisée en triplicat dans une plagu&douits (Applied Biosystems). Toutes les
réactions de PCR en temps réel sont réalisées warappareil 5700 Sequence Detection
System (Perkin Elmer) dans un volume de 25 pL. toggamme d’amplification est de 10
min a 95°C suivi de 40 cycles de 15 sec a 95°C pumn a 65°C.

Pour chaque géne d'intérét, un couple d'oligontidié® est choisi préférentiellement
dans la région proche de la queue poly-A du trangtntérét (tableau 7, page 93). Les
oligonucléotides sont dessinés a I'aide du logiPieiner Express (Applied Biosystems) afin
de donner un produit d'amplification de 50 a 150 pbur spécificité vis-a-vis du gene

d’intérét est contrblée par alignement informati¢jlast).

Différentes concentrations en oligonucléotides stmstées afin de déterminer la
concentration qui donne le meilleur signal de fasmence (précocité). Les concentrations
finales d’amorces testées sont 50, 300 ou 900 nblur Rous les couples testés, la

concentration optimale en amorces est 900 nM.
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En fin d'amplification une courbe de dissociatighréalisée en effectuant une montée
en température de 60 a 95°C en 20 min. L’'obterdiane courbe unique permet d’attester la
spécificité des amorces choisies. Les amorces éedichar cette premiere étape doivent
ensuite étre contrélées pour leur efficacité d’aficption. Cette analyse consiste a vérifier la
relation : nombre de cycles (Ct) nécessaires paerlg signal de fluorescence atteigne une
valeur seuil en fonction du logarithme de la comcgion en ADN matrice. Pour cela, cinq
dilutions successives au 1/4 de 'ADNc matrice saalisées. Pour une réaction de PCR
efficace a 100%, la pente de la droite qui repriesém Ct en fonction du lqg de la
concentration en ADN matrice est égale a —3,32.doegples d’amorces choisis (tableau 7,

page suivante) sont tous proches de cette valeur.

Pour les analyses de quantification relative, léange réactionnel dans chaque puits
renferme 5 uL d’ADNc (dilué au 1/20) ; 12,5 pL déXMSYBR Green ; 3 uL d’amorces a
75 UM ; et 1,5 pL d'eau. Le géne de référencasatiestTFIID, gene de ménage dont
I'expression est invariante lors d’une tremblamer{ngueet al. 2000) et le taux d’expression
du gene d’intérét est déterminé par rapport a aee ge référence. La comparaison de
I'expression des genes entre les deux tissus (@sgsuris scrapie et saine) est obtenue par le

calcul ;

2(-Ct géne d'intérét situation a calibrer — Ct genafét situation témoin)

Ratio d’expression = — : — :
2(-Ct gene de reférence situation a calibrer — Ct gieneéférence situation témoin)

Un géne est considéré sur-exprimé quand ce rappbdupérieur a 2 et sous-exprimeé
quand ce rapport est inférieur a 0,5.
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Nom du Géne

N° accession

Amorce sens

Amorce agtisen

F3galts
A3GnT1

Agalté
Calr: CIr
Canx : Cnx
ERp57 : Grp58

Fut8
Galnt6
Gesl
Gces2a : G2an
Gcs2b : Prksch
Ggtb3
Hexb
Hprt
Lfng
Man2al
Mgat3
Neul

Ogt
Pigq
Pofutl
ST3Gal ll
ST3Gal vV
ST6Gal |
ST6GalNAc VI
Prnp ovin
TFIID

NM_033149
BC009075
NM_019737
NM_007591
BC012408
NM_007952

BC010666
AJ133523
NM_020619
NM_008060
NM_008925
D37791
NM_010422
NM_012556

AK004642 / AF015768

NM_008549
139373
NM_010893

NM_139144
BC0142287
AF375885
BC015264
AF119416
NM_145933
NM_016973
AJ567988
BC012685

tcagattccggatatagactgcaa
aagacacccccagaggacaac

aattttgctatatcttcgtgttgca

cactaccctccaactctaggaacag

cctctggagcacaaggcttt

aaccagagaggacagaatggataaa

ggcttgccectgagtatgaa
caagcgggaaccctcagat
tgcaggcagcaaagatggt
cttgggtttctggtcteattgtt

ggacactcaagatagagacatgagttg

cctgetgtgtggcaaaga
ggcctggagcacaaggcttt
catggccctgctagattt
acagccccaaaatggttaagg
agccagacaggcttggtcttt
cctccagatgcccagaaca
ggctagggctgtgcactttc
ctggcactacggcactgga
gccctacgagcttccagatg
gcttctcagcettacttgtctaggatgt
ggtaccctgtgccgaaagc
tggcccagatcgacctgta
cctececeecggatgte
gttcctcctgaagcetcctcaag
catctgtccccaacctgatca
agcagacgccggagagaga
tttgtggccatgtggagta
ttgacctaaagaccattgcacttc

cggccagctgattgtg
ggatgtcctggtgcttgtca
ctgaaaagaaptitciyaatta
tcctctgagajgagga
caacacagtggaacagtgagat
tgtattttctgeaggaaga
ttgtgttggcagtgcaatcc
ggcaccacagcccttcata
gctgctcectgagcetgaagt

cagagctatatggaedgtaagg

cctcagtctagcaa
ctggtgtcatcagctccatga
caacacagtggaacaagtjhatgt
cgcactctgactcgagggtaa
aacaaagtctggccagtat
goattatzaggaaggceata
cggatacggaacgtgctgat
gataaggaggaggcctaagataac
aatcgtgatcgtgtttggge
tgcagcggcaatggta
cccagtttceizagtcttcat
ccagctcctcagtcctgtttg
gaacgaggagacacagtttcca
ttcgttggtgtttgttgacttg
tttgcegtgttccgagttc
aatcactgagcgcacggaa
tgagggcaaagaggatcacaa
cggctccecccagtga
catgatgactgcagcaa

Tableau 7 : Amorces utilisées en RT-PCR semi-quaivit pour valider les modifications d’expressioises en

évidence par le microréseau.
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1. Analyse du glycotranscriptome de cerveaux de

souris saines et scrapie

A. Au stade terminal de la maladie (60 jpi)

Les ARN totaux issus de souris saines (2 individetsinalade (1 individu) ont été
analysés a l'aide du microréseau d’ADN (voir Mattriet méthodes pour la fabrication et
I'utilisation de cet outil). Les ARN totaux de s@itémoin sont rétrotranscrits en ADNc en
présence de dCTP-biotine et ceux de souris makngsésence de dCTP-fluorescéine. Puis
I'expérience est répétée en inversant le marquag@&@TP. Les données de fluorescence Cy3
et Cy5 obtenues sont ensuite croisées pour chaguézience. Les expériences doublées ont
été répétées trois fois. Au total six lames (3 kar@g3/Cy5 et 3 lames Cy5/Cy3) ont été

analysées.

De facon intéressante, sur 'ensemble des 165 geéwess représentés, seuls trois
genes apparaissaient surexprimés dans les cerdeasauris malades au stade sub-terminal
sur au moins 4 des 6 lames analysédsxh ST3Gal llet ST6GalNAc V{tableau 8, page
suivante). Sept autres geng8dalt5 Galnt6 Ggtb3 Lfng, Mgat3 Ogt et ST6Gal ) sont
également identifiés sur certaines analyses seualeme raison notamment du faible niveau
d’expression de ces genes. Aucun transcrit n’eparap sous-exprimé. Nous avons alors
entrepris de confirmer les observations faites rdirpdu micro-réseau d’ADN par RT-PCR
semi-quantitative en temps réel (voir matérielséthodes). La surexpression de huit genes a
été confirmée. Seules les sur-expression&gib3 et Ogt n’ont pas été considérées comme

significatives.
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Nom du géne

Analyse

Protéine codée et fonction X y
Microréseau

Analyse
RT-PCR

F3galts

Galnt6

Ggth3

Hexb

Lfng

Mgat3

Ogt

ST3Gal Il

ST6Gal |

ST6GalNAc VI

UDP-galactose : Beta-N-acétyl-glucosaming®-1,3 -
galactosyltransferase V

Greffe Gal sur GIcNAc (glycanne O-liés de core3kou
GalNAc (du globoside Gb4)

40+15

UDP-N-Acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-

acetylgalactosaminyltransferase 6

Greffe GalNAc sur OH et Ser ou Thr (O-glycosylation)
UDP-galactose:N-acetylglucosaminylglycopeptid@-1,4-
galactosyltransferase

Greffe un Gal sur un GIcNAc de protéine ou lipide

2,36 £0,2

2,58 +1,02

Hexosaminidase B, polypeptide beta

Code la sous-unitgde I'hexosaminidase pouvant former un
diméreaf (HEXB) oufB (HEXS), enzymes lysosomales qui
clivent des résidus N-acétylgalactosamine et N-
acétylglucosamine terminaux

201+05

Lunatic fringe, O-fucosylpeptide 3 N-
acétylglucosaminyltransférase
Greffe un GIcNAc sur fucose O-lié

2,21+£0,2

Beta-1,4-mannosyl-glycoproteirf3-1,4-N-
acetylglucosaminyltransferase

Greffe GIcNAc ef{1,4) sur Mani(1,4) GIcNAc (N-
glycosylation)

O-linked-N-acetylglucosamine(GlcNAc)transferase (UB-N-
acetylglucosamine:polypeptide-
acétylglucosaminyltransférase)

Addition de GIcNAc sur Ser ou Thr du polypeptide : O-
glycosylation

1,89 +0,53

B-galactosidea-2,3-sialyltransferase (Sialyltransférase 5)
Greffe un NeuAc ea(2,3) sur Gal de Gai(1,3)-GalNAc des
glycolipides (asialo-GM1 et GM1a) ou des glycopm#s ;
greffe aussi sur GalNAc

2,44 + 0,58

B-galactosidea-2,6-sialyltransferase (Sialyltransférase 1)
Greffe NeuAc ew(2,6) sur le disaccharide GgK1,4)-GIcNAc
libre ou présent sur des oligosaccharides N- oués:-|

(a-N-acetylneuraminyl 2,3f3-galactosyl-1,3)- N-acetyl
galactosaminidea-2,6-sialyltransférase F

Greffe NeuAc ea(2,6) sur gangliosides GM1b, GT1b et GD1a
pour donner du GD1la, GQ1ba et GTlaa respectivement

2,15+0,38

5,25 +0,9

4,88 +1,52

1,83+0,34

366+11

2,34 +£0,27

3,51+0,7

157 +£0,64

2,48 + 0,46

35+1,1

513+1,81

Tableau 8: Genes mis en évidence par I'analyse mapréseau d’ADN du glycotranscriptome de cervedex

souris atteintes de tremblante comparativementua de souris saines, au stade sub-terminal de i6QL.gp

ratios d’expression obtenus respectivement aveaideoréseau et par RT-PCR semi-quantitative safigirés

colonnes de droite.
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Nous nous sommes €également intéressés aux gergeimdnt dans le systéme
réticulaire de contréle du repliement des glycofires (systeme Calnexine-Calréticuline).
Bien gu’ils n'aient pas été préalablement idersifiéeur expression hors de la gamme
d’analyse pouvait en effet étre modifiée sans &&eessairement révélée par la sonde du
microréseau. Nous avons donc analyseé I'expressergdnes codant les lectines calréticuline
et calnexine, la protéine chaperon ERp57, et llesogidases 1 et 2 (Gesl, Gas2t GesB).

Seul le géne codant la calréticuline est signifigghent sous-exprimé (ratio de 0,35 + 0,05).

B. Etude cinétigue des genes mis en évidence

Pour chacun des génes dont I'expression est meddu stade sub-terminal de la
maladie, nous avons entrepris une analyse de Bsgpn en fonction du temps : 15, 30, 44 et
60 jours post-inoculation. Les résultats obtenus seprésentés figure 13.

Bgalts
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Figure 13 : Cinétique d’expression des genes diytzosylation dont I'expression est modifiée damsérveau

au stade sub-terminal d’une tremblante murine éxértale.
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Nous constatons que les modifications d’expresa®rsont observables qu’au stade
sub-terminal de la maladie, de facon quasi con@rteta I'apparition des premiers signes
clinigues. L'analyse des taux de PrPres met ereéeiel une accumulation tardive (45 jpi) de
protéines scrapie dans le cerveau (figure 14).reagmce, décroissante, de PrPres aux stades
10, 20 et 30 jpi pourrait étre due a I'inoculumidégl, ou a une digestion incomplete par la

protéinase K. Quant a la PfRynthétiséele novoelle est clairement visible & 45 et 60 jpi.

Jours post-inoculation

5 10 20 30 45 60
kDa

100—
75 —

50 —
37 —

25 —

Figure 14 : Western blot d’'apparition de protéimE®ns scrapie dans le cerveau de souris Tg338 aprés

inoculation intracranienne d’'un homogénat de candsasouris atteinte de tremblante.

Les modifications d’expression observées dans teee@ seraient une réponse de
I'organe & I'accumulation de PP Ainsi, la sur-expression deexh également décrite dans
un autre modéle d’ESST (souris atteintes de la M{paceket al. 2000) souligne par
exemple une activation du systeme lysosomal. Ulee detivation est observée dans d’autres
maladies neurodégénératives, telles que la matidieheimer (Emilianiet al. 2003). Une
autre similitude avec la maladie d’Alzheimer esjgérée par nos analyses. En effet, la sur-
expression de.fng (Lunatic fringe) impliquerait le récepteur Notcland les maladies a
prions, car la seule fonction connue de Lfng egrédfage d'un GIcNAc sur les fucos€s
liés des motifs EGF like du récepteur Notch.@Q@lycosylation de ce dernier influe sur son
activité, or cette activité est impliquée dans kEladie d’Alzheimer (Nakajimat al. 2000), et
a réecemment été montré modifiée durant une maéagi@ns (Ishikurat al. 2005).
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La sur-expression tardive @8galt5 pourrait avoir plusieurs implications. Eregf
B3galt5 est 'une des rares glycosyltransférasealiap de transférer un galactose sur des
accepteurs monosaccharidiques différents. Elle giesi transférer un galactose sur le motif
GIcNAc (31,3)GalNAc, de préférence sur les glycan@d#s de core 3, mais elle peut aussi
greffer un galactose sur le GalNAc terminal du gkide Gb4, créant le globoside Gb5 (Zhou
et al, 2000). De facon tres intéressante, la sialylténaske ST3Gal Il, dont le gene est
également sur-exprimé dans les cerveaux de sadieistas de tremblante, a la capacité de
greffer un acide sialique sur le globoside Gb5,aktéainsi le monosialoGb5 (ou motif
antigénique SSEA-4). Tout comnfi8galt-V, ST3Gal Il est multifonctionelle, puisquel
peut greffer un acide sialique aussi bien sur ulacjase qu’une N-acétylgalactosamine
(Toivonenet al. 2001). En plus de son activité SSEA-4 synthas@G&il Il a également une
activitea2,3 sialyltransférase sur les gangliosides acceptgialoGM1 et GM1a (Saitt al.
2003). L’état de sialylation des glycolipides egalément probablement affecté par la sur-
expression de ST6GalNAc VI, connue pour son aétigdns la biosynthese des gangliosides
complexes de la séri@ (GD1a, GTlax, GQ1llm, Okajimaet al. 2000). Ces diverses sur-
expressions suggerent une augmentation de I'étaiatidation des cellules infectées, avec
une implication particuliere des glycolipides.

La sur-expression tardive dégat3 est inattendue au vu des taux d’antennageNdes
glycannes de la PfRet de la Pr¥ décrits par les travaux de Rudd (Rueddal. 1999). Mgat3
catalyse en effet 'addition d’'un GIcNAc sur le mase localisé a la bissection du cceur tri-
mannoses dds-glycannes (figure 10 page 69). Par sa présen€&cAc inhiberait I'action
de Mgat2, Mgat4 et/ou Mgat5, désacétylglucosaminyl transférases qui construisesit le
antennes des glycannes tri- et tétra-antennés.riv jgig données structurales sur s
glycannes de la PrP, Ruétlal. formulent I'hypothése que l'activité de Mgat3 seedbaissée
dans les infections a prions, ce qui expliqueratigmentation du taux d’antennage des
oligosaccharides rencontrés sur la ®rfRudd et al. 1999). Nos propres résultats (sur-
expression du genbklgatd, en apparente contradiction avec cette hypothés&nent a
supposer qu’une telle diminution de I'activité emmtique, si elle est effective, ne serait pas
liée a un défaut de transcription du gevgat3 La dégradation des ARNm et/ou des
épissages alternatifs pourraient, parmi d’'autreses, étre mis en rapport avec la quantité
d’enzymes et par voie de conséquences avec sont@ctine moindre présence du sucre

donneur, 'UDP-GIcNAc pourrait également expligleefaible activité de Mgat3.
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Alors que la mise en évidence de la sur-expressedtiexbdans notre modele permet
de confirmer des résultats obtenus sur d’autreseteed nos travaux n’ont pas révélés de
modification d’expression de ERp57 (nommée égalér@@p58), comme cela a récemment
été décrit (Hertzet al. 2005). Nos études impliquent cependant égalemensysteme
réticulaire de contréle du repliement des protéviasla sous-expression de la chaperonne

calréticuline.

Les variations d’expression étant tardives, nows/ans pas poussé plus loin nos
investigations sur les genes mis en évidence tade sub-terminal. Une attention particuliere
devrait toutefois étre portée@alnté. Ce gene code en effet u@eGalNAc transférase qui
initie la synthése des O-glycannes (de type muemegénéral) (Benneét al. 1999), ce qui
pourrait étre mis en relation avec une possiblglycosylation de la PrP, modification

soupgonnée, mais jamais mise en évidence a ce jour.

La méme approche a été employée sur les rates uées |aines et atteintes de

tremblante, ce tissu ayant une action précoce gtureadans 'évolution des ESST.

1. Analyse du glycotranscriptome de rates de

souris saines et scrapie

L'analyse des taux d’expression des genes impligaés la glycosylation par micro-
réseau d’ADN, au stade terminal de la maladie,saeniévidence une altération de seulement
cing génes : trois sont sur-expriméST6Gal | ERp57et Man2alet deux autres sont sous-
exprimés :Pigq et ST3Gal V L'analyse par RT-PCR a montré que les sur-exess

n'étaient pas significatives, par contre, les sexjgressions ont été confirmées.

Le géneST3Gal V ou Siat9 code la GM3 synthase / ST3Gal V (CMP-NeuAc :
lactosylcéramiden2,3 sialyltransférase, EC 2.4.99.9), protéine dtuést de 359 acides
aminés, pour une masse molaire théorique de 41kIA% (Ishii et al. 1998). Cette
sialyltransférase, comme la plupart des glycosydiérases est une glycoprotéine

transmembranaire de type Il (domaine N-terminabplsmique), constituée d'une courte
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région cytoplasmique, d’'une région transmembranaiiene tige («Stem»), prolongée par
un large domaine C-terminal catalytique. La régtage et le domaine catalytique sont

localisés dans la lumiere golgienne.

A l'instar des autres sialyltransférases, la ST¥Gmisseéde 4 régions trés conserveées :
les sialylmotifs. Le sialylmotif L (Large) parti@pa la liaison du substrat donneur CMP-
Neu5Ac et le sialylmotif S (Short) participe dikison des substrats donneur et accepteur. Le
sialylmotif VS (Very Short), proche de I'extrémité-terminale, est nécessaire a l'activité
enzymatique (Datta et Paulson 1995, Dattaal. 1998). Plus récemment, un dernier motif
appelé sialylmotif 1, situé entre les sialylmatif et VS, a été identifié et serait également

nécessaire a l'activité de 'enzyme et a sa condibion fonctionnelle (Jeanneatial.2004).

La ST3Galv a comme substrat donneur le nucléotideesCMP-NeuAc, et comme
accepteur le lactosylcéramide (figure 15, pageasue). Des études réalisées sur I'enzyme
purifiée extraite de cerveau de rat (mais d’unesmasoléculaire de 76 kDa !) montrent que
dans une moindre mesure, GalCer et GA2 (GalNAc&eaiCer) pourraient étre des
accepteurs de faible affinité (Preustkal. 1993). Des études plus récentes effectuées sur
'enzyme humaine recombinante montrent que le @dtéramide est I'unique accepteur de
ST3GalV, conduisant a la synthése du ganglioside3 Glighii et al. 1998). Inversement, la
ST3GalV / GM3 synthase est la seule enzyme caplebéynthétiser le GM3. Ainsi, une perte
de fonction de ST3GalV par mutation conduit a l&ixse totale de gangliosides GM3 et de
ses dérivés biosynthétiques (soit tous les gandéesles séries a, b et o, figure 15), et a une
augmentation du taux de lactosylcéramide et dedégsés (Simpsoret al. 2004). Comme
tous les gangliosides, GM3 est constitué d'un gptlipide simple, le céramide, molécule

hydrophobe qui sert d’ancrage membranaire, et dihaéne oligosaccharidique hydrophile.
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Figure 15 : Voies de biosynthése des glycosphipgias (d’aprés Yamashi&t al. 2005)

Organisés en 7 exons (Zeapal.2003), les transcrits d&T3Galvhumains et murins
ont 3 codons initiateurs de la traduction en phaBar homologie avec les autres
sialyltransférases, 1a®® méthionine, présente dans I'exon 2, est considéafame le
premier acide aminé (Kapitonat al. 1999). Chez la souris, deux séquences sont pessent
dans les banques (NM_011375 et AF119416). Elledisinguent par leur premier exon
(figure 16, page suivante). Lors de nos analysad, ls transcrit ayant I'exon 1 (et non 1’) a

pu étre amplifié de facon systématique en PCR e&hé
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Figure 16 : Organisation du ges&3GalVmurin et épissage alternatif des exons 1’ et 1.

Le second géne dont une altération de I'expresssbmise en évidence par le micro-
réseau d’ADN, au stade terminal de la tremblanfg@gmentale murine, eBligg.

Le genePigqg code une protéine de 581 acides aminés (appetfe &u GPI1, EC
2.4.1.198) qui posseéde six domaines transmembemdaiette protéine intervient dans un
complexe qui comprendrait 6 protéines, les 5 aytreines étant codées par les gdrigs,
Pigc, Pigh, Pigp et DpmZxhez I'homme (Watanabet al. 2000, Tiedeet al. 2001). Ce
complexe, présent dans le RE, a une actiMigcétylglucosaminyltransférase. Il intervient
lors de la 1" étape de la biosynthése des ancres GPI, en transféeN-acétylglucosamine
(GIcNAc) d’'un UDP-GIcNAc sur un phosphatidylinodit(Watanabeet al. 1998). Dans ce
complexe, la protéine PigQ a un réle stabilisatenr maintenant la protéine PigC en
interaction avec le dimére PigA-PigH (Homg al. 1999). Il a été montré que PigQ a la
capacité de se lier a PigA, PigC, PigH et PigPQPignterviendrait pas dans le processus
catalytique, la capacité de transfert du GIcNAm&tarobablement liée a PigA, car cette
protéine contient le site de liaison a 'UDP-GIcNARar la suite, laN-acétylglucosamine
greffée sur le phosphatidylinositol est désacétylée
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GalNAc
/

PigQ

Figure 17 : La protéine PigQ, en complexe avec kedémes PigA, H, C (ainsi que Dmp2 et PigP, non
représentés) intervient dans la premiere étapa d$ynthése de la partie glycannique des anddés G

Le genePigq murin, comme son homologue humain, est organisélesxons, dont le
1*" exon est non codant. Deux transcrits, variants’'gpissage de I'exon 10 ont été décrits
chez I'homme, mais un tel épissage alternatif m'a §té décrit chez la souris.

La mise en évidence de l'altération d’expressiontérment significative des deux
genesST3GalVet Pigg nous a conduit a entreprendre des études plusfappies sur la
réalitt de ce phénomeéne et sa signification biglogi Nos travaux, qui ont porté en
particulier sur ST3GalV sont présentés dans letigations suivantes.
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Article 1

Alterations of GM3 synthase gene expression

are critical events of prion disease propagation
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A. Article 1

Alterations of GM3 synthase gene expression argcalievents of prion disease

progression

Soumis a FEBS letter le 7 Mars 2006.
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Alterations of GM3 synthase gene expression are tigal events of prion disease

progression

Florence Guillermk Lionel Forestiet, Jean-Luc Vilottd Jacques PortoukalignAnnick Le

Dur*, Paul-Francois Gall®tand Raymond Juliéh

1 : UMR 1061, Génétigue Moléculaire Animale, Fagultes Sciences et Techniques, 123

Avenue Albert Thomas, 87060 Limoges cedex, France.
2 : LGBC, INRA, 78352 Jouy-en-Josas, France.
3: INSERM U346, Université Lyon-I, Hbpital E. Hestj 69437 Lyon cedex, France.

4: VIM, INRA, 78352 Jouy-en-Josas, France.

Abstract Cell glycoconjugates are known to play a role iilopinfection. However, the
mechanisms by which they participate to the evoiutf disease are still poorly understood. Here, we
overcome this difficulty by proceeding to a trangimmic analysis of 403 glycosylation-related genes
It allowed us to evidence a specific up- and doeguiation ofST3GalV(GM3 synthaseexpression
in scrapie-infected transgenic mouse overexpressiteggp PrP. Indeed we show that alterations of
GM3 synthase and gangliosides biosynthesis arg edtical events associated to the prion particle

formation and disease progression.

Keywords : scrapie ; prion ; gangliosides ; GM3thase ; PigQ.
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Conclusions Article 1

Par ces travaux, nous avons établi que la sougssipn deST3GalVet Pigq est
concomitante de la réplication de la BriEn effet,ST3GalVet Pigq présentent une évolution
de I'expression similaire durant une infection r-eMprimés dans un premier temps, ils sont

ensuite fortement sous-exprimés dans les 15 dsrjuiers.

6 7
s . Pigq 51 ST3GalVv
g)) c 44 12
fd +
o < ] 2 L
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% o =1 0/1—/ \ -5
S g 2
2 L 91
[ U) 7 4
% 41 13
4 | >
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10 30 50 10 30 50

Jours post inoculation

Figure 18 : Cinétique d’expression des géPigs| et ST3GalVdans la rate lors d’'une tremblante expérimentale.

La variation d’expression deigq engendre une moindre synthese des protéines PigQ,
ce qui aurait pour conséquence une déstabilisatiotomplexe enzymatique assurant le
transfert de GIcNAc, avec pour conséquence ultime altération de la synthése des ancres
GPI. La glypiation des protéines cellulaires eragaffectée lors de I'infection. De plus, la
sous-expression deT3GalVse manifesterait par une altération de la syntbasganglioside
GM3, de ses précurseurs et de ses dérivés. La uétiég de ST3GalV aurait des
répercussions sur le statut des microdomainessiehesM3 (rafts) ou se trouve précisément
localisée la PrP, dont la glypiation serait de m@itérée. Ces deux évenements moléculaires
soulignent le réle joué par I'environnement memhbrenet I'état de glypiation de la PrP dans

le processus de transconformation er"PrP

La présence intrigante de plusieurs isoformes ded&ine ST3GalV/ GM3synthase
nous a conduit & poursuivre nos investigationcetie enzyme majeure de la biosynthese des
gangliosides afin d’identifier I'origine de ces fisomes et d’appréhender leurs fonctions
putatives respectives. Ce travalil fait I'objet @etlcle 2.
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Article 2

Golgian and non-Golgian ST3GalV isoforms
are differently down-regulated in scrapie-

Infected mice spleen
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B. Article 2

Golgian and non-Golgian ST3GalV isoforms are défdaly down-regulated in
scrapie-infected mice spleen

En préparation, pour étre soumis a Glycobiology.
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Title: Golgian and non-Golgian ST3GalV isoforms areatd#htly down-

regulated in scrapie-infected mice spleen.

Florence Guillerme, Aurélien LeDuc, Paul-Francois Gllet and Raymond Julien

UMR 1061, Génétique Moléculaire Animale, Facultés dgciences et Techniques, 123
Avenue Albert Thomas, 87060 Limoges cedex, France.

Keywords: prion, GM3 synthase, gangliosides, @&ft3GalV

Abstract

Cellular prion protein (PP interact with gangliosides especially GM3 in mean®
microdomains (rafts) and this association is thougtbe involved in signalisation. Here, we
show that during an experimental scrapie, an eddpletion of lactosylceramidea2,3
sialyltransferase (GM3 synthase) is tightly asdedao ganglioside depletion and seems to
improve accumulation dB-sheet altered PrP conformers (ByPWe identify three isoforms
of ST3GalV protein (called FLE, 11 and 12), corresgding to alternative spliced transcripts.
Each isoform seems to be differently implicatedpition pathogenesis, as their activity,
localization and regulation in presence of ¥rire different. Our results suggest that the
specific down regulation of the full length (FLEhda 11l truncated ST3GalV isoforms in
lymphoid organs may lead to a reorganization of mitrodomains. We suggest that GM3
synthase isoforms changes alter the remodellirgaogliosides, may modulate PrP signaling

pathways and favour the propagation of rP
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Conclusions Article 2

L’analyse approfondie des transcrits et protéinE3GalV nous a permis de corréler
les isoformes protéiques (visibles par westernshlet les transcrits alternatifs. Le premier
transcrit, correspondant a la forme référencée gppelée FLE) code une protéine de la
membrane golgienne possédant 359 acides aminé® Gahe active est déplétée lors de
I'infection et se localise comme attendu dans laction microsomale. L’isoforme |1,
probablement issue de la traduction d’'un transmriles exons 2 et 3 ne sont pas présents,
s’avere également active. Elle est présente dafraddon microsomale, bien que sa région
transmembranaire soit probablement absente, ceuggiere qu’elle pourrait étre emprisonnée
dans des vésicules. La troisieme isoforme, appé&®¢ene possederait pas de région
transmembranaire, en raison de I'la suppressiotieden 2. Elle est logiguement soluble.
L’absence d’activité CMP-NeuAc : lactosylcéramad® 3 sialyltransférase dans cette fraction
ne renfermant que I'isoforme 12 serait la conségaede I'absence de I'exon 6, qui supprime

la région en amont du sialylmotif S.

L'altération spécifique de ST3GalV, en particula ses isoformes FLE et I1, lors
d’une infection, montre une régulation fine desxtde transcrits et des épissages. Associée
aux processus infectieux du prion, I'altération descanismes d’épissage des messagers de
ST3GalVmet en lumiére un échelon potentiel supplémenthres la chaine de causalité liant
la tremblante expérimentale et les défauts de hibgge des gangliosides constitutifs des

rafts membranaires.
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. Les altérations de la glycosylation, une

consequence des maladies a prions ?

La présence de protéines prions scrapie dans uldeceu un organisme induit des
troubles du fonctionnement cellulaire. Les évendmaroléculaires consecutifs a I'apparition
de PrB° peuvent notamment étre appréhendés par I'ideatidic de génes dont I'expression
est modifiée lors de l'infection. Une telle méthtmipe a été employée par plusieurs équipes
(Dandoy-Dronet al. 1998, Dandoy-Droret al. 2000, Kopacelet al. 2000, Parket al. 2000,
Miele et al. 2001, Boothet al. 2004, Skrettinget al. 2004). Ces études, realisées
principalement sur le SNC, ont mis en évidenceiplus processus tels qu’une activation
astrocytaire et microgliale (Dandoy-Drogt al. 1998) et I'engagement des lysosomes
(Kopacek et al. 2000). Cependant, les genes dont les produits isgpliqués dans la
glycosylation, qui représentent entre 0,5 et 1%g#e®es humains (Freeze 1998) n'ont a notre
connaissance pas fait I'objet d’études particutigret du fait de leur faible niveau
d’expression, ne sont généralement pas analysklted’études exhaustives : c’est ainsi que
seules les isoformes de [laN-acétylhexosaminidase lysosomale ont été remagjpér ces
différentes analyses (Kopacek al. 2000), bien qu'il ait été suggéré que la machaeie
glycosylation soit altérée durant une ESST (Raddl. 1999, Rudcet al. 2001, Russelakis-
Carneiroet al. 2002). Nous avons donc entrepris au laboratoidation d’'un microréseau
d’ADN spécifiguement dédié a I'analyse de I'expressdes génes de la glycosylation. La
nécessité d'un tel outil d'analyse a égalementréssenti par d’autres spécialistes de la
glycosylation, qui ont récemment créé un microrésEADN similaire (Comelliet al.2006).

L'utilisation de notre outil sur des lignées cediués dérivant de la région
hypothalamo-hypophysaire infectées par des priooapge a mis en évidence une
perturbation du métabolisme des GAG (Baeteal. 2005).

Les analyses que nous avons menées pour notreypdet cerveau de souris n’ont pas
montré de modifications significatives de I'expiessde genes précédemment mis en
évidence dans les lignées cellulaires issues d838l¢ette contradiction n’est qu'apparente,

et souligne en réalité la spécificité de réponselque type cellulaire. Les observations
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faites sur tissus totaux révelent les réponses twab de différents types cellulaires et

masqueraient les réponses plus spécifiqgues dermtsous-populations cellulaires.

Une altération de I'état de glycosylation a égalemété décrite lors d’analyses
menées sur une autre lignée cellulaire (N2a et 8cNe@rivée de neuroblastomes (Nielstn
al. 2004). Ces études décrivent une glycosylationraate des sous-unités alpha et béta du
récepteur a I'insuline, ce qui prouve, s'’il en etasoin, que des modifications de I'état de
glycosylation ne sont pas seulement observablesvaau des\N-glycannes de la PrP, mais

peuvent toucher trés spécifiquement d’autres coamesellulaires.

r7 £

Toutes ces altérations de la glycosylation ontdgeérites soit directement sur des
tissus (Kopacelet al. 2000, Russelakis-Carneiet al. 2002) ou sur les lignées cellulaires
dérivées du SNC (Nielseat al. 2004, Barretet al. 2005). Cependant, peu d’études sont
basées sur l'analyse des modifications d'expressiams des organes du systeme
lymphoréticulaire, telle que la rate, pourtant aspour étre impliqués deés le début de la
maladie. C’est pourquoi nous nous sommes attaché@nadyser dans cet organe les
modifications moléculaires engendrées par la peisate PrP® dans I'organisme. Deux
évenements moléculaires associés semblent impedastles stades précoces de la maladie a
prions : une sur-expression suivie d’'une forte saxwession de deux génes (seulement) liés

a la glycosylation ST3GalVetPiggq.

L’'analyse quantitative de I'expression des géPigg et ST3GalVrévéle une certaine
variabilité entre individus dans les temps de répoa l'infection. Cette variabilité n’est pas
trés surprenante car elle est également observée lfapparition des premiers signes
cliniques précédant la mort des individus qui p&uwe décalée de quelques jours. Comme il
est pour linstant impossible de suivre les tauxtdmscrits dePigq et ST3GalVet de
protéines Pr¥ sur un méme individu au fil d’'une ESST (!), lesukats présentés ne sont
qu'une moyenne des données obtenues avec lesedifféindividus testés. Ainsi, par
exemple, a 30 jpi, deux souris d’intérét sur tsmsis-exprimaiernigq et ST3GalV alors que
la troisieme les sur-exprimait faiblement, laisspenser que cette souris a réagi moins
rapidement que les deux autres a linfection. Cdpet)y le profil général : faible sur-
expression précoce suivie d’une sous-expressianipiportante semble respecté pour chaque
souris. La variabilité entre individus provient biele la réponse a linfection (et non a

I'inoculation), les souris témoins ne présentarst g modification d’expression.
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Malgré les valeurs de sur- et sous-expressiongp@&uent sembler faibles comparées
aux ratios obtenus en culture cellulaire, nous id@émnsns ces modifications comme
importantes car elles ne touchent vraisemblablemasttous les types cellulaires présents
dans la rate. L’altération ciblée de I'expressienceds deux seuls génes, dont les produits sont
des enzymes clés respectivement impliquées damsosgnthése des gangliosides et des
ancres GPI, ont certainement des répercussions mamligeables sur [I'évolution de

I'infection.

1. Les altérations de la glycosylation influentesl

sur I'évolution des maladies a prions ?

L’'analyse des transcrits d&@T3GalVa permis de dévoiler la présence d'épissages
alternatifs qui semblent correspondre, méme si celait étre confirmé par
immunoprécipitation, aux isoformes mises en évidgpar western blot. Les trois isoformes
FLE, I1 et |2 seraient issues respectivement diathuction (1) du transcrit possédant les sept
exons, (2) d’'un transcrit ou les exons 2 et 3 spigsés, et (3) d’'un transcrit ne possédant ni
I'exon 2 ni I'exon 6. L’isoforme FLE correspondaforme ST3GalV de référence : c’est une
sialyltransférase golgienne, transmembranaire.deex isoformes supplémentaires, révélées
par notre étude, n'ont plus leur domaine hydroph@oenaine transmembraire) en raison de
I'épissage de I'exon 2. Les isoformes I1 et 12 patsdonc pas ancrées dans la membrane
golgienne. L’'isoforme 11 est cependant détectées danfraction microsomale, tandis que

I'isoforme 12 est retrouvée dans le cytosol (aeti2).

D’autres auteurs (Stern et Tiemeyer 2001) avaiéj#t chpporté la présence d’un pool
de ST3Galv non golgienne, sans toutefois l'ideatifiSon existence avait été mise en
évidence dans les tissus cérébraux et cellulesonaeles par l'utilisation d’'un anticorps
reconnaissant I'extrémité C-terminale de la pr@&éi@ependant, leur autre anticorps, dirigé
contre les aa 227 a 272, soit la partie situéensonadu sialylmotif S, ne détectait pas cette
isoforme (Stern et Tiemeyer 2001). L’existence @mdgcrits alternatifs, mise en évidence

dans la rate, rend envisageable I'hypothése que t=tforme de ST3GalV soit issue d’'un
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épissage speécifique, et en particulier une déplé@el’exon 6, qui conduirait a la suppression

de la partie située en amont du sialylmotif S.

De facon surprenante, des recherches chez la ssurides homologues de la
gliolectine de Drosophile ont conduit a l'identditon de ST3GalV (Steret al. 2000). En
effet, ces protéines ont une homologie signifiatians la région située autour du sialylmotif
S de ST3GalV. Le point commun entre ST3GalV etlildartine étant leur intervention dans
la syntheése ou la reconnaissance des glycolipidegté suggéré que la région a proximité du
sialylmotif S était responsable de leur spécifiditésoforme I2 perdrait cette fonction, ce qui
pourrait expliquer la faible activité GM3 synthaassociée a la fraction soluble, ou elle est
observée (article 2). Plusieurs hypothéses sorisagwables : (1) 12 conserverait une faible
activité a2,3sialyltransférase, mais serait moins spécifefygourrait reconnaitre par exemple
le motif GaP1,4 présent sur des protéines, les lipides...Ceaitdiém aurait alors un role dans
'état de sialylation de la cellule (2) la perteudé partie du domaine catalytique
déstabiliserait la structure générale de I'enzyina eendrait peu ou pas active. Elle pourrait
alors avoir un role de lectine. Néanmoins, quelie spit I'hypothése privilégiée, I'expression
de cette isoforme 12 étant peu modifiée lors d’tmreenblante, son influence sur les maladies

peut étre considérée comme mineure.

Par contre, la décroissance des isoformes FLE etloid4 d'une tremblante
expérimentale peut avoir des répercussions ségeusd’évolution de la maladie. L’isoforme
FLE de la GM3 synthase est responsable de la smthdans I'appareil de Golgi, du
ganglioside GM3, ganglioside simple lui-méme udilsomme substrat pour la synthése de la
majorité des autres gangliosides (figure 15 pagg).1Da forte sous-expression de cette
isoforme induit une diminution du taux de GM3 syiibés. De ce fait, les souris atteintes de
tremblante présentent un déficit en GM3 comparéésues homologues sains (article 1).
Comme la majorité des autres gangliosides est éiiséie a partir du GM3 et que le GM3 est
lui-méme un ganglioside majeur des membranes a@kg, les gangliosides totaux s’en
trouvent également altérés. De plus, un effondrérdenla quantité de glucosylcéramide,
précurseur du lactosylcéramide, lui-méme substuaGW3 est mis en évidence (article 1).
Cette chute de la quantité pourrait étre mise elatioa avec la propriété des
glycosyltransférases impliquées dans la synthesgaegliosides a s’organiser en complexes
multienzymatiques (Giraudo et Maccioni 2003). AinaiST3GalV fait partie d’'un complexe

de trois enzymes comprenant la galactosyltransdéfalT1l (qui permet la synthese du
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LacCer a partir du GlcCer), et la sialyltransfér&€8Sial (GD3 synthase)(Giraudo et
Maccioni 2003). Le déficit en ST3GalV suggere uistdbilisation de ce complexe multi-
enzymatique, dont le substrat de départ, le glucésymide s’accumulerait (figure 15 page
101). Par une rétro-inhibition liée au produit fina synthése de glucosylcéramides serait
dans un second temps inhibée, d’ou la forte dinonuu taux de glucosylcéramide observée

au stade terminal de la tremblante expérimentaiel@l).

La présence importante de glucosylcéramide danafesscontenant la protéine prion
(5 fois plus importante que dans les rafts ou essgnte la protéine Thy-1, Brugget al.
2004) associée a la forte représentation du gasigioGM3 (qui représente 70% des
gangliosides dans les cellules lymphoblastoidegjgéste une modification drastique de
I'environnement membranaire de la protéine prias ldune infection. Il est possible alors
que les voies de biosynthéses alternatives (notamnde GalCer, figure 15 page 101) soit
légérement privilégiées, ce qui expliquerait que &nalyses préliminaires des taux de
gangliosides montrent que la diminution des gasgles totaux est un peu moins faible que
ce que l'on pouvait attendre (6,1% alors que lanttéade GM3, ganglioside majoritaire,

diminue de 9,9%, article 1).

La déplétion de lisoforme |1 peut également cdmter au bouleversement de la
composition lipidique autour de la PrP. En effetite isoforme protéique, issue du transcrit
ou les exons 2 et 3 sont absents (ce qui suppendomaine hydrophobe), conserve une
région catalytique intacte. Son activité spécifiq@vere méme supérieure a celle de FLE
(article 2). En dépit de I'absence de région tragrsiiranaire, cette isoforme retrouvée dans la
fraction microsomale pourrait étre séquestrée dassvésicules. Nous n’excluons pas que 11
puisse étre présente, comme la PrP, dans des esss@uant a la fonction de 11, nous
faisons I'hypothése qu’elle participerait au maanti(remodelage) de la sialylation des
gangliosides lors de leur trafic intracellulaiim effet, les gangliosides présents a la surface
cellulaire, sont, avec la PrP, endocytés via lescudes a clathrine, et tout comme la protéine
prion, peuvent étre recyclés a la membrane celtulau étre dirigés vers les lysosomes pour
étre dégradés. L'effondrement de I1 lors de I'itifat induirait un défaut de sialylation qui

renforcerait I'effet de la déplétion de la formeH:L

Les déplétions spécifiques des isoformes FLE eindlliraient donc un défaut de

composition de I'environnement de la protéine prienun réarrangement des rafts. La
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déstabilisation de I'organisation membranaire paitiagir sur la stabilité de la structure en
hélices alpha de la PrP et altérer son réle dansal@ssduction de signaux. En effet, la
formation du complexe PrP-GM3, qui serait réalisdcg au domaine V3-like de la PrP
(Mahfoudet al. 2002), est vraisemblablement altérée en raisda deninution de GM3. En
absence de GM3 disponible, ce domaine pourraitrseta liaison de la PrP avec le GalCer et
la sphingomyéline (Mahfouet al. 2002), ce qui expliquerait pourquoi ces deux COsBBO
sont détectés dans les agrégats de PrP (Kteah 1998), et non le GM3 qui en temps normal
est pourtant bien représenté. Une conséquenceumajde la diminution de ce complexe
GM3-PrP serait une perte de fonction de ce complexagnalisation.

La signalisation membranaire via la PrP est égatermese a mal par la déplétion de
Pigg, second géne mis en évidence par nos analysasoimalre expression deigq suggere
qgue le complexe PI-GIcNAcTransférase est moing dtiil un probable déficit de synthése
des ancres GPI. Dans ce complexe, I'activité cttplg est portée par la protéine PigA, PigQ
ayant une fonction régulatrice. Une mutation sogueti du genePIG-A chez I'homme
provogue une maladie, 'hémoglobinurie nocturnepgstique (PNH). Dans cette maladie, la
biosynthése des ancres GPI est bloquée et lesleselaffectées (les cellules du sang)
n’expriment pas a la membrane les protéines hdkgtnent glypiées. Ainsi, il a été montré
que les cellules de patients atteints de PNH nimant plus de PfPmembranaires, mais
conservent un taux de Pridtracellulaires normal (Risitanet al. 2003). Il a été également
suggéré que les protéines prion issues de ces lexellexprimeraient les formes
transmembranairé$™PrP (Holadzet al. 2002). Il est également possible que la propordien
PrP solubles soit augmentée. Contrairement au K@eahePiga qui conduit a I'absence
totale d’ancre GPI, l'invalidation du gemgqg dans des cellules murines conduit a une forte
diminution de la synthese des ancres GPI, sangftositque la production soit totalement
abolie (Honget al. 1999). La sous-expression @gq que nous enregistrons lors d'une
tremblante expérimentale suggere donc une diminuti® la synthese des ancres, ce qui

entrainerait un déficit partiel en protéines glgsi&€t un excés de protéines solubles.

Les modifications d’expression d&T3GalVet Pigq observées dans la rate au stade
sub-terminal de la tremblante expérimentale comuhiainsi toutes deux a une réorganisation

de la localisation membranaire de la protéine peiba une altération de sa signalisation.
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Il semble donc qu’il y ait une unité et une cohéeedans la dérégulation spécifique
des geénesPigq et ST3GalV au cours d'une tremblante expérimentale. Une Hngsat
synthétique serait que la dérégulation de ces geogs pourrait étre en rapport avec les voies
de biosynthése des sucres et des nucléotides-sénsg un défaut dans la disponibilité de
'UDP-GIcNAc, précurseur majeur du métabolisme dmgres, pourrait conduire par
compensation, dans les phases précoces de I'mfieci la sur-expression d&igg, gene
régulateur de I'introduction de GIcNAc dans lesrasdGPI, et d&T3GalV Le rapport avec
ST3GalVest plus ténu. Outre le fait que 'UDP-GIcNAc astprécurseur du CMP-NeuAc, il
existe un lien étroit entre le GM3 et le métaboésdes sucres, comme en témoigne le seul
phénotype observable chez des souris ayant le §d8i3€alVinvalidé : une sensibilité
augmentée a 'insuline (Yamash#tal.2003, Tagamet al. 2002). De facon intéressante, les
récepteurs a l'insuline sont également touchésdamse l'infection & prions (Ostlundt al.
2001a, Ostluncet al. 2001b, Nielseret al. 2004), ce qui laisse supposer I'existence d’'une

relation entre le GM3, l'insuline et le métalismesdsucres.

Par ailleurs, des analyses préliminaires sembiehtjier que commernp, les génes
mST3GalVet nPigq ne possederaient pas dans leur région promoggedites canoniques
TATA et CAAT (Xia et al. 2005). Par contre, plusieurs facteurs de transonigeurs sont
communs, tels que CREB, HSF, AP-4 ou encore Spilido@er ayant également des sites de
fixation dans la région promotrice &enp). La régulation similaire de la transcriptionigq
et ST3GalVdans notre modéle de maladies a prions pourrait ébre liée a un facteur de
transcription commun, qui conduirait dans un prengenps a la sur-expression des genes,

puis a leur sous-expression.

Dans le cerveau, un tel mécanisme pourrait égaleeéster, mais avec un décalage
important dans le temps, qui ne laisserait obsequex la phase compensatrice de sur-
expression des genes concernés. En réponse aitl eéfidDP-GICNAc, le gen&lgat3 serait
sur-exprimé (voir partie 1l Résultats), mais ladsai de nucléotide-sucre donneur ne serait pas
compensée par la sur-expression du gene, d’ourtiantation du nombre d’antennes des

glycannes observée par certains auteurs (Rudtl 1999).

Bien que les mécanismes régulateurs restent aifidenia sous-expression des deux
génesPigq et ST3GalVqui est amorcée dans la rate avant I'apparitioprdeéines Pr¥ dans

le cerveau, est associée a l'augmentation expatlentie la production de protéines scrapie
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(et de ses oligoméres) dans la rate. En effetrdggmce de protéines prions glypiées et
solubles serait un facteur accélérant significatieet I'évolution de la tremblante (Aguzzi
2005, Chesebret al. 2005). La sous-expression spécifiqueRilgg, par la diminution de la
synthése des ancres GPI et non son abolition, @agsécisément la présence simultanée de
protéines prion glypiées et solubles. Les protéimas ancrées conservent la capacité de se
transconformer, mais leur accumulation ne provquagede signes cliniques (Chesebtal.
2005). Les PrPsolubles, produits de la diminution de la synthdse ancres GPI, seraient des
substrats de PP® qui, & la suite de leur transconformation poemais’accumuler et se
propager. Le maintien d’'un pool de Piftypiées permet la production de PrElles-mémes
glypiées, la formation de ces dernieres étant fager par I'environnement membranaire
altéré, hyposialylé, ou la présence de gangliogiéesn particulier du ganglioside GM3) est
réduite. La transduction de signaux via PsErait donc non seulement amoindrie (ce qui ne
provogue pas en lui-méme de signaux pathologiqee@ame le montre les souris KO), mais
également altérée. En effet, en raison de la ditminude gangliosides GM3, le complexe
comprenant la PfRet le GM3 serait moins représenté. Dans ce coraple)® pourrait étre

« remplacée » par la PfPet le GM3 par le GalCer ou la shingomyéline paereple. La
substitution des deux éléments (Pr&t GM3) induirait la formation d’'un complexe
fonctionnel mais produisant une signalisation plathique. L’altération du signal serait
amplifiée au fur et a mesure des sous-expressi®d 8GalVet Pigg, ce qui favoriserait en
retour leur propre sous-expression, et la prodoctaponentielle de PrP scrapie. Une
schématisation succincte des conséquences suppesdgrégulations d&T3GalVet Pigq

est présentée page suivante (figure 19).
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Figure 19 : Schéma illustrant I'impact potentielsdéérégulations des gen&33GalVet Pigqg lors d'une
tremblante expérimentale. En absence déPiPprotéine prion cellulaire, glypiée, est présetans les rafts ou
elle peut interagir avec le ganglioside GM3, danscamplexe de signalisation fonctionnel. En présefee
PrP™ la dérégulation déigq et des isoformes FLE et 11 d&T3GalVinduit une déstabilisation des rafts
lipidiques et une altération dans la transductiersidnaux, par une moindre présence du complexe-Bi#3et

la présence de PtRglypiée. L'altération du signal favoriserait la psuite et I'amplification du phénomeéne. De
plus, la présence de PrP non ancrées permettragtcumtement aisé pour la formation d’agrégatsqlagiques
et la dissémination de l'infection.
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L'étude des modifications du glycotranscritpomeeanpis de mettre en évidence une
altération spécifique de I'expression de deux geéleela glycosylation dans les rates de souris
développant une tremblante expérimentale. Ces gengsPigg et ST3GalV sont régulés de
maniére similaire au cours de la maladie et senhlalgin de concert dans la propagation de la
pathologie. De plus, nous avons montré que la abgul fine de I'expression n’était pas
seulement quantitative, mais également qualitativen résulterait une augmentation de
protéines prion solubles, une hyposialylation ddgcajipides et probablement une
déstabilisation des rafts lipidiques ou est préféeiement localisée la protéine prion.
L’ensemble de ces altérations favoriserait I'ésg@iment de signaux de transduction
inhabituels et pathologiques, I'agrégation et lapagation de P Le réle des gangliosides
dans les maladies a prions ne serait donc past,dgecqui expligue pourquoi I'ajout de
gangliosides ne semble pas modifier la capacitéotwersion de PrP (Deleawt al. 2005)
mais principalement indirect, via la compositionmteanaire des cellules infectées.

Les gangliosides des rafts ont déja été impliqus dine maladie neurodégénérative
qui présente de nombreuses similarités avec leadieal a prions : la maladie d’Alzheimer.
Par exemple, la liaison ditamyloide aux gangliosides conduit a une confoionatiansitoire
du B amyloide en une structure riche en feuillgtAriga et al. 2001, Campanat al. 2005).
Cette liaison semble nécessiter la présence d’ude asialique ena2,3 sur un coeur
glycosphingolipide neutre (Arigat al. 2001), liaison que ST3GalV est précisément capable
de reéaliser. Les analogies entre les maladies dégémératives conformationnelles
pourraient donc étre plus largement exploitées.

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, la préseatiaeide sialique em2,3 semble
favoriser la transconformation. Or il semble, d&gpmos résultats, que dans le cadre des
maladies a prions, ce soit la sous-représentat@rced acide sialique qui favoriserait la
propagation de la maladie. Il serait donc inténetsske vérifier que la sur-expression de
ST3GalVconsécutive a I'inoculation de PfRexogénes modifie ou non la quantité de GM3
(ainsi que celle de LacCer et des autres gangéssiet si 'augmentation putative des charges
négatives qui serait engendrée par la sur-expressie ST3GalV favorise la
transconformation de la PrP (Kuroéa al. 2003) ? De la méme maniére, la sur-expression
précoce de iBg est-elle compensatrice, ou a-t-elle un effet sanckage des protéines

glypiées ?
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Afin d’étudier plus finement les relations de caiié entre ces différents intervenants
moléculaires, il serait utile d’identifier le ousldype(s) cellulaire(s) impliqué(s) dans les
modifications d’expression du glycogénome. Lesutei FDC sont des cibles potentielles,
car elles sont impliqguées dans la propagation de®ipes prions, mais elles ne représentent
que 1% des cellules des organes lymphoides secesd@Parizeket al. 2001). Les
modifications d’expression qui s’y déroulent sormtit sextrémement fortes (pour étre
mesurables sur un organe total comme nous I'obesjyaoit d’autres types cellulaires
présentent également les mémes variations. Leshigaypes (ou cellules lymphoblastoides)
pourraient aussi étre impliquées, le complexe GIVB-&yant été détecté dans ces cellules
(Mattei et al.2002, Matteiet al.2004).

Le travail en culture cellulaire devrait permetiree analyse plus fine des localisations
subcellulaires de la protéine prion, mais égalendmst isoformes FLE, 12 et surtout 11 de
ST3GalV. Dans un premier temps, il faudrait auttfientle lien entre les transcrits alternatifs
et les isoformes protéiques observées. Par la,sdde études d’ARN interférence par
exemple pourraient permettre d’observer les coresgrps des sous- (et sur-) expressions des
genesPigq et ST3GalVsur la localisation cellulaire de la PrP, la cosipon des rafts
lipidiques, la transconformation et I'accumulatide la PrE°. De telles analyses conduiraient
idéalement a la confirmation que I'élément initiatees maladies a prions serait I'apparition
(spontanée, exogene) de la protéine mal conforireg@résence de cette derniére dans des
cellules spléniques induirait des modifications xgi®ssion de génes spécifiques, dont
ST3GalV et Pigg. En retour, ces altérations favoriseraient la pgapion de la forme

infectieuse.
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Valorisation des compétences, le nouveau

chapitre de la these
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La rédaction du « nouveau chapitre de la thésd ypreposée par I'école doctorale
Sciences-Technologie-Santé en collaboration aassdciation Bernard-Grégory. Il n’a pas
un caractére académique, mais permet de fairelam dir déroulement de la thése en tant que
projet. Cette analyse, qui se doit d'étre compréiide par des non-spécialistes du sujet de
thése, pourrait étre exploitable dans la perspedliune valorisation professionnelle de la

thése.

L'objectif de ce « nouveau chapitre de la thesdéonsation des compétences » est
d’établir un inventaire et une mise en valeur desymétences, autres que scientifiques et

techniques, qui ont été nécessaires tout au lohg tihese.

. Enjeux et place de la these

Mon sujet de thése consiste a analyser les motiificade glycosylation lors d’'une

tremblante du mouton expérimentale.

La tremblante du mouton, maladie dite a prions,casactérisée par I'accumulation
d’'une protéine anormalement repliée : la protéinenp notée PrP. Cette protéine existe en
fait sous deux formes : une forme normale appeteegourcellulaire, qui est présente dans
presque toutes les cellules des mammiféeres, efarnee pathologique, qui s’accumule lors
des maladies & prions, appelée™®dar identifiée en premier lors de la tremblanterthuton
(Saapie en anglais). La protéine prion est une glyat@ine, c’est-a-dire qu’elle peut étre
glycosylée. La glycosylation est un ensemble decgssus coordonnés et séquentiels
aboutissant au greffage de sucres sur des protéindss lipides. L'organisation complexe de
ces sucres accrochés les uns aux autres est cpanuavoir de nombreuses fonctions, telles
que des fonctions de reconnaissance entre moléetitesentre cellules, ainsi qu’un réle dans
le repliement tridimensionnel des glycoprotéines glycoprotéine prion est présente
principalement a la surface des cellules ou eliéig®e dans la membrane grace a une ancre
elle aussi glycosylée, le GPI (GlycosylPhosphatithgitol). De plus, les protéines prion se

concentrent dans des microdomaines membranaitessrien cholestérol et en glycolipides,
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tels que les gangliosides avec lesquels elle péeragir. La protéine prion est donc en étroite

relation avec différents aspects de la glycosytatio

L'objectif de ma theése est de voir si la propagatie la forme anormale de la protéine
prion est associée a une dérégulation de la glijati@y. Dans cette optique, j'ai analysé les
modifications d’expression des genes lies a laagyation lors d'une maladie a prions
expérimentale. Ces analyses ont principalement néé@ées sur un modele murin de

tremblante du mouton.

En 2001, date du début de mon DEA et des premiivestigations sur les maladies a
prions dans le laboratoire, environ 180 000 bowawveient été déclarés comme atteints d’'ESB
(Encéphalopathie Spongiforme Bovine ou maladie ad@dche folle) en Grande-Bretagne,
avec une centaine de consommateurs contaminés. IPam&me temps, 187 cas d'ESB
avaient été recensés en France. Pour ces maladiesodégénératives d'issue
systématiquement fatale, il n’existait (et n’eXjsdaecun test de diagnostic ante-mortem.

Mes travaux de thése participent donc a la compsbe des mécanismes
biologiques impliqgués dans les maladies a priongguemajeur tant pour la mise en place

d’un test de diagnostic ante mortem, que pourbié&sement de thérapeutiques adaptées.

Pour le laboratoire, situé dans une région de fprtgluction de viande bovine et
ovine, et déja impliqué dans de nombreuses recegrchez le bovin (couleur de la robe,
qualité/quantité de muscle...), I'établissement d’'upavelle thématique de recherche sur les

maladies a prions lui permet d’étre au cceur descprgpations régionales.

L’équipe « prion », a laquelle jappartiens, s’irse@u sein du laboratoire dans une
équipe plus grosse, travaillant sur la glycosylatiet reconnue nationalement et
internationalement. En effet, mes travaux sont iatefface de deux thématiques: la
glycosylation et les maladies a prions. Au début tlavaux, cette équipe était composée du
Pr R. Julien, directeur du laboratoire, du Dr Fli€&ade L. Forestier et de moi-méme.
Rapidement, Agnés Barret, doctorante, a intégrguifge, a temps partiel, le reste de ses
travaux étant dédié a une approche thérapeutigsiendéadies a prions au CEA de Saclay.
Ses travaux (réunions des résultats obtenus aySetclamoges) ont notamment conduits a la
publication d’'un article dans un journal internatib réputé. L’année de sa soutenance de

thése, Aurélien LeDuc, alors étudiant en M1, a iooigt ses travaux. |l est actuellement en
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premiere année de these. Nous avons travaillé dnhsereu de nombreuses conversations
scientifiques trés productives, aussi bien sur treegux que sur les siens. Régulierement,
nous avons analysé nos résultats respectifs afiesdeorréler et d’en tirer des conclusions

générales.

1. Choix du sujet

Avant le début de ma these, je me doutais qued&ties maladies a prions captivait
de nombreux chercheurs et donc que la pressioit sere@inement présente durant ma thése.
L’intérét des travaux proposés a cependant étéfpitisDe plus, je savais que le laboratoire,
méme s’il n'avait pas d’expériences dans le domaiee maladies a prions, avait un tres
solide bagage dans l'autre volet de ma these lyleogylation. Il m’apparaissait donc clair
gue mon environnement scientifique saurait me guademieux dans le déroulement de ma
thése (et de mon DEA). Par ailleurs, faisant urtatat pour étre Maitre de Conférences, je
souhaitais eégalement faire de I'enseignement. Lipgggétant une UMR (INRA/Université de
Limoges), javais I'espoir d’obtenir un poste de nitace, et donc par la suite, de pouvoir
valoriser cette expérience. Entrer dans un labweateconnu, I'INRA, me semblait aussi étre
une expérience enrichissante pour (1) voir le foncement d’un organisme national ayant
de nombreuses unités et (2) me permettre d’étomeiact avec des enseignants-chercheurs et

des chercheurs.

Travailler sur un sujet porteur, et peu obscutt Gauvent reproché aux chercheurs en
général et aux thésards en particulier), me setmétes également un point tres important
pour une valorisation de mes résultats et de msethéar bien que mon objectif était de
devenir maitre de conférences, je ne m’interdig@s de m’éloigner de la recherche

fondamentale.

Ces nombreux avantages que jentrevoyais avanbienencement de mon DEA
m’ont poussé a choisir ce sujet, dans cette étigians ce laboratoire. Ainsi, mes résultats
de DEA ainsi que I'appui de mes directeurs de tinésat permis de postuler et de bénéficier
d’'un poste de monitrice durant les 3 années de ¢oatrat de these. Deux mois avant la fin
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de mon contrat de boursier de these (décembre 2pD@5§té recrutée par I'Université de
Limoges sur un demi-poste d’Attachée Temporairsnddignement et de Recherche pour une

durée de 11 mois.

1. Déroulement, gestion et colt du projet

Tout au long de ma these, j'ai pu participer, aescautres membres de I'équipe, a de
nombreux congrés nationaux et internationaux, airésultats étaient présentés. Ceci nous a
permis de nous identifier auprés de scientifiqudasng@ connaissaient pas forcément I'équipe
ou le laboratoire. Au fil des ans, l'intérét et riginalité des approches scientifiques
employées et des résultats obtenus ont favoristablissement de contacts et de
collaborations avec différents chercheurs et véadnes. Ces contacts ont été facilités par
notre présence dans plusieurs groupes de rechdéchiés soit a I'étude de la glycosylation
(comme le G3, Génomique et Génie des Glycosyltéaasés,groupe de 11 équipes
francaises ou encore le GFG, groupe francais desdgls) soit aux maladies a prions (comme
le Groupement d’Intérét Scientifigue « Infectiong@ons » ou encore le groupement des

équipes INRA travaillant sur les ESST et prions).

Des son commencement, mon sujet de thése laiggsiager des facteurs de risques
d’échecs et de succes. L'un des risques de nositéute mon sujet était la nouveauté de la
thématique pour le laboratoire. Nous aurions ptirpsur une hypothese complétement fausse
et ne trouver aucune altération de glycosylatiamsdas maladies a prions. Dans ce cas, nous

aurions certainement été contraints de réorieotégrhent ce sujet de recherche.

L’'un des principaux facteurs de succes, mais qgorarevers de médaille, est I'enjeu
de santé publique des recherches sur les maladgiesrss. En effet, au vu du nombre trés
incertain de victimes potentielles, de la naturen@éle 'agent infectieux (tres mal défini), de
I'absence de test de diagnostic et de thérapiegeleherches sur les maladies a prions sont
/ont été tres largement financées (plusieurs deesadd financement pour mes travaux ont
par exemple recu une issue favorable, ce qui aipaencouvrir des frais de fonctionnement).
Cependant, ces maladies conservent encore bead@nigmes. De nombreuses équipes de
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recherche ont donc concentré leurs efforts surolapcéhension de ces maladies, ce qui
impligue une potentielle concurrence et un nombge tmportant d’articles publiés, rendant
difficile le suivi de l'avancée des connaissanc&n contrepartie, les travaux sont
probablement plus facilement valorisables. Paewaitl, les congrés scientifiques nationaux et
internationaux ayant trait aux maladies a prions smmbreux, ce qui permet de choisir de
participer aux congres les plus proches de mort siggecherche. Afin de faire face a la
« concurrence » en gardant a I'esprit la tailleurédde I'équipe, nous avons opté pour une
approche originale de la thématique. Ainsi, aucte@herche identique a la nétre n'a été
menée simultanément dans d’autres laboratoirepréssion était donc saine et propice a une

bonne dynamique de travail.

Les taches d’enseignements que jai effectuéeslipl@raent a mes travaux de
recherche m’ont conduites a me remettre a joudssrsujets généraux, que je n'avais jusque
la pas eu l'occasion de revoir car éloignés de rasux de recherche. Du fait du peu de
temps gque nous pouvons consacrer a la préparagsaédhnces, le monitorat/'ATER exige de
la rapidité pour s’approprier les thématiques :heeche des documents adéquats pour la
compréhension, assimilation des données, prépardéda transmission des connaissances.
Cette double fonction d’enseignement et de recleenctite a optimiser le temps de travalil,
afin d'étre le plus efficace possible pour menerfdmt ces différentes activités, sans
gu’'aucune n’en patisse. Le travail d’encadremest @ediants a été tres formateur dans la

gestion de groupes et jai par ailleurs progressam appris a motiver des étudiants

inégalement investis dans leur cursus.
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Divers moyens ont été mis a ma disposition duragg travaux de recherche (tableau).

Codt approximatif de la thése :

Thase Bourse INRA/région 44 400 €
Demi poste ATER 15136 €
Maitre de Conférences 23000 €
Salaires Encadrement Professeur 10 O00€
Aide technique 5 000€
Administration 10 000 €
Entretien 1000 €
Consommables 120 000 €
Equipement (amortissement matériel) 15000 €
Entretien / maintenance des appareils 10 000 €
Congreés - déplacements (inscription, train, hatgbression des posters.}.) 4 000€
Aménagement des locaux 3000 €
Ecole doctorale 3000 €
Bibliothéque 1000 €
Total =~ 265 000 €

1) Tout d’abord des moyens scientifiques : j'ai &8ociée a plusieurs collaborations
(Jouy-en-Josas pour I'obtention des souris trariggén atteintes ou non de tremblante, Lille
et Lyon pour des analyses biochimiques, Toulouse pobtention de moutons atteints de
tremblante). J'ai participé a de nombreux congrasonaux et internationaux ou jai pu
présenter mes résultats sous forme de communisatémites ou orales devant des
scientifiques avertis. Ma participation volonta&raliverses communications visant un public
non spécialisé (institut de I'élevage, communigatdax portes ouvertes de l'université, aux
journées de I'école doctorale...) m'a offert la pb#gé de présenter mes travaux de
recherche ou plus généralement des techniquesématiyues de recherche sous une forme
accessible. Cet exercice de vulgarisation auquehgesuis régulierement confrontée me
semble tres important, le « monde » scientifigueade a mon sens, s’ouvrir davantage a la
société afin de mieux s’y intégrer et d’étre mieoxnpris. Cette démarche de communication
de I'Université/ des scientifiques vers le granthlfiuest récente, je la trouve nécessaire et je
m’y suis donc investie dans la mesure de mes disihités.
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2) Comme attendu, de nombreux moyens techniquestémhis a ma disposition : des
consommables (gants, kits divers, gros matéria@ntrdugeuses, caméra, lampes UV et
blanche, cuves de migration, appareil a scintigeaplur lecture de la radioactivité, robots
pour amplification PCR, séquencage, puces a ADN ...)

3) Différentes personnes ont été associées a rea.t@elle-ci a été co-encadrée par le
Dr F. Gallet (pour le suivi des manipulations, ¢esblémes techniques ainsi que pour la
veille de I'avancement des travaux, contrblée s dtunions régulieres) et par le Pr R.
Julien (pour le cadrage du sujet, l'orientation desherches, et la valorisation des résultats).
Comme tout membre du laboratoire, j'ai bénéficié&mwail administratif d'une secrétaire, et
du bon suivi des consommables grace a une techngiePar ailleurs, cette technicienne
(Marie-Pierre Laforét) ainsi qu'un ingénieur d’ééud (Lionel Forestier) m’ont
occasionnellement facilité le travail de par lefarsctions dans le laboratoire, c’est-a-dire les
expériences de culture cellulaire pour I'un etilisétion des outils d’analyse des transcrits et

de séquencage pour l'autre.

Durant ma thése, j'ai été amenée a encadrer dagiases sur mon sujet de thése.
Cette expérience était enrichissante pour I'apdes manipulations effectuées mais surtout
pour mon apprentissage de I'encadrement persoéndfiécemment, j'ai bénéficié de la
collaboration temporaire d’'une ingénieur (Nathdigyet) pour finir mes expérimentations.
Cet « encadrement » d’une personne compétente enfaip de lui déléguer tres rapidement
des travaux. Ces diverses taches d’encadremenc{@ss aux heures d’enseignement) m’'ont
fait prendre conscience de mon golt pour le managerat la gestion de groupes de

personnes.

Enfin, comme lors de tout travail en équipe, lgppitl des collégues m’ont apporté une

aide ponctuelle, tout comme moi, j'ai pu leur rendervice avec plaisir.
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V. Résultats, impacts de la these

Une partie de ma these (et de mon DEA) a consistéetire en place un outil
technologique majeur, qui par la suite a été @tipar plusieurs équipes du laboratoire, mais

également par des équipes extérieures.

Grace a ces divers moyens mis a ma dispositionnturea thése, des résultats
scientifiques ont pu étre obtenus. lls apporterg oontribution a la compréhension de ce
mécanisme d’infection jusqu’alors méconnu. Nous navainsi mis en évidence une
modification précoce (bien avant les premiers sgrimiques de la maladie) de I'expression
de 2 genes de la glycosylation (sur 165 géneséd)diémontrant ainsi que la dérégulation
de la glycosylation est extrémement ciblée. L'urcee deux genes code une protéine clé dans
la synthese des ancres GPI. L'altération de cetie de biosynthése pourrait étre un facteur
favorisant soit un autre mode de fixation de ladiree prion & la membrane, ce qui changerait
ses propriétés, soit le non-ancrage de la protpimn a la membrane, ce qui pourrait
favoriser sa propagation. Le deuxieme géne codeenmgme qui elle aussi a un role clé dans
une voie de biosynthése : celle des gangliosidgsplipides connus pour interagir avec la
protéine prion a la membrane cellulaire. En présede protéine prion pathologique, la
diminution de gangliosides synthétisés associéatarhation de I'ancrage semble favoriser la
progression de la maladie.

Ces resultats pointent des mécanismes qui favargsdr le changement de
conformation et la propagation des protéines priogpathologiqgues. Des études
complémentaires doivent étre menées afin de cordpretiimplication exacte de ces
modifications dans I'évolution de la maladie. Daigpla long terme, les résultats obtenus
pourraient étre une base de travail sur laquebeitdes chercheurs pourront s’appuyer pour
mettre en place un test de diagnostic précoce aésdies a prions ou évaluer des approches

thérapeutiques.

Par ailleurs, des études seraient nécessaires/powgi de telles modifications ne sont
pas extrapolables a d’autres maladies neurodégamsrayant de nombreux points communs

avec les maladies a prions, comme la maladie d&\nbr.
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Comme tout doctorant appartenant a I'école doaosaliences-technologie-santé,
plusieurs formations m’ont été proposées. Parng@selje retiens comme particulierement
intéressantes des formations sur la prise de pamol@ublic, la sensibilisation a I'esprit
d’entreprise, la possibilité de passer le test QUELC, les rencontres avec des docteurs étant
entrés dans le marché du travail, le passage tepsgchotechniques etc...qui seront autant

d’atouts pour aborder sereinement, je I'esperegdherche d’un futur emploi.

Bien qu’ayant beaucoup évolués durant ces annétd®de, mes objectifs de carriere
sont restés les mémes. En effet, ma volonté prereitrd’intégrer une équipe de recherche, si
possible en ayant également des taches d’enseighemeur y parvenir, je souhaite
compléter mon expérience / mes connaissances paowigleux années de post-doctorat. Si
cependant je ne parviens pas a trouver un postigacbu si a I'issu du post-doctorat je n’ai
pas de possibilités d’embauche dans la recherchigpe, je serais préte a modifier mes
objectifs. Le cas échéant, je compte sur mes campés scientifiques et personnelles
acquises ces derniéres années pour me faire uce gdas d’autres secteurs d’activité, ou je

ferais certainement preuve d’autant d’enthousiasme.
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