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Résumé

La conversion de PrP° en PrP™ est la caractéristique majeure des maladies a prions.
Bien que de plus en plus d’éléments plaident en faveur de I’hypothese de la protéine seule
pour expliquer ce phénomene, il n’est pas exclu que des cofacteurs puissent intervenir. Parmi
ceux-ci, les glycosaminoglycannes (GAGs) apparaissent comme de bons candidats. Par
l'utilisation d'une souche naturelle de prion (127S), et également par 1'utilisation de protéine

1cS

prion recombinante, une forme résistante de PrP (PrP™) a été obtenue dans la lignée cellulaire
MOv. La conversion de la PrP est un processus biphasique : les deux phases peuvent étre
différenciées par l'utilisation de PrP recombinante en conformation o ou . L’analyse par
TLDA de I’expression des genes li€s au métabolisme des GAGs lors de la phase précoce
d'apparition de PrP™ a montré que 38 genes (parmi lesquels Chst8) subissent des variations
d'expression indépendantes de la structure de la PrP inductrice. La seconde phase (ou phase

1cs

tardive), est associée au maintien ou a la disparition de la PrP™. Elle s'accompagne de
modifications spécifiques de l'expression de 6 genes (Has3, Hyal3, Chst4, Chst5, Chst7,
Hs3st3al), en relation avec la structure de la PrP inductrice. L’association de ces
dérégulations pourrait provoquer des changements tant quantitatifs que qualitatifs des GAGs
présents dans la matrice extracellulaire, favorisant la conversion de la PrP dans un premier

V()

temps, I’expression chronique de la PrP™ dans un deuxieme temps.
Ces résultats suggerent I’existence d’un code de sulfatation des GAGs dont 1’altération
pourrait favoriser la conversion de PrP, ouvrant de nouvelles voies d’investigation

thérapeutiques pour le traitement des maladies conformationnelles.



Abstract

PrPc / PrPres conversion is the main characteristic of prion diseases. Although more
and more data argue in favour of the protein only hypothesis to explain the phenomenon,
cofactors can also intervene. Among them, the glycosaminoglycans (GAGs) appear as good
candidates. By the use of a natural scrapie strain (127S) or a recombinant a- or 3- folded PrP,
the PrP™ appearance was induced in the MOv cell line. The conversion of PrP is a two-step
process, and the two phases can be distinguished by the use of the recombinant o~ or -
folded PrP. TLDA analysis of genes involved in GAG metabolism, in the early step of
conversion, underscores that 38 genes (including Chst8) have a modified expression,
independently of the structural state of the PrP used. The second step is associated with
chronic expression or clearance of PrPres. It comes with specific modifications of 6 genes
(Has3, Hyal3, Chst4, Chst5, Chst7, Hs3st3al), depending on the structure of the PrP used.

These results suggest an alteration of the sulphation pattern of ECM GAGs. The
association of such modulations is thought to provoke quantitative and qualitative changes in
the GAGs from the ECM, which would favour the conversion of PrP in a first step and its
chronic expression in a second step.

These results suggest the existence of a sulfatation code. Its impairment would favour
the PrP conversion, opening new therapeutic fields of research to cure conformationnal

diseases.



Abréviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AH : Acide Hyaluronique

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique

ARN : Acide RiboNucléique

ARNSsh : ARN « small hairpin », replié sous forme de petite épingle a cheveux
ARNSsi : ARN « silencing », cible une séquence d’ARN spécifique et provoque sa
dégradation

CS : Chondroitine Sulfate

CSPG : ProtéoGlycanne a motif de Chondroitine Sulfate

CWD : Chronic Wasting Disease ou maladie du dépérissement chronique
DRM: «Detergent Resistant Membrane»

DS : Dermatane Sulfate

ESST : Encéphalopathie Subaigué Spongiforme Transmissible

ESB : Encéphalopathie Spongiforme Bovine

ERK: «Extracellular-signal Regulated Kinase»

FDC : Cellules Folliculaires Dendritiques

GABA: Acide Gamma-Amino-Butyrique

GAG : GlycosAminoGlycanne

Gal : Galactose

GalNAc : N-acétylGalactosamine

GIcA : Acide Glucuronique

GlcNACc : N-acétylGlucosamine

GPI: GlycosylPhosphatidylInositol

GSS : Syndrome de Gestmann-Straussler-Scheinker

HS : Héparane Sulfate

HSPG : ProtéoGlycanne a motif d’Héparane Sulfate

IdoA : Acide Iduronique

kDa : Kilo-Dalton

KS : Kératane Sulfate

LR: Forme mature du Récepteur a la Laminine



LRP : Précurseur du Récepteur a la Laminine

MAP: «Mitogen-associated Protein»

MCIJ : Maladie de Creutzfeld-Jakob

vMC] : variant de la maladie de Creutzfeld-Jakob

MEC : Matrice Extra-Cellulaire

NADPH: Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate

NLS: «Nuclear Localization Signal»

NSP : «National Scrapie Plan»

OR : Octa-Repeat

PAPS : 3’-PhosphoAdénosine 5’-PhosphoSulfate

PK : Protéinase K

PKC: Protéine Kinase C

PMCA : « Protein Misfolding Cyclic Amplification »

PNGase : Peptide-N4-(acetyl-B-glucosaminyl)- asparagine amidase
prp? Peptide de 27-30 kDa, produit suite a la digestion par la pK de la protéine
prion pathologique

PrP* : Protéine Prion a conformation intermédiaire

PrP™ : Protéine Prion résistante a la digestion PK

PrP%: Protéine Prion Scrapie

CMprp . Protéine prion avec un domaine C-terminal réticulaire et un domaine N-
terminal cytoplasmique

NImPyp - Protéine prion avec un domaine N-terminal réticulaire et un domaine C-
terminal cytoplasmique

RE: Réticulum Endoplasmique

REG: Réticulum Endoplasmique Granuleux

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire

SNP : « Single Nucleotide Polymorphism»

SOD: SuperOxyde Dismutase

STE: Stop Transfer Effector

UTR : « UnTranslated Region »

Xyl : Xylose
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Les maladies a prion sont des maladies conformationnelles qui appartiennent a la
famille des amyloidoses. Elles se caractérisent par le dépdt d’agrégats protéiques dans un
organe, menacant son intégrité (Sipe et Cohen 2000). Leur mise en évidence a été facilitée par
le caractere macroscopique de certaines de ces structures au sein d’organes ou de tissus de
patients atteints de démence sénile, de problemes locomoteurs, ou encore de troubles
cardiaques. Chez certains patients atteints de troubles neurodégénératifs non référencés, des
études microscopiques ont mis en évidence I’existence de petits dépoOts protéiques dont la
distribution est limitée (Cohen et Calkins 1959). La nature amyloide de ces dépdts n’est
avérée et acceptée que depuis peu de temps, car ils ont été longtemps considérés comme
secondaires et décrits comme des sous-produits de la pathologie. En fait, pour la plupart, ils
sont a l'origine de la pathogénese (Cohen et al, 1982). Il existe un grand nombre
d’amyloidoses liées a différentes protéines amyloidogenes, qui affectent un grand nombre de

métabolismes. Elles sont résumées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Différentes amyloidoses et leurs protéines associées. D’aprés Westermark (2005).

Protéine incriminée Symptomes associés

Lactoferrine Amyloidose cornéenne

Fibrinogene Amyloidose liée au fibrinogene

Kératine Amyloidose cutanée

Tau Maladie d’ Alzheimer, démence fronto-temporale
Amylin Diabete de type 11

Calcitonine Carcinome médullaire thyroidien

Cystatine C Angiopathie amyloide cérébrale héréditaire islandaise
Kerato-epitheline Dystrophie cornéenne

Lactadherine Amyloidose médiane de I’aorte

Peptide B-amyloide Maladie d’ Alzheimer, angiopathie amyloide cérébrale
Protéine prion Encéphalopathies spongiformes

o-synucléine Maladie de Parkinson

Parmi ces maladies, les encéphalopathies subaigiies spongiformes transmissibles (ESST)
sont associées a 1’agrégation de la protéine prion. Elles ont fait I’objet d’une attention tres
particuliere du fait de leurs implications économiques et sanitaires depuis les années 1990

avec la crise de la vache folle.
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I- Les encéphalopathies subaigiies spongiformes transmissibles

1. Les différentes encéphalopathies spongiformes subaigiies transmissibles

Les ESST sont des maladies neurodégénératives transmissibles toujours fatales pour
lesquelles aucun traitement préventif ou curatif n’est disponible, et dont I’agent responsable
est dit non conventionnel (ATNC : agent transmissible non conventionnel). En effet, il n’a pas
besoin d’un acide nucléique pour se répliquer, son spectre de résistance aux rayonnements est
plus proche de celui des protéines que de celui des acides nucléiques (Alper et al., 1967), et il
résiste a des radiations que ni des bactéries ni des virus ne pourraient supporter sans étre
inactivés (Alper 1985). Des 1967, J.S. Griffith a proposé que cet agent puisse étre une
protéine capable d’auto-réplication qui pourrait agir comme un agent infectieux (Griffith
1967). Cet agent aux caractéristiques inhabituelles a donné lieu a 1’élaboration d’un concept
désigné par le terme prion, pour « proteinaceous and infectious particle only » (Prusiner
1982). Ce sont les travaux de Bolton (1982) qui ont apporté la preuve de I’association des
ESST avec une protéine anormalement résistante a la dégradation par la protéinase K : la
proteine prion (ou PrP) (Bolton et al., 1982). Cette protéine est impliquée dans tous les cas de
maladies a prions suspectés, et en particulier dans la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ)
(Bockman et al., 1985 ; Bockman et al., 1987 ; Brown et al., 1986 ; Manuelidis et al., 1985).
Aujourd’hui, bien que des preuves scientifiques manquent encore, I’hypothese la plus
probable repose sur la transmission de ces maladies par I’intermédiaire de cette seule protéine,
résistante a la dégradation protéasique (Prusiner 1998). Celle-ci possede plusieurs

rcS

dénominations : PrP* (scrapie, du verbe anglais «to scrape » signifiant gratter), PrP

. . . 27-30
(résistance aux protéases), PrP

(taille du fragment protéique résistant a la dégradation) ou
PrP* (a4 cause des incertitudes pesant sur la forme réellement pathogene de la protéine)
(Aguzzi et Weissmann 1997 ; Brown et Cervenakova 2005). Ces maladies affectent aussi bien
I’homme que 1’animal, et le mode de contamination le plus fréquent est I’ingestion.

Ces agents n’induisent pas de réponse du systtme immunitaire (pas de production
d’anticorps), ce qui exclut toute possibilité de test diagnostic sérologique. Ainsi, actuellement,

I’identification de 1’agent pathogene se fait toujours en post-mortem.
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a- Les encéphalopathies spongiformes subaigiies transmissibles animales

Une des ESST les mieux connues est la tremblante du mouton. Cette maladie a été
observée pour la premiere fois en 1732 en Europe de 1’Ouest, alors que des efforts de
sélection des races vouées a la production étaient tres avancés. La tremblante du mouton se
caractérise par deux phases cliniques : 1’'une nerveuse caractérisée par une hyperexcitabilité
accompagnée de tremblements (d’ou le nom de tremblante donnée parfois a la maladie),
I’autre se manifeste par un prurit invasif (figure 1) qui va entrainer une disparition progressive
de la toison et des lésions étendues liées au grattage (Deslys et Picot 2001). C’est de ces
signes cliniques que provient le terme de « scrapie » employé par les anglo-saxons pour

désigner la maladie.

Figure 1: Phénotype caractéristique d’un
mouton atteint de tremblante. On distingue
nettement les lésions dues au prurit lié a la
maladie.

Dans une moindre mesure, cette pathologie touche également la chevre, espece pour
laquelle la période d’incubation peut atteindre deux a trois années (Deslys et Picot 2001).
Cette forme d’ESST est présente dans la plupart des pays du monde. Curieusement, les
campagnes d’éradication ont donné lieu a des résultats tres différents, en fonction de la
localisation géographique. Ainsi, en Islande, la maladie a été presque impossible a éradiquer.
Au contraire, en Australie et en Nouvelle Zélande, pays qui ont importé des moutons
contaminés, la tremblante semble avoir naturellement disparu puisqu’aujourd’hui, on parle de
deux pays indemnes.

Outre les moutons et les chevres, les ESST affectent également d’autres especes,
comme le vison, dont I’encéphalopathie spongiforme a été obervée pour la premiere fois en
1947 aux Etats-Unis. La durée d’incubation silencieuse varie entre sept et douze mois. Les
premiers signes cliniques se caractérisent par une hyperexcitabilité et une forte agressivité
dirigée contre I’extérieur, mais aussi contre 1’animal lui-méme, allant jusqu’a atteindre sa

propre intégrité physique. Dans un deuxieéme temps, une phase de somnolence prédomine,
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fréquemment accompagnée par une cécité. La derniere phase précédant le déces entraine
généralement une paralysie des pattes arrieres. A partir des premiers signes cliniques,
I’évolution de la maladie ne dure généralement que quelques semaines.

Chez les ruminants sauvages américains, qu’ils soient captifs ou en liberté, le
syndrome de dégénérescence chronique (CWD : Chronic Wasting Disease) est observé. Il
affecte majoritairement le wapiti, le cerf-mulet des Rocheuses, le cerf a queue blanche, et
I’élan.

Toujours chez les ruminants, 1’apparition de la maladie de la vache folle, ou
encephalopathie spongiforme bovine (ESB) en 1986 est liée a I'ingestion de farines animales
préparées avec des carcasses de moutons atteints de tremblante. Cette ESST a touché une
grande partie du cheptel bovin en Europe : en Grande Bretagne, le nombre de cas a évolué de
446 en 1987 jusqu’a 37 000 bovins pour la seule année 1992, et en 2008, 184 576 cas avérés y
ont été recensés depuis 1987. Les autres pays européens les plus touchés ont été 1’Irlande, la

France et le Portugal (source : organisation mondiale pour la santé animale).

Tableau 2 : Les principales ESST animales, leurs causes et leur premiére observation. D’aprés Deslys et
Picot, (2001) ; Ironside (2001).

Les ESST animales
Maladie Especes atteintes Cause Prem1er§
observation
Tremblante Ovins Lignées génétiquement sensibles par  vers 1730
contact entre individus
Encéphalopathie Transmissible ~ Vison Inconnue 1947
du Vison (ETV)
Syndrome de dégénérescence Cervidés nord- Inconnue 1967
chronique américains sauvages
ou captifs
Encéphalopathie Spongiforme Bovins, ruminants de  Infection a partir de farines animales 1985
Bovine (ESB) Z00S contaminées
Encéphalopathie Spongiforme Félidés domestiques  Infection par des aliments d'origine 1992
Féline (ESF) ou de zoos bovine

b- Les encéphalopathies spongiformes subaigiies transmissibles humaines

Chez ’homme, de nombreuses maladies a prions ont été décrites (tableau 3). Ces
maladies, peu fréquentes, peuvent présenter diverses origines: (i) sporadique, ce qui
représente la forme la plus répandue des maladies de Creutzfeldt-Jakob (MCJ) (80 % des cas)
mais comprend également I’insomnie familiale sporadique (IFS), (ii) génétique comme
I’insomnie familiale fatale (IFF) ou le syndrome de Gestmann-Strdussler-Scheinker (GSS), ou
(ii1) infectieuse comme la forme iatrogene de la MCJ. Celle-ci est transmise de maniere inter-
humaine au cours d’actes chirurgicaux suite a ’utilisation de matériel de neurochirurgie

souillés, au cours de greffes de cornée ou de dures-meres réalisées a partir de tissus infectés,
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ou bien encore apres administration d’hormone de croissance extraite d’hypophyses de
cadavres.

Au début du siecle dernier, une épidémie de maladie provoquant perte d’équilibre et
démence fut décrite au sein des tribus papoues cannibales, sur les hauts plateaux de
Papouasie-Nouvelle Guinée. Curieusement, cette maladie n’atteignait que les femmes adultes,
et les enfants des deux sexes. Les rites funéraires et les croyances de ces tribus obligeaient
leurs membres a ingérer certaines parties du corps des défunts de haut rang, afin de
s’approprier leurs qualités. Ainsi, les hommes consommaient les muscles, siege de la force, et
les femmes et les enfants mangeaient les restes moins nobles, dont le systeéme nerveux central,
hautement infectieux. Ces pratiques ont été interdites en 1957, et des lors, le nombre de cas a
chuté considérablement. Cependant, I’incubation pouvant durer plus de quarante ans, le
dernier individu atteint de Kuru est décédé en 1998.

Une nouvelle forme de MCJ (vMCJ) affectant I’homme est apparue depuis le milieu
des années 1990. Elle touche des patients jeunes (moins de 40 ans) et les signes cliniques
développés sont inhabituels et stéréotypés avec tout d’abord I’apparition de signes
psychiatriques tels que dépression, repli sur soi, anxiété, insomnie et apathie, puis sensoriels,
moteurs, et enfin mutisme et déces la plupart du temps consécutif a des problemes
pulmonaires (Deslys et Picot 2001 ; Wadsworth et Collinge 2007). Des analyses des tissus
cérébraux issus de patients décédés de vMCJ ont montré que le prion de la vVMCJ correspond

a celui observé dans les tissus d’animaux atteints d’ESB (Collinge et al., 1996).

Tableau 3 : Les principales ESST humaines, leurs causes et leur premiére observation. D’aprés Deslys et
Picot, (2001) ; Ironside (2001).

Les ESST humaines

Maladie Cause Premiere observation
Kuru Consommation rituelle de cerveaux de cadavres vers 1900
Maladie de Creutzfeld-Jacob Iatrogene: infection par 'hormone de croissance; 1920
ay Sporadique: mutations non héréditaires du gene

Prnp;

Familiale: mutations héréditaires du gene Prnp;

Nouvelle variante: infection par le prion de I'ESB
Syndrome de  Gerstmann- Mutations héréditaires du gene Prap 1926
Straussler-Scheinker (GSS)
Insomnie Familiale Fatale (IFF) Mutations héréditaires du gene Prnp 1992
Insomnie Fatale Sporadique Mutations non héréditaires du gene Prnp, ou 1992
(TFS) conversion spontanée de la PrP° en PrP*

-20 -



2. Les caractéristiques des maladies a prions
Comme nous I’avons vu, il existe différentes formes de maladies a prion, liées a la
nature de la protéine non conventionnelle qui en est responsable. On les distingue par leur

durée d’incubation, leur profil 1ésionnel, et leur signature biochimique.

a. Durée d’incubation
Une des principales caractéristiques de ces maladies est leur longue, voire tres longue,
phase d’incubation asymptomatique. Chez le bovin, cette période peut durer 5 ans, et elle peut

atteindre 30 a 40 ans chez I’homme.

b. Profil 1ésionnel
L’examen histologique post-mortem du tissu cérébral montre des lésions de type
spongiose par vacuolisation du corps cellulaire neuronal, ainsi qu’une atteinte au niveau des
astrocytes qui s’hypertrophient pour donner lieu a une astrogliose (figure 2). Les régions
lésées présentent également, assez fréquemment, des dépots nommés plaques amyloides
(figure 2F) qui correspondent a des amas hautement ordonnés formés par 1’accumulation de

protéine prion pathologique.

y )
e

Figure 2 : Coupes histologiques de cerveau de mouton atteint de tremblante (A) et (B);
de cerveau humain atteint de maladie de Kuru (C) et (D), de maladie de Creutzfeldt-Jakob
(E), de vMCIJ (F). Ces coupes mettent en évidence un phénomene de vacuolisation des
corps neuronaux. Les fleches noires (F) mettent en évidence les dépdts amyloides. D’apres
www.inra.fr et Budka (2000).
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c. Signature biochimique
Le profil électrophorétique de la protéine prion apres digestion par la PK differe selon
I’origine de la maladie a prion. Comme nous le verrons plus loin, trois glycoformes de la PrP
existent, et leur ratio, ainsi que la taille des fragments générés par la digestion PK constituent

une signature des différentes souches de prion (Aguzzi et al., 2007).

PrPse

MCJ vMCJ ESB  Tremblante

Figure 3 : Signature biochimique de PrP*

Le profil électrophorétique de I’isoforme PrP* est une
caractéristique permettant d’identifier les différentes souches de
maladies a prion.

II- Caractéristiques de la protéine prion cellulaire

Aujourd’hui, la survenue des ESST reste pour une grande partie un mystere aux yeux
de la communauté scientifique. Cependant, méme s’il demeure encore d’importantes zones
d’ombre, leur étude a permis de mettre en évidence 1’agent responsable : la protéine prion,

codée par le gene Prnp.

1. Le gene codant la protéine prion

La protéine prion est une protéine endogene naturellement présente chez les
mammiferes. Elle est codée par le gene Prnp. Dans les années 1970, Dickinson et son équipe
mettent en évidence que la pathologie ne peut se développer que si un gene est exprimé : il
s’agit du gene Sinc (Scrapie Incubation period) (Dickinson et al., 1978). En 1985, en se basant
sur la séquence protéique N-terminale de la PrP, le géne codant la PrP est identifié et baptisé
Prnp (Oesch et al., 1985). Ce n’est qu’avec les travaux de Moore (Moore et al., 1998) qu’il

est formellement démontré que Sinc et Prnp ne sont finalement qu’un seul et méme gene.
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a. Organisation génomique du gene Prnp

Le geéne Prnp est tres conservé chez les mammiferes (Westaway et Prusiner 1986). Sa
présence, a la fois chez ’'Homme et la souris au sein d’un méme groupe synténique (Sparkes
et al., 1986), mais aussi I’existence d’un géne Prnp chez le poulet (Gabriel et al., 1992+3)
sont des €éléments décisifs qui prouvent que ce gene était présent avant la spéciation des
mammiferes.

Le géne Prnp est localisé sur le chromosome 20 chez I’homme et 2 chez la souris
(Sparkes et al., 1986). Chez le bovin et le mouton, il est situé sur le chromosome 13 (Lee et
al., 1998). 1l est composé de deux exons chez le hamster et le wallaby, et de trois exons chez
le rat, la souris, le bovin et le mouton (figure 4). Chez I’homme, on note la présence de deux
exons, mais également d’un pseudo-exon 2 (exon 2-like, figure 4).

iy
P T 2303 pb 12696 b 2353 pb

Exon 2-like
98 pb

Exon 1

52 pb

Ovis aries Intron 1 Intron 2 Exon 3

2421 pb 14031 pb 4028 pb
Exon 2

98 pb

Exon 1:

47 pb
Mus musculus Intron 1 Intron 2
2421 pb 17733 pb
Exon 2:

98 pb

Exon 3
2008 p

Exon la:

168 pb

Bos taurus Intron 1 Intron 2 Exon 3

2435 pb 13227 pb 4090 pb
Exon\m‘ Exon 2:

52pb 98 pb

Figure 4 : Organisation génomique des génes Prnp humain, ovin, murin, et bovin. Les exons sont indiqués
en orange pile et les introns en vert pale. Chez I’homme, 1’existence d’un pseudo-exon est signifiée en orange
vif. D’apres Heaton et al. (2003) ; Lee et al. (1998).

Dans tous les cas, seul I’exon le plus en aval (exon 3 chez la souris, le bovin et le
mouton, exon 2 chez ’homme) est codant (Lee et al., 1998), ce qui exclut toute possibilité
que la forme pathologique PrP>¢ soit issue d’un phénomeéne d’épissage alternatif du transcrit
primaire (Basler et al., 1986). Seul un cas d’épissage alternatif a été observé chez le bovin,
mais il ne concerne que la région 5’ non traduite. Ainsi, deux transcrits peuvent &tre
retrouvés : 'un possédant I’exon 1 complet long de 168 nucléotides, 1’autre étant dépourvu

d’une partie de cet exon, nommé exon 1b, portant la longueur de 1’exon a seulement 52
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nucléotides. On retrouve ces deux types de transcrits dans tout 1’organisme, excepté dans la
rate ou seul le transcrit « court » est détecté. (Horiuchi et al., 1997). 11 en résulte un faible taux
d’expression de la PrP® dans la rate. Les auteurs suggerent donc que la totalité de ’exon 1 doit

étre présente pour une bonne traduction de la protéine.

b. Régulation de I’expression du gene Prnp

Les premieres études menées sur la régulation de I’expression du gene Prnp ont
concerné sa région promotrice. Prnp a longtemps été considéré comme un gene de ménage
car il ne possede pas de boite TATA dans sa région promotrice (Baybutt et Manson 1997),
mais des régions riches en ilots CpG, caractéristiques des genes exprimés de fagon constante
et ubiquiste (pour revue, voir Linden et al., 2008). Outre la région promotrice, la transcription
des exons 1 et 2 dans la majorité des especes souligne leur importance pour 1’expression du
gene. De méme les régions introniques ont une grande importance pour I’expression puisqu’il
a été¢ montré que I’intron 1 était indispensable a I’activité totale de la région promotrice (Inoue
et al., 1997). Récemment, les travaux de Haigh er al (2007) ont mis en évidence que
I’expression des genes Prnp bovin et murin était modulée a la fois par I’intron 1 et par I’exon
1, ’exon 2 n’étant lui pas indispensable. En effet, I’intron 1 possede un effet promoteur sur la
transcription du gene, mais cette activité promotrice est plus forte quand il est associé a I’exon
1. Seul, ce dernier ne posseéde aucune activité promotrice. L’intron 1 a donc une activité
« promoteur-like » et contrairement au promoteur proprement dit, il possede une boite TATA

ainsi que des sites de liaisons pour des facteurs de transcription (figure 5) (Haigh et al., 2007).

(a) () [Exon 1 Intron 1 Exon2 Intron 2 -

TATA

(b)() TFIID TFII-I Oct IQE.Z TFIID )

Figure 5: La régulation du gene Prap chez le bovin. (a) Représentation schématique du géne Prnp bovin. La
région promotrice du gene est représentée en jaune pale. (b) Organisation potentielle de la région « promoteur-
like » au sein de I'intron 1. Les sites de liaisons des facteurs de transcription TFIID, TFII-I, IGCH.2, et des
facteurs Oct sont représentés par des fleches épaisses et la boite TATA est signifiée en jaune vif. Le site
initiateur présumé de la transcription est représenté par une fleche rouge a angle droit. D’apres Haigh er al
(2007).
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Aucun transcrit alternatif éliminant une partie de I’exon 1 n’a été retrouvé chez le
mouton ou la chevre. Par contre, dans ces deux especes, on assiste a un phénomene de
polyadénylation alternative du transcrit. On retrouve ainsi deux types d’ARNm matures : un
transcrit de 2,1 kb et un transcrit de 4,6 kb qui ne différent I’un de 1’autre que par 1’utilisation
d’un signal de polyadénylation alternatif (Daude 2004 ; Goldmann et al., 1999). D’apres les
auteurs, cette différence de signal de polyadénylation affecte soit la bonne initiation de la
traduction, soit la stabilité des ARNm et explique le fait qu’in vivo, un fort taux de protéines
est associé a la présence des transcrits longs de 4,6 kb, plus stables.

Contrairement au cadre ouvert de lecture du gene Prnp, trés conservé au sein des
especes, les séquences promotrices sont quant a elles peu homologues : 89 % d’homologie
entre les séquences 5’ non traduites du mouton et du bovin, mais seulement de 46 a 62 %
d’homologie entre le bovin et les rongeurs ou I’homme (Inoue et al., 1997). Aucun transcrit
ne présentant de variations au niveau de la région 5’UTR n’a été mis en evidence chez le
mouton ou chez la chevre, ce qui suggere que dans ces especes, les transcrits Prnp sont
régulés par la région 3’UTR. Au contraire, chez le hamster, le bovin ou la souris, aucune
variabilité n’a été observée au niveau de la région 3°’UTR, ce qui suggere que la régulation est

réalisée par la région 5’UTR (Goldmann et al., 1999 ; Haigh et al., 2007).

2. La protéine prion cellulaire PrP°

a. Caractéristiques moléculaires

Le produit initial de la traduction du géne Prnp est une protéine naturellement présente
dans I’organisme de 253 acides aminés chez ’homme, 254 chez la souris et le hamster, et 256
chez le mouton. C’est la numérotation ovine qui servira de référence pour la suite du
document. La structure de la protéine prion a été partiellement résolue grace aux techniques
de RMN et de dichroisme circulaire. Elles ont montré que la protéine prion (figure 6) est
constituée d’un domaine globulaire C-terminal allant des résidus 124 a 234 (Lysek et al.,
2005). Ce domaine est tres structuré et comporte trois hélices a situées entre les résidus 148 et
158 (hélice al), 179 et 197 (hélice a2) et 204 et 223 (hélice a3). Deux brins  ont été mis en
évidence entre les acides aminés 131 et 134 d’une part (brin B1) et 165 et 168 d’autre part
(brin B2). Ces deux brins se combinent ’'un avec l’autre pour adopter une disposition
antiparallele (Lysek et al., 2005). C’est en accord avec les résultats obtenus par dichroisme

circulaire, qui indiquent que la protéine prion cellulaire PrP° contient une majorité d’hélices o
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(43%) et une tres faible proportion de brins B (Safar et al., 1993). Les hélices a2 et a3

contiennent chacune un résidu cystéine (C182 et C217), liés entre eux par un pont disulfure.
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Figure 6 : Structure secondaire de la protéine prion ovine mature. Les acides aminés entrant dans la
composition des structures secondaires sont encadrés en vert (hélices a) et en rouge (feuillets B). La
numérotation se réfere a la protéine prion native avant les différents clivages. D’apres Martin et al. (2009) ;
Riesner (2003).

La partie N-terminale est beaucoup moins structurée, ce qui a rendu son analyse tres
difficile, car sa structure dépend des conditions environnementales (pH, présence de cuivre ou
non). La caractéristique majeure de cette région de la protéine prion est la présence de
répétitions de huit acides aminés, d’ou son nom d’octarepeat (OR). Le nombre de répétitions
varie en fonction des especes et au sein d’une méme espece. Il y en a en général 4 chez
I’homme mais ce chiffre peut varier (de 1 a 9), un grand nombre d’OR pouvant étre associé a
la maladie (Mead 2006). Chez le bovin, on retrouve de 4 a 7 OR, de 3 a 5 chez la chevre et de
5 a 6 chez le mouton (Goldmann 2008).
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Une région hydrophobe, comprise entre les résidus 117 et 130, correspond a une
séquence d’insertion membranaire potentielle, expliquant la présence de formes
transmembranaires de la protéine prion dans les cellules. Cette région est précédée d’une
séquence hydrophile (résidus 107 a 112) nommée STE (Stop Transfer Effector) qui permet
I’arrét de la translocation de la protéine immature dans le réticulum endoplasmique (RE)
avant I’insertion dans la membrane de la région hydrophobe citée précédemment (Hegde et
al., 1998). Enfin, la protéine prion immature posséde un peptide signal réticulaire
correspondant aux acides aminés 1 a 24 et un peptide signal d’ancrage d’un groupement

glycosylphosphatidylinositol (GPI) au niveau des résidus 235 a 256.

b. La maturation de la protéine prion

La voie de biosynthése de la PrP° est semblable a celle de nombreuses autres protéines
membranaires et sécrétées : elle est tout d’abord synthétisée a I’intérieur du réticulum
endoplasmique granuleux (REG), va transiter par I’appareil de Golgi avant de rejoindre la
membrane plasmique. C’est au cours de sa biosynthése dans le REG que la protéine prion
subit des modifications post-traductionnelles importantes telles que le clivage du peptide
signal réticulaire, I’addition non-obligatoire des deux chaines oligosaccharidiques sur les deux
sites potentiels de N-glycosylation, la formation du pont disulfure, et la substitution de la
séquence hydrophobe C-terminale (peptide 235-256 ) par ’ancre GPI. La PrP mature possede
209 résidus d’acides aminés (figure 6) (pour revue, voir Linden et al., 2008). Si la forme
glypiée est majoritaire et représente environ 80 % des protéines prion, il existe aussi des
formes transmembranaires non glypiées, dues a I’existence d’une région hydrophobe (utilisée
comme domaine transmembranaire) et d’une région STE (voir plus haut). Ces formes
transmembranaires peuvent avoir deux orientations (figure 7): soit avec le domaine C-
terminal réticulaire et le domaine N-terminal cytosolique (nommée “™PrP), soit avec le
domaine N-terminal réticulaire et le domaine C-terminal cytosolique (nommée “"PrP)
(Hegde et al., 1998). 1l existe également une forme sécrétée, qui n’est ni glypiée ni
transmembranaire mais tronquée au niveau de la glycine 228 (Stahl et Prusiner 1991).

Enfin, comme de nombreuses autres protéines, la PrP peut subir des clivages
protéolytiques, en particulier entre les acides aminés 110 et 111 (site o) et produire deux
fragments C1 (C-terminal, de 17 kDa) et N1 (N-terminal). Elle peut également subir un
clivage au sein des séquences octa-repeat (site B) donnant naissance a un fragment C2 (C-
terminal, de 22 kDa) et un fragment N-terminal N2 (Chen et al., 1995 ; Mange et al., 2004 ;
Perini et al., 1996).
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Figure 7 : Représentation des différentes topologies de la protéine prion.

Majoritairement, la PrP est ancrée a la membrane par son ancre GPI (PrP®). Cependant elle peut également
exister sous forme transmembranaire non glypiée (PrP™'™) ou transmembraine et glypiée (PrP®™). D’apres
Hedge et al. (1998).

c. La protéine prion, une protéine glycosylée

La protéine prion posseéde deux sites potentiels de N-glycosylation et des sites d’O-
glycosylation. Aucune donnée a I’heure actuelle n’a apporté la preuve de 1’occupation des
sites d’O-glycosylation sur cette protéine (Lawson et al., 2005). Par contre, il est bien établi
que les deux sites de N-glycosylation en position N156 et N200 (figure 6) peuvent étre
occupés de fagon non-obligatoire. En effet, on trouve de fagon simultanée des formes non-
glycosylées, mono-glycosylées et bi-glycosylées de la protéine prion (Lawson et al., 2005).
Cette propriété confere un profil électrophorétique a trois bandes comprises entre 25 et 37
kDa (Figure 8).

PrPS¢ PrP¢
- + - + Protéinase K (PK)

bi-glycosylée 35
mono-glycosylée
non glycosylée -~ p— -29

-20

Figure 8 : Profil électrophorétique des protéines prion PrP* et PrP.
La glycosylation potentielle et non obligatoire de la protéine engendre un
profil a trois bandes, correspondant aux formes bi-, mono-, et non
glycosylées. Apres digestion PK (+), le signal a trois bandes de la PrP*
est conservé mais a des poids moléculaires plus faibles, tandis que le
signal PrP® disparait totalement. D’aprés Rudd er al. (2002).
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c. Expression tissulaire de la protéine prion

Il est aujourd’hui acquis que la PrP a une expression ubiquiste (Brown et al., 1990 ;
Moudjou et al., 2001). En effet, des transcrits d’ARN messagers du géne sont retrouvés dans
la totalité des tissus mais avec des niveaux d’expression différents : de trés grandes quantités
sont retrouvées dans les cellules neuronales ou dans le cerveau (Manson et al., 1992), des
quantités intermédiaires dans le cceur et les poumons et des quantités relativement faibles dans
la rate (Oesch et al., 1985). Les travaux de Ford et al (2002) mettent en évidence une forte
discordance entre les taux d’expression des ARN messagers et la présence de protéines dans
le systeme nerveux central (SNC) (figure 9 A et B). En effet, dans les cellules granulaires du
cervelet ou I’expression du messager est relativement forte, de trés faibles quantités de PrP°
sont détectées. Les auteurs ont également mis en évidence que, selon le type cellulaire, voire
méme suivant la voie neurochimique empruntée par les neurones, ceux-ci vont exprimer des
quantités différentes de PrP (figure 9 C et D). Ainsi, les neurones GABAergiques concentrent
plus de protéine prion que les neurones cholinergiques dans lesquels elle est faiblement
détectable, alors que dans les neurones dopaminergiques elle n’est pas mise en évidence
malgré le fort taux de transcrits (Ford et al., 2002a).

Au contraire des cellules du SNC (figure 9A et B), dans les neurones périphériques et
dans les tissus non-nerveux, une treés bonne corrélation a été observée entre la répartition des
ARNm et les protéines (Ford et al., 2002b). Les auteurs expliquent cette divergence par un

turn-over extrémement rapide de la PrP® au sein des cellules granulaires du cervelet.
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Figure 9 : (A et B) Coupes sagittales du collicule inférieur de cerveau de souris. (A) L’hybridation in situ
permet de détecter ' ARN messager de Prup réparti de facon homogene alors que I’expression des protéines PrP
(B) est, elle, assez localisée. (C et D) Analyses immunohistochimiques de I’expression de PrP° dans des
régions représentatives du cortex cérébelleux. (C) Les interneurones golgiens de types II de la couche
granuleuse (fleche épaisse), les cellules étoilées de la couche moléculaire (fleches fines) ou les cellules de
Purkinje (astérisque) montrent un marquage au niveau de leur corps cellulaire, et de leurs dendrites. (D) Un
double marquage anti-PrP° (en violet) et anti-S100 (en brun), marqueur des cellules neuronales, permet de mettre
en évidence que les cellules gliales de Bergmann (fleches fines) dans la couche moléculaire et les astrocytes
(pointe de fleche) dans la couche granuleuse n’expriment pas PrP°. D’aprés Ford et al. (2002a)
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Cependant, les différentes études visant a détecter la protéine prion a 1’aide d’anticorps
se heurtent aux limites habituelles de cette technique : le seuil de détection. C’est la raison
pour laquelle Barmada et al (2004) ont utilisé une souris transgénique exprimant une protéine
de fusion PrP-EGFP afin de visualiser la distribution tissulaire de la PrP au niveau du systéme
nerveux (figure 10). Cette expérience met en évidence que la protéine prion est
particuliecrement abondante dans 1’hippocampe, le cortex et le striatum, que des quantités
modérées sont retrouvées dans le thalamus et le bulbe olfactif. Par contre, elle est peu présente
dans les cellules granulaires du cervelet et le tronc cérébral (Barmada et al., 2004) ce qui

confirme les résultats de Ford et al (2002).

Figure 10: Distribution tissulaire de la PrP‘ au niveau du systéme nerveux central de la souris
transgénique PrP-EGFP

(A) Téte d’une souris transgénique PrP-EGFP visualisée a 1 jour post-natal grice a un microscope de dissection
équipé d’une lampe fluorescente et de filtre FITC. (B) Formation hippocampique et du gyrus denté observé sous
microscopie confocale. Les abréviations sont : alv, alveus ; cc¢, corps calleux ; fim, fimbria ; gr, couche
granulaire ; hi, hilus ; lac, stratum lacunosum ; lue, stratum lucidum; or, stratum oriens; pyr, couche pyramidale
; ra, stratum radiatum ; sub, subiculum ; thal, thalamus. (C) Cervelet (en coupe) visualisé sous microscopie
confocale. Les abréviations sont : mol, couche moléculaire ; pc, couche cellulaire de Purkinje ; gr, couche
cellulaire granulaire ; wm, substance blanche. Les barres d’échelles correspondent a 200pm.

D’apres Barmada et al. (2004).

3. Trafic et localisation intra cellulaires de la protéine prion

La protéine prion existe sous différentes formes: glypiée, transmembranaire ou
tronquée. Des expériences de marquage métabolique ont permis d’estimer sa demi-vie a une
durée de 3 et 6 heures dans les cellules de neuroblastomes (Caughey et al., 1989). Cette demi-
vie est plus courte dans des cultures primaires de neurones, de 1’ordre d’une heure (Parizek et
al., 2001).

Au sein de la membrane plasmique, une partie de la fraction glypiée de la PrP¢ est
localisée dans des microdomaines dont 1’organisation est particuliere, enrichis en cholestérol
et en sphingolipides, et qui sont résistants a 1’action de détergents doux (Prado et al., 2004),
les rafts ou DRM (Detergent Resistant Membranes) (Pike 2006). Dans ces microdomaines

membranaires, la protéine peut étre endocytée ou subir un clivage protéolytique, par
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I’intermédiaire d’une alpha-sécrétase ou d’une phospholipase, ce qui conduit a la libération de
la PrP° dans le milieu extracellulaire (Harris ef al., 1993 ; Vincent et al., 2008).

Des expériences de marquage immunologique dans des neurones sensoriels ont mis en
évidence que la PrP° est rapidement internalisée. Elle subit ainsi plusieurs cycles
d’endocytose (figure 12), au cours desquels elle est majoritairement réorientée vers la
membrane plasmique (Shyng et al., 1993). Seuls 10 % des protéines prion endocytées vont
étre dégradés a chaque cycle (Lehmann et al., 1999).

Les voies par lesquelles la PrP® est endocytée sont encore sujettes a controverse. En
effet, certains auteurs font état d’'une endocytose par I’intermédiaire des cavéoles (Peters et
al., 2003), de petites invaginations au niveau de la membrane plasmique, riches en protéines
de la famille des cavéolines mais dépourvues de clathrine. Ces organelles sont étroitement
liées aux rafts du fait de leur composition lipidique et protéique qui leur permet de résister aux
détergents, et permettent 1’internalisation des protéines glypiées.

Une autre voie d’endocytose, liée aux puits recouverts de clathrine, a été décrite dans
les lignées cellulaires CHO et N2a (Magalhaes et al., 2002 ; Shyng et al., 1994). Ceci est
inhabituel pour une protéine glypiée dépourvue de domaine cytoplasmique d’interaction avec
la clathrine. Ce mécanisme d’endocytose suppose que la PrP® sorte des rafts pour migrer vers
les puits recouverts de clathrine avant d’€tre internalisée (Sunyach et al., 2003).

Bien que I’on n’explique pas encore comment la PrP peut étre ciblée vers le noyau, sa
présence y a été démontrée, plus précisément dans le nucléole de cellules N2a infectées par la
PrP%¢ (Pfeifer er al., 1993). Des travaux plus récents ont établi la présence de deux signaux de
localisation nucléaire (NLS) cryptiques, le premier correspondant aux acides aminés 1 a 5
(KKRPK), et le second aux résidus 80 a 85. Ces séquences pourraient agir individuellement
ou ensemble afin de diriger le fragment N-terminal de la PrP vers le noyau (Gu et al., 2003).
Cependant, une récente étude du signal KKRPK a montré que ce dernier nécessite la présence
d’une seconde séquence, hydrophobe, afin de pouvoir perturber 1’équilibre des membranes et

permettre une translocation de la protéine (Oglecka et al., 2008).
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Figure 11: Illustration du trafic intracellulaire de la protéine prion. La protéine prion, représentée en vert,
est synthétisée dans le réticulum endoplasmique granuleux (REG), poursuit sa maturation dans 1’appareil de
Golgi, puis est excrétée vers la membrane ou elle est localisée dans les rafts. Elle subit ensuite des cycles
d’endocytose en suivant différentes voies.

4. Les fonctions de la protéine prion cellulaire

La bonne conservation de la protéine prion au sein des especes et plus particulierement
chez les mammiferes suggere un role important. Ainsi la création de souris transgéniques
n’exprimant pas la protéine était tres attendue pour €lucider son ou ses roles. Curieusement les
expériences de KO du gene Prnp chez la souris (Prnp™) ne mettent pas en évidence de
phénotype particulier : les souris se développent normalement et présentent un phénotype
normal (Bueler et al., 1993).

Si la fonction proprement dite de la protéine prion reste a déterminer, des processus

cellulaires influencés par la PrP® ont été clairement identifiés.
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a. Régulation du métabolisme du cuivre et protection contre le stress oxydatif

Le domaine N-terminal de la protéine, et plus particulierement les régions octarepeat

(OR) ont la capacité de lier les ions cuivre Cu?* selon un processus de coopérativité (Brown et
al., 1997). Dans ces régions, une séquence minimale HGGGW est nécessaire pour lier les ions
Cu®* (Burns ef al., 2002). Deux résidus supplémentaires sont capables de lier le cuivre dans la
région dite amyloidogene, entre les OR et le domaine C-terminal globulaire :il s’agit des His®*

- 114
et His

(Viles et al., 2008). Bien que la liaison du cuivre a la PrP soit établie, son influence
sur la fonction de la protéine reste a élucider. Des éléments tendent a montrer que le cuivre a
une action sur la stabilité de la protéine : en effet, en présence d’ions Cu’*, la proportion
d’hélices a serait augmentée et s’accompagnerait d’une diminution de la quantité de feuillets
B (Miura et al, 1996). Ces travaux sont toutefois sujets a controverse puisque d’autres
équipes ont montré au contraire que la liaison du cuivre augmenterait la proportion de
feuillets B, ce qui engendrerait I’apparition d’une résistance aux protéases (Qin et al., 2000).
Enfin, la protéine liée au cuivre a une propension plus forte a s’agréger que lorsqu’elle est
libre (Jobling et al., 2001), ce qui semble plus en adéquation avec les résultats de Qin.

La liaison de la protéine prion au cuivre semble lui conférer un role dans la protection
contre le stress-oxydatif. En effet, la protéine prion liée au cuivre se comporte comme un
couple redox (Shearer et Soh 2007), et un grand nombre d’articles font état d’un rdle de
superoxyde dismutase (SOD) pour la protéine prion. Cependant, il n’y a pas d’observation
directe d’une activité antioxydante (Davies et Brown 2008) : la seule preuve d’une telle
activité est I’affinité de la protéine pour le cuivre. De plus, les différents travaux réalisés afin
de déterminer la constante d’affinité de la protéine envers le cuivre sont tres hétérogenes
puisque cette constante varie de I’ordre du femtomolaire (Jackson et al., 2001) a celui du
micromolaire (Viles et al., 1999).

La PrP possede de multiples sites de liaisons aux ions métalliques, mais avec une
affinité particuliere pour le cuivre. La PrP peut-elle fixer directement le cuivre a partir de ses
transporteurs sériques, dont les constantes d’affinité se situent aux alentours de 10-100
picomolaire (Masuoka et al., 1993)? Cette question reste a éclaircir en précisant I’affinité de
la PrP pour le cuivre : en effet si ’affinité est de I’ordre du femtomolaire, alors elle pourra
séquestrer les ions cuivre et intervenir sur la régulation de leur métabolisme. Si au contraire
elle se situe dans 1’ordre du micromolaire, voire du nanomolaire, cette activité ne pourra avoir
lieu.

Enfin, les travaux de Haigh et al. (2005) montrent que des quantités physiologiques de

cuivre stimulent I’internalisation par endocytose de la PrP (figure 12).
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b. Transduction de signaux

Comme d’autres protéines associées aux rafts, la PrP® interagit avec un grand nombre
de partenaires. Cette localisation particuliere suggere un role dans les voies de signalisation.

Le premier exemple de I'implication de la PrP dans une voie de signalisation a été
décrit dans le modele cellulaire murin 1C11 (figure 11). Ces cellules sont capables de se
différencier dans deux voies bioaminergiques distinctes, noradrénergique ou sérotoninergique.
Dans les cellules différenciées, la liaison d’un anticorps a la PrP provoque I’activation de la
tyrosine kinase Fyn, par I’intermédiaire de la cavéoline, ce qui déclenche une cascade de
signalisation et aboutit a 1’activation des kinases ERK1/2. Dans les cellules précurseurs
indifférenciées, la liaison de 1’anticorps a la PrP induit également une cascade de signalisation
qui active les kinases ERK1/2 indépendamment de la kinase Fyn (Mouillet-Richard et al.,
2000).

La stimulation de la PrP par un anticorps a également permis de mettre en évidence
une augmentation de la production de radicaux libres (ROS) par la NADPH oxydase, aussi
bien dans la lignée 1C11 quel que soit son état de différenciation , que dans la lignée
lymphocytaire T BW5147, ou dans la lignée hypothalamique neuroendocrine GT1 (Schneider
et al., 2003). Ces ROS agissent comme des seconds messagers qui vont a leur tour activer les
MAP kinases ERK Y2, impliquées dans la prolifération, la différentiation et la survie
cellulaire.

Toutefois, la voie de signalisation induite par la PrP® peut également activer la kinase
ERK1/2 par I’intermédiaire d’une voie différente, indépendante des ROS, mais controlée par
Fyn, et ce, exclusivement dans les cellules 1C11 bioaminergiques, ce qui introduit une notion

de spécificité dépendante du contexte neuronal (Mouillet-Richard et al., 2007).
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Figure 12: Voie de signalisation impliquant PrP dans la lignée 1C11. L utilisation de différents inhibiteurs
connus des intermédiaires de la voie de signalisation a permis aux auteurs de mettre au point cette représentation
schématique. D’apres Schneider et al. (2003).

D’autre part, la PrP° interagit directement avec les NCAM neuronales. La PrP®, qui ne
peut interagir directement avec des voies de signalisation intra cellulaires, recrute les NCAM
au sein des rafts et les y stabilise pour activer la kinase Fyn, afin de promouvoir la
neuritogénese dépendante des NCAM (Beggs et al., 1994 ; Santuccione et al., 2005).

Par ailleurs, I'utilisation de protéine prion recombinante sur des cultures primaires de
neurones augmente fortement le développement de la polarité neuronale, ce qui inclut la
définition et la croissance des neurites, la longueur des axones, la formation du réseau
neuronal et le développement de contacts synaptiques (Kanaani er al, 2005). Ceci
s’accompagne de I’activation de nombreuses kinases comme Fyn, PKC, PKA, PI-3 kinase /

Akt et ERK 2 (Chen et al., 2003 ; Kanaani et al., 2005).

c. Activité neuro-protectrice
L’étude des neurones issus des souris Prnp”” a montré une grande susceptibilité de ces
cellules vis-a-vis de I’apoptose, quand celles—ci sont privées de sérum (Kuwahara et al.,
1999). Plusieurs études indiquent que la PrP® posséde une fonction de cytoprotection en
diminuant le taux de cellules en apoptose apres un stimulus tel qu'une surexpression de Bax
ou la présence de TNF-a, deux facteurs pro-apoptotiques (Bounhar et al., 2001). Bien que

certaines études aient montré que la présence de la PrP dans le cytosol était toxique (Ma et al.,
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2002), d’autres, au contraire ont montré que la présence de cette protéine dans ce
compartiment cellulaire protégeait les neurones primaires humains de I’apoptose par Bax
(Roucou et al., 2003). Dans ce cas, la PrP® inhiberait le changement conformationnel de Bax
nécessaire a I'induction de I’apoptose, et empécherait la libération du cytochrome ¢ de la
mitochondrie (Roucou et al., 2005). Ceci corrobore les travaux de Diarra-Mehrpour et al.
(2004). En effet, dans des cellules MCF-7, lignée cellulaire issue d’une tumeur mammaire, et
résistante a 1’apoptose induite par le TNF-a, le géne Prnp est surexprimé 17 fois. Au
contraire, une surexpression de la PrP¢ induite dans des cellules MCF-7, expérimentalement
rendues sensibles a I’apoptose induite par le TNF-a, les convertit en cellules résistantes a cette
voie apoptotique (Diarra-Mehrpour ef al., 2004).

Enfin, la fonction neuro-protectrice de la PrP° suite a une ischémie a également été
étudiée. Dans le cerveau de rongeurs, le taux de PrP® augmente apres 1’ischémie (Shyu et al.,
2005 ; Weise et al., 2004). De plus une sur-expression de la PrP® chez des rats réduit la taille
de la zone 1ésée et améliore le comportement neurologique a la suite d’une ischémie (Shyu et
al., 2005). Au contraire, des souris Prap” voient la taille de leurs 1ésions augmenter aprés un
déficit de débit sanguin au niveau du cerveau (McLennan et al., 2004 ; Weise et al., 2006). 11
semblerait que la région octarepeat de la PrP soit nécessaire pour que cette activité neuro-
protectrice dans les cerveaux de souris ischémiques soit fonctionnelle (Mitteregger et al.,
2007).

d. LaPrP° et la synapse

La distribution de la PrP dans les synapses est encore sujette a controverse. En effet,
méme si sa présence y est bien établie, sa localisation précise est encore a affiner. Grace a des
expériences d’immuno-microscopie, il a été montré que la PrP® est présente au niveau du
bouton synaptique, et de facon prépondérante en position pré-synaptique (Fournier et al.,
1995 ; Moya et al.,, 2000 ; Sales et al., 1998 ; Tateishi et al., 1996). Cependant, d’autres
travaux ont décrit une distribution plus large de la PrP® dans les neurones (Laine ef al., 2001 ;
Mironov et al., 2003). Ces différences sont probablement dues aux limites de la technique
d’immunodétection, en particulier avec la protéine prion. En effet, non seulement cette
protéine posseéde une conformation variable surtout au niveau de sa région non-globulaire,
mais elle subit aussi un certain nombre de modifications telles que clivages, glycosylation,
translocation... Ceci induit la présence simultanée de nombreuses formes de la méme
protéine, dont les épitopes ne sont pas forcément accessibles aux anticorps utilisés. Ainsi les
produits de dégradation de la PrP° peuvent avoir des topologies subcellulaires distinctes

(Aguzzi et al., 2008).
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Des travaux récents décrivent la PrP® comme un récepteur du peptide B-amyloide au
niveau synaptique, interaction qui favorise I’inhibition de la plasticité des synapses. La PrP°
serait ainsi un médiateur du dysfonctionnement synaptique lié a la maladie d’Alzheimer

(Lauren et al., 2009).

Au cours de la pathogénese d’une ESST, les changements les plus précoces se
traduisent par une perte synaptique et par le dépdt de PrP*¢ dans les terminaisons synaptiques.
Ces troubles sont une caractéristique constante des maladies a prion, et ce, indépendamment
du fait qu’il y ait spongiose, perte neuronale ou gliose importante (Clinton et al., 1993). Ceci
suggere une fonction importante de la PrP® au sein des synapses. Des analyses électro-
physiologiques réalisées sur des neurones issus de I’hippocampe de souris Prnp™ renforcent
les précédents constats. Dans ces souris, un certain nombre de phénomenes neuronaux sont
soit altérés, soit absents. C’est le cas de la transmission synaptique glutamatergique (Carleton
et al., 2001), de I’inhibition liée au récepteur du GABA, de la potentialisation a long terme, et
de la post-hyperpolarisation. Cette derniere est abolie aussi bien dans des souris dans
lesquelles le géne Prnp est éteint par « knocking-out » conditionnel que dans des souris
Prap”". Cette perte de fonction semble donc liée a I’absence de la PrP° et non pas a un déficit
développemental (Mallucci et al., 2002). La faible post-hyperpolarisation est engendrée par
une diminution des canaux potassiques dépendants du calcium, qui modulent les activités
synaptique et neuronale (Sah 1996 ; Sah et Davies 2000). Une réduction de ces canaux a
également été observée dans les cellules de Purkinje, chez des souris Prap”™ (Herms et al.,
2001). Ce constat implique un lien étroit entre la PrP° et la régulation de ces canaux,

probablement au niveau de la transduction de signaux.

Face a la multitude de fonctions attribuées a la PrP, il est encore difficile & 1’heure
actuelle de se faire une idée précise quant a son rdle physiologique. Cependant, au vu de la
diversité des tissus et des cellules dans lesquels elle est exprimée, il est concevable que cette
protéine puisse exercer des fonctions différentes, en fonction des multiples partenaires avec

lesquels elle peut interagir.
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-  De PrP° 2 PrP*: un changement de conformation associé aux ESST

Tous les cas d’ESST se caractérisent par la présence de la PrP%, I’isoforme pathologique

de la PrP°.

1. La conformation de la protéine prion: une seule séquence primaire, deux
conformeres

Codées par un seul et méme gene, la PrP° et la PrP partagent la méme structure
primaire, et subissent les mémes modifications post-traductionnelles que sont la N-
glycosylation, la formation d’un pont disulfure, et I’ancrage a la membrane via le GPI (Stahl
et Prusiner 1991). Cependant ces deux isoformes different fortement par leur structure
secondaire et tertiaire : alors que la PrP® est majoritairement constituée d’hélices a, la PrP*
est quant a elle enrichie en feuillets B (tableau 4). La communauté scientifique considere ce
changement de conformation comme un élément essentiel, sinon clef, de la pathogénese des
ESST. La transconformation de la protéine prion modifie ses propriétés physico-chimiques
mais aussi son degré de résistance/sensibilité aux protéases. Ainsi, si la PrP° est soluble dans
les détergents non ioniques, sensible a la dégradation par la protéinase K (PK) et
monomérique, la PrP* est pour sa part insoluble dans ces mémes détergents, résistante
partiellement a la PK et son insolubilité provoque son agrégation sous forme de fibrilles
amyloides (Prusiner 1998 ; Silveira et al., 2005). Le fait que la protéine prion « scrapie » soit
insoluble a fortement entravé la résolution de sa structure puisque celle-ci ne peut Etre
cristallisée, contrairement a la PrP°. Les données concernant son contenu en hélices o et
feuillets B ont été obtenues par dichroisme circulaire et en spectrométrie infrarouge (Caughey

etal., 1991 ; Pan et al., 1993 ; Safar et al., 1993).

Tableau 4 : Comparaison des caractéristiques des protéines PrP¢ et PrP5:

PrP* PrP>
Pourcentage d’hélices a 42 % 30 %
Pourcentage de feuillets 8 3 % 42 %
Sensibilité a la PK Sensible Partiellement résistante
Solubilité dans les détergents non Oui Non
ioniques
Structure Monomérique Agrégats
Durée de demi-vie 3 2 6 heures Plus de 24 heures
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2. Mutations et maladies a prion

Suite au séquencage des génomes humain, ovin, bovin et murin, il a été mis en
évidence que la séquence nucléotidique de la protéine prion pouvait varier ponctuellement par
I’intermédiaire de SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) ou de phénomenes de
délétion/insertion également appelés «indel » (Brunelle er al., 2008 ; Geldermann et al.,
2003 ; King et al., 2003 ; Sander et al., 2005). Ces mutations ponctuelles vont affecter a la
fois les régions régulatrices que sont les régions promotrices et les régions introniques, mais
également la séquence codante de Prnp, le plus souvent dans des régions codant des résidus
qui affectent la structure secondaire de la protéine (Martin et al., 2009). Depuis la découverte
de ces mutations, la communauté scientifique s’efforce d’établir une corrélation avec la

susceptibilité des individus a développer une maladie a prion.

i.  Mutations au sein des régions régulatrices

Des mutations dans les régions 5’ et 3’ non traduites (UTR) affectent la stabilité des
transcrits du géne Prap et modulent la quantité de PrP® dans les tissus (Sander et al., 2005).
Chez le bovin, deux polymorphismes dans les régions non codantes ont été décrits : le premier
correspond a une délétion de 23 pb a I'intérieur de la région promotrice qui provoque la
disparition d’un site de liaison pour la protéine RP58 (repressor protein) (Juling et al., 2006).
Le second se traduit par une délétion de 12 pb au sein de I’intron 1, ce qui supprime un site de
liaison pour un facteur de transcription : SP1 (Sander et al., 2004).

Des études effectuées avec des souris transgéniques qui surexpriment la protéine prion
montrent que la période d’incubation est inversement proportionnelle a la quantité de PrP®
chez les individus (Manson et al., 1994 ; Scott et al., 1989 ; Westaway et al.,, 1991). 1l est
donc treés probable que ces SNP et «indel » décrits chez le bovin mais aussi chez ’homme
(King et al., 2003) affectent la survenue de cas sporadiques d’encéphalopathie spongiforme

transmissible (Brunelle er al., 2008 ; Sander et al., 2005).

ii.  Mutations au sein de la séquence codante de Prnp
Bien que le géne Prnp soit trés conservé chez les mammiferes, des variations au sein
de sa séquence codante ont été mises en évidence chez ’homme et le mouton.
Chez I’homme, 55 mutations ont été€ identifiées et décrites comme responsables de cas
de MCJ hériditaires. Parmi celles-ci, 24 correspondent a des mutations non-sens qui
aboutissent parfois a une protéine prion tronquée, transmembranaire et pathologique (figure 7,

page 24) (Hegde et al., 1998).
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Les autres mutations correspondent a des insertions jusqu’a 24 nucléotides entrainant
la multiplication des séquences « octarepeat » (OR), normalement au nombre de quatre chez
I’homme (Kong et al., 2004). Chez des patients atteints de MCJ ou de GSS, ce type de
mutation est fréquemment rencontré, augmentant le nombre d’OR (entre 10 et 15) (Goldfarb
et al., 1991). Ces mutations pourraient entrainer une déstabilisation structurale de la PrP et
favoriser sa transconformation spontanée en Prp* (Caughey et al., 2006). Cependant, les
travaux de Liemann et Glockshuber (1999) visent a confirmer que des mutations ponctuelles a
I’origine d’une substitution d’acides aminés au sein de la séquence de la protéine prion
peuvent affecter sa stabilité et montre qu’aucune de ces substitutions n’est suffisante pour
entrainer spontanément une conformation « PrP%“_like ». Le mécanisme de conversion de la
PrP lié a ’augmentation du nombre de séquences OR ne résulterait donc pas d’un simple
changement de conformation (Leliveld et al., 2006). De plus, des souris transgéniques
exprimant une protéine prion bovine avec 10 séquences d’OR (soit 4 OR surnuméraires),
développent des symptomes neurodégénératifs tels qu’une ataxie, associés a des changements
neuropathologiques comme une vacuolisation des neurones au niveau de 1’hippocampe, ou
bien une forte diminution de la quantité de cellules granuleuses dans le cervelet (Castilla et
al., 2005a). Au niveau moléculaire, ces observations s’accompagnent d’un changement de
conformation de la PrP qui devient résistante a la PK, mais demeure non infectieuse. Par
contre, ces souris sont particulierement sensibles a une infection par un agent de I’ESB.

La région OR de la PrP interagit avec les ions cuivre Cu®* (Whittal ez al., 2000).
Quand celui-ci est lié a la PrP, celle-ci peut naturellement recruter et lier d’autres protéines
PrP® (Leliveld et al., 2008). Par contre, quand le nombre de séquences OR augmente et en
absence d’ions cupriques, la PrP devient capable de se lier a la PrP% (Leliveld et al., 2006).
Ainsi, un modele basé sur un changement conformationnel de la région OR quand celle-ci est
liée au cuivre a été proposé (figure 13). La PrP possédant des extra-OR pourrait se lier a une
protéine prion dont le repliement intermédiaire lui confererait des caractéristiques proches de
celles de la PrP*, mais en étant instable. Cette interaction la stabiliserait et I’empécherait de
subir une dégradation par le protéasome (Leliveld et al., 2008). Cependant, si ce modele tente
d’expliquer les interactions entre les différentes formes de PrP, et leur moyen d’influencer la
conversion, il ne rend pas compte d’un éventuel changement conformationnel 1ié a2 un nombre
supérieur de régions OR. Ici, le changement conformationnel est la conséquence de la liaison
du cuivre au domaine OR (Viles et al., 1999).

L’augmentation du nombre de régions OR provoque donc des changements profonds

au niveau de la capacité de liaison de la PrP, et fait apparaitre trois caractéristiques nouvelles
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que sont la perte partielle de la réversibilité de I’interaction PrP-PrP cuivre-dépendante, le
gain d’un site de liaison a la PrP%, et une capacité graduelle de multimérisation (Leliveld et

al., 2006).

Le domaine OR sauvage régule les Le domaine OR étendu de la MCJ
intéractions de PrP familiale régule les intéractions de
PrP
A. B
)
+ Cu?* @ + Cut @
— 2 — ®
cwr @

- Cu2+

Conversion accelérée

Figure 13 : Représentation schématique et modélisée de I’effet des extra-OR sur la conversion de PrPc en
PrPSc dans la MCJ familiale.

La PrP° est représentée en cercles verts, la PrP* en triangles rouges. La région OR libre est représentée par une
ligne lache, la région OR liée au cuivre (octogones orange) par une ligne circularisée. Un groupe multimérique
de protéines PrP° possédant des séquences OR surnuméraires pourrait se lier 2 un conformére proche de PrP* et
a courte demi-vie apparu spontanément. Ce qui servirait ensuite de matrice pour la conversion. D’apres Leliveld
et al. (2006).

3. Polymorphismes et leur implication sur la susceptibilité a developper une maladie
a prion

Chez le mouton, différents génotypes ont été observés, et au moins 14 SNP ont été
décrits dans la région codante (Heaton et al, 2003). Ces variations de la séquence
nucléotidique vont affecter la traduction de trois codons aux positions 136, 154 et 171 en
numérotation ovine. En position 136, les acides aminés rencontrés sont soit la valine (V) soit
I’alanine (A), en position 154, I’arginine (R) ou I’histidine (H), et en position 171, 1’arginine
(R), la glutamine (Q) ou I'histidine (H). Bien que douze combinaisons soient possibles, seuls
cinq alleles sont retrouvés de facon prédominante : V;36R;54Q7; ou plus simplement VRQ,
ARQ, ARR, AHQ, et ARH (Hunter 2003). Des individus homozygotes ou hétérozygotes pour
chacun des haplotypes sont retrouvés dans les populations. L’occurrence de ces différents
haplotypes affecte la durée d’incubation de la maladie, mais aussi la susceptibilité a

développer la tremblante (Hunter et al., 1989). Généralement, I’allele VRQ est corrélé a un
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risque €élevé de développer la tremblante spontanément. Au contraire, les alleles ARR et de
facon moindre AHQ sont considérés comme conférant une certaine résistance. Les alleles
ARQ et ARH ont une situation intermédiaire qui dépend de la souche infectieuse et de la race
de mouton (Elsen et al., 1999). Les différents génotypes, ainsi que les périodes d’incubation
moyennes et le degré de résistance sont récapitulés dans le tableau 5.

En 2001, les autorités anglaises ont mis sur pied le « National Scrapie Plan » afin
d’assister les éleveurs et de les aider a réduire la fréquence des génotypes susceptibles
d’engendrer des tremblantes spontanées. En effet, elles craignaient que 1I’ESB puisse
contaminer une grande partie du cheptel anglais, créant un danger pour la chaine alimentaire
de I’homme (Hunter 2007).

Quelle que soit I’espece considérée, il est intéressant de noter que les mutations au
sein du gene Prnp affectant la résistance ou la sensibilité aux ESST sont localisées dans des
régions qui régissent la structure secondaire de la protéine : au sein des hélices a ou des
feuillets B, ou alors dans des régions liées a ces structures. De plus un certain nombre de SNP
n’engendrent aucune modification au niveau de la séquence protéique. D’un point de vue
évolutif, il semble normal qu’une telle protéine trés conservée ne soit sujette qu’a des
variations limitées de sa conformation. Ainsi, les acides aminés les plus protecteurs de la
structure associés a des polymorphismes correspondent a 1’état ancestral. Chez le mouton,
I’haplotype ARQ correspond a la forme ancestrale chez les mammiferes (Martin ef al., 2009).

L’identification de polymorphismes associés au développement des ESST est une
étape importante dans la compréhension du mécanisme de pathogénese. Mais, méme si le
changement de conformation de la PrP est un évenement clef dans le développement de la
maladie, 1’étude de la protéine proprement dite, de ses fonctions mais aussi des interactions
qu’elle peut avoir avec des cofacteurs va permettre de mieux comprendre le processus de

développement des ESST.
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Tableau 5 : Association des différents polymorphismes retrouvés au niveau de la région codante du gene
Prnp ovin avec la durée d’incubation de moutons de race Cheviot apres inoculation sous-cutanée de la
souche SSBP/1 (Dickinson 1976). Ce tableau classifie les génotypes en fonction du National Scrapie Plan (NSP)
élaboré au Royaume-Uni pour tenter de faire disparaitre les cas de tremblante dans les élevages. D’apres Hunter

(2007).

Temps d’incubation en Degré de résistance établi par le
Génotype de PrP Résistance en jours
jours NSP

NSP 5 : Moutons hautement

VRQ/VRQ 180 £ 20 — susceptibles a la tremblante. Ne
VRQ/ARQ 270 + 80 — doivent pas étre utilisés pour
I’élevage

NSP 4 : Moutons tres susceptibles
a la tremblante. Ne doivent étre
VRQ/ARR 350 + 60 — utilisés pour I’élevage que dans

un contexte tres controlé

NSP 3 : Légere résistance : une

attention particuliere de 1’éleveur

ARQ/ARQ — >980 )
est requise
NSP 2 : Moutons génétiquement

résistants. Cependant une

ARQ/ARR — >820
surveillance doit €tre observée

NSP 1 : Moutons les plus

ARR/ARR — >1150

résistants

4. L’hypothese de la protéine seule

La conversion de la protéine prion PrP® en PrP* est considérée comme 1’élément clef
de la pathogénese des ESST. Un certain nombre d’hypotheses ont été émises afin d’expliquer
comment se produit la transconformation, mais surtout quels sont les éveénements
déclencheurs, et s’il existe des cofacteurs qui favorisent ce changement de conformation de la
PrP. Ainsi de nombreuses hypotheses ont vu le jour, les trois plus importantes étant
I’hypothese virale, I’hypothese virino et I’hypothese de la protéine seule.

L’hypothese virale est la plus ancienne. Elle repose sur les caractéristiques de 1’agent

infectieux que sont sa transmissibilité, le temps d’incubation, et sa taille. Au départ, un virus
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lent a été recherché, mais les expériences d’Alper et al, en 1967 mettent en évidence que
I’agent responsable ne peut étre un acide nucléique, puisque 1’infectiosité est conservée apres
traitement aux rayonnements U.V.

L’hypothese virino suppose la présence d’une structure hybride contenant un petit
acide nucléique infectieux mais ne codant aucune protéine virale, protégé par une coque
protéique synthétisée par 1’hote (Dickinson et Outram 1988). Bien que mise a mal par les
travaux d’ Alper, ’hypothese virino est cohérente avec 1’absence de réaction immunitaire.

Toutefois aujourd’hui, ces hypotheses, si elles ne sont pas totalement exclues, ont
perdu beaucoup de crédit face a I’émergence de I’hypotheése de la protéine seule. Cette
hypothese a été avancée pour la premiere fois en 1966 quand Alper a montré que le spectre de
résistance aux rayonnements de I’agent pathogene était tres proche de celui des protéines. Des
1967, Griffith propose que des protéines puissent s’auto-répliquer et étre infectieuses. Mais
ces théories contradictoires avec les dogmes classiques de la biologie sont ignorées jusqu’en
1982, quand les travaux de Prusiner mettent en évidence que 1’agent infectieux est bel et bien
protéique. Ses travaux ont ouvert la voie a I’élaboration d’un concept nouveau selon lequel
une protéine seule contient une information de structure qui peut étre transmise et imposée a
d’autres protéines. Ce concept novateur a valu I’attribution du prix Nobel a Stanley Prusiner
en 1997. Depuis, de plus en plus de travaux étayent cette hypothese.

Les travaux de Bueler ef al. (1993) mettent en évidence que des souris qui n’expriment
plus la protéine prion cellulaire (Prnp™) sont parfaitement résistantes 2 la maladie. La
présence de la PrP¢ endogene serait donc absolument nécessaire. In vitro, une méthode non

1eS

cellulaire d’amplification cyclique de la PrP™ a été mise au point par Kocisko et al. (1994) et

améliorée par Saa et al. (2005). Cette technique, nommée PMCA pour « Protein Misfolding
Cyclic Amplification » (voir aussi figure 17, page 56), permet d’amplifier la PrP™ a partir
d’un extrait de cerveau atteint d’ESST dilué de maniére a ce que la PrP™ soit indétectable
dans I’échantillon de départ. La matrice PrP® est apportée par un homogénat de cerveau sain.

1cs

Cette technique permet d’amplifier considérablement la quantité de PrP™ dans 1’échantillon
(Saborio et al., 2001), mais elle ne peut pas se passer de la présence des extraits de cerveaux
sains et pathologiques, ce qui n’exclut pas la possibilité que des cofacteurs présents dans le
cerveau tels que des molécules d’ARN pourraient étre amplifi€s eux aussi et jouer un role
dans la transconformation de la protéine prion (Zou et Gambetti 2005). Les travaux de
Legname et al (2004) démontrent quant a eux qu’un fragment recombinant de la PrP murine
synthétique peut étre enrichi in vitro en feuillets B et induire in vivo une ESST chez des souris

transgéniques qui surexpriment 16 fois la PrP tronquée inoculée (Legname et al., 2004). Bien
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que ce travail soit proche de valider I’hypothése de la protéine seule, des réserves ont
cependant été exprimées. En effet, la maladie n’est développée que chez ces souris
transgéniques. Certains ont évoqué le fait que la PrP générée in vitro pourrait ne faire que
précipiter un événement programmé génétiquement par la surexpression du peptide (Zou et
Gambetti 2005). Pour la communauté scientifique, I’hypotheése de la protéine seule ne sera
véritablement et définitivement prouvée que quand une ESST aura été provoquée chez un

hote naturel par une protéine prion pathologique produite in vitro (Zou et Gambetti 2005).

5. Les sites de conversion

L’hypothese de la protéine seule suggere que 1’agent infectieux, la prp% exogene, est
au contact de la protéine prion cellulaire endogene et lui impose sa conformation. La
conversion de la protéine prion endogeéne ne peut donc se produire que dans un site de
rencontre entre la PrP* et la PrP° (Moudjou et al., 2001). Au cours du trafic de la protéine
prion, un certain nombre de sites ont été identifiés comme des lieux potentiels de
transconformation de la PrP° en PrP* (figure 14). Parmi eux, il semble que les rafts lipidiques
aient un role prépondérant. En effet, la PrP° et la PrP* sont présentes de facon simultanée au
sein de ces micro-domaines membranaires (Naslavsky et al., 1997). Les travaux de (Baron et
al., 2002) suggerent que la PrP® ne peut étre transconformée en PrP*° que si cette derniére est
elle-aussi ancrée dans une membrane contigu€. De plus, si I’ancre GPI est remplacée par une
séquence oligopeptidique de ciblage vers les puits recouverts de clathrine, Ia
transconformation n’a pas lieu (Kaneko et al., 1997). Ces résultats renforcent I’'idée que la
transconformation aurait lieu au sein des rafts, mais apportent également des éléments en
faveur du fait que le phénomene ne se produit pas au niveau des puits recouverts de clathrine.
Enfin, des expériences de réduction de la quantité de cholestérol présent dans les rafts, par
I’intermédiaire d’une substance chimique, la lovastatine, provoquent 1’inhibition de la
formation de la PrP*. Ceci suggere que la composition particuliere des rafts et en particulier
leur caractere riche en cholestérol est un pré-requis pour la transconformation (Taraboulos et
al., 1995). Les travaux de Sarnataro et al (2002) ont permis de déterminer que la déplétion en
cholestérol au sein des rafts affecte directement le processus de conversion, et non pas la
localisation membranaire de la PrP. Cependant, les rafts pourraient également faciliter la
conversion de PrP¢ en PrP* du fait de la forte densité de la PrP, ce qui augmente la probabilité
de rencontre entre une forme cellulaire et une forme pathologique et crée un environnment

favorable a la transconformation (Baron et al., 2002 ; Sarnataro et al., 2002). Enfin, les rafts
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pourraient stabiliser la PrP® dans une conformation spécifique encline & subir une conversion
(Campana et al., 2005).

Cependant, bien que le role des rafts ait été largement étudié, ils ne semblent pas étre
les seuls sites dans lesquels la transconformation peut se produire. En effet, au cours du trafic
intracellulaire de la PrP¢, il existe des situations dans lesquelles la PrP° et 1a PrP* peuvent étre
voisines et interagir. C’est le cas en particulier au cours de 1’endocytose de la PrP. Au cours
de ce phénomene, la protéine prion est enfermée dans des vésicules d’endocytose, au sein
desquelles il peut y avoir une forte promiscuité entre la forme pathologique et la forme
cellulaire de la PrP. Le compartiment endolysosomal constitue donc un site potentiel de
transconformation (Borchelt et al, 1992). 11 est également possible qu’apres son
internalisation, la PrP* soit soumise 2 un transport rétrograde vers 1’appareil de Golgi et / ou
le réticulum endoplasmique ce qui perturberait la syntheése de novo de la PrP en provoquant la
formation de la PrP*° directement 2 partir de son précurseur : la PrP° (Campana et al., 2005).
En effet, la surexpression de protéines comme la petite GTPase Rab6 qui stimule le transport
rétrograde et provoque 1’accumulation de la PrP° dans le RE, entraine une accumulation de la
PrP®¢ dans les cellules infectées (Beranger er al., 2002). Ceci suggere que le RE pourrait étre

également un lieu ol se produit la transconformation.
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Figure 14 : Les possibles voies de formations de PrP%. La PrP° est synthétisée dans le RE. Des formes
anormales sont produites (PrP mutante) mais sont partiellement dégradées par le protéasome. Dans les neurones,
PrP° a été observée dans le cytosol, de méme qu’ont été mis en évidence des agrégats de PrP mal conformée.
Apres le controle qualité opéré dans le RE, PrP° est envoyée vers la membrane ou elle s’associe aux rafts. Le
blocage (1) du transport de la PrP¢ vers la membrane plasmique et sa redirection vers les lysosomes en vue d’une
dégradation et la libération de la PrP 2 partir de la surface cellulaire (2) empéchent la formation de la PrP*. Une
diminution de I’internalisation de la PrP® (3) réduit également la formation de la PrP*. Les deux isoformes PrP°
et PrP* sont observées dans les endosomes précoces Rab5-positifs, passent au travers des endosomes tardifs
pour étre finalement dégradées totalement (PrP°) ou partiellement (PrP>) dans les lysosomes. De plus une partie
de la PrP° est recyclée vers la membrane plasmique par une voie dépendante de la protéine Rab-4, ce qui
explique qu’a la fois la PrP° et la PrP* soient retrouvées associées aux membranes issues des exosomes dans le
milieu extracellulaire de cellules infectées. Enfin, le RE pourrait étre un lieu de conversion en amplifiant la
formation de la PrP* apres transport rétrograde Rab-6 dépendant de celle-ci (4). D’aprés Campana et al. (2005).
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6. Trois modeles de conversion

L’hypothese de la protéine seule suggere que I’apparition de la pathologie est liée au
seul changement de conformation de la protéine prion. Le phénomene par lequel il se produit
est encore inconnu, mais plusieurs hypotheses ont été émises.

A Theure actuelle, trois modeles prédominent. Il s’agit du modele de conversion
dirigée par une matrice ou modele autocatalytique (figure 15 A), du modele de nucléation-
polymérisation (figure 15 B) et du modele de nucléation assistée (figure 15C).

Dans le premier cas, il existerait une barriere énergétique trop importante pour que la
PrP° se transconforme naturellement en PrP>. C’est le contact d’une protéine prion exogéne
mal conformée, la PrP%, qui provoquerait la transconformation de la PrP® endogene : la Prp*
contiendrait une information de conversion qu’elle imposerait a la PrP°. L’homodimere ainsi
formé peut alors soit se dissocier en unités monomériques aptes a provoquer la
transconformation d’autres molécules de PrP°, soit s’agréger et former des fibrilles amyloides
(Aguzzi et Polymenidou 2004 ; Griffith 1967 ; Prusiner 1991 ; Zou et Gambetti 2005).
Certains auteurs suggerent que dans ce modele, une protéine X pourrait intervenir et faciliter
la conversion de la PrP° (Zou et Gambetti 2005).

Dans le second modele, il existerait un équilibre thermodynamique entre la PrP° et la
PrP%. Cet équilibre serait en faveur de la PrP° mais permettrait la coexistence de faibles
quantités de PrP% avec la protéine cellulaire. La PrP* ne pourrait alors pas représenter seule
I’agent infectieux, car elle serait ubiquitaire. Selon I’hypothese de nucléation émise par Jarret
et Lansbury (1993), I’agent infectieux ne serait pas une protéine monomérique, mais un
agrégat de PrP% hautement ordonné. Cet état d’agrégat serait une propriété intrinseque de
I’infectiosité : la PrP>° sous forme monomérique, instable, ne serait pas infectieuse mais serait
encline a s’incorporer dans un noyau amyloide naissant, ce qui la stabiliserait (figure 14 B)
(Aguzzi et Polymenidou 2004 ; Jarrett et Lansbury 1993 ; Zou et Gambetti 2005). Cette
hypothese est confortée par les travaux de Silveira et al (2005) qui mettent en évidence que de
petits oligomeres composés de moins de 6 unités de protéines PrP5 ne sont pas infectieux
chez le hamster syrien. Les particules qui possedent I’infectiosité la plus importante sont
composées de 14 a 18 unités de PrP% (Silveira et al., 2005).

Un troisieme modele de conversion a récemment été proposé : il repose sur la
formation d’un état structural intermédiaire de la PrP, nommé PrP*, par interaction de la PrP®
avec un facteur de conversion endogene. Cette conformation intermédiaire permettrait a PrP°
de subir des modifications de structures qui conduisent 2 la formation de PrP*°. 1 s’agit du

modele de nucléation assistée (Soto 2003).
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A. Modele de conversion imposée par la matrice
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Figure 15 : Modéles hypothétiques de conversion de PrP en PrP%c.

(A) Le modele de conversion imposée par la matrice suggére une interaction entre PrP* exogéne et PrP°
endogéne. PrP* impose alors son repliement a PrP°. Naturellement, une barriére énergétique élevée empéche la
conversion de PrP® en PrP%. (B) Le modele de nucléation-polymérisation propose que PrP¢ et PrP*® sont dans un
équilibre thermodynamique réversible. Le recrutement de nouvelles molécules de PrP% n’a lieu que si au
préalable un noyau de nucléation s’est formé. La formation de ce noyau est un processus lent, comparativement
au recrutement de monomeres de PrP* qui viennent enrichir le noyau initial pour donner naissance 2 un noyau
infectieux. Ce dernier devient amyloide puis se fragmente en de nombreux noyaux infectieux de petite taille. (C)
Le modele de nucléation assistée repose sur le fait que PrP* n’existe pas sous forme monomérique : elle requiert
deux remaniements structuraux conséquents pour former un oligomére de PrP*. Ce modele repose sur la
formation précoce d’une structure intermédiaire, nommée PrP*, formation nécessitant un facteur de conversion
endogene. D’apres Abid et Soto (2006) ; Aguzzi et Polymenidou (2004).
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7. La propagation de I’agent infectieux

Dans la plupart des cas d’ESB, de Kuru ou de vMCJ, la contamination des individus a
lieu par ingestion de tissus contaminés. L’agent infectieux franchit I’épithélium intestinal puis
s’accumule dans les plaques de Peyer et 1’appendice, gagne la rate, les ganglions

lymphatiques, et les amygdales, avant d’envahir le systéme nerveux.

a. Le passage de la barriere intestinale

Apres ingestion, 1’agent infectieux doit franchir I’épithélium intestinal avant de
pouvoir s’accumuler dans les tissus lymphoides (figure 16). La nature méme de la surface
luminale de I’intestin limite les contacts possibles entre PrP*° et le milieu intérieur. En effet,
les tissus intestinaux sont recouverts d’une fine couche de cellules épithéliales, liées entre
elles par des jonctions serrées.

Au sein de ces cellules épithéliales, se trouvent des cellules M spécialisées dans le
transport transépithélial de macromolécules. In vitro, ces cellules réalisent la transcytose de la
PrP% (Heppner et al., 2001), mais leur implication in vivo reste a clarifier. Le transport de la
PrP*¢ peut également étre indépendant de ces cellules M. En effet, des formes partiellement
digérées de la PrP*° correspondant 2 la PrP?’" peuvent former des complexes avec des
protéines comme la ferritine, et ce complexe peut étre endocyté par les cellules épithéliales
elles-mémes (Mishra et al., 2004). 1l est intéressant de noter que la ferritine est abondamment
présente dans la viande et absorbée a partir de la nourriture par l’intestin, ce qui étaye
I’hypothese selon laquelle ce mécanisme aurait lieu. Enfin, les cellules dendritiques peuvent
ouvrir les jonctions serrées qui assurent la forte cohésion entre les cellules épithéliales et
insérer leurs dendrites afin de capturer des pathogenes comme les bactéries ou la PrP%. Cette
caractéristique fait des cellules dendritiques un candidat sérieux pour le transport de la PrP*

vers les tissus lymphoides (Mabbott et MacPherson 2006 ; Rescigno et al., 2001).
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Figure 16 : Mécanismes potentiels de translocation de ’agent responsable des ESST : la PrP%.
L’épithélium intestinal est protégé par une simple couche de cellules épithéliales liées par des jonctions serrées.
Au sein de ces cellules, les cellules M sont spécialisées dans le transport de macromolécules et de particules.
Elles pourraient permettre a la PrP* de franchir 1’épithélium intestinal. Mais la PrP* pourrait aussi franchir cette
barriere indépendamment des cellules M : la PrP partiellement digérée par des protéases pourrait se complexer
a la ferritine et &tre transcytées par les cellules épithéliales elles-mémes. Enfin, les cellules dendritiques (CD)
peuvent insérer leurs dendrites entre deux cellules épithéliales, en ouvrant les jonctions serrées, et capturer
directement la PrP% dans la lumire intestinale. Une fois cette barridre franchie, la PrP% est internalisée dans des
CD migratoires ou dans des macrophages. D’apres Mabbott et MacPherson (2006).

b. Invasion des tissus lymphoides

Apres le passage de la barriere intestinale (cellules M, transcytose, cellules
dendritiques), la PrP* est retrouvée dans les tissus lymphoides. Elle s’accumule au niveau des
centres germinatifs des cellules B, dans les cellules folliculaires dendritiques (FDC), mais
aussi dans les macrophages (Kitamoto et al., 1991).

Les cellules FDC expriment de fortes quantités de la protéine prion endogene (Brown
et al., 1999), ce qui augmente la probabilité de conversion de PrP¢ en PrP* avec une durée
d’incubation courte (Manson et al., 1994). Dans ces cellules, la PrP5¢ s’accumule dans le
plasmalemme et dans 1’espace extracellulaire autour des dendrites (Jeffrey et al., 2000). Cet
évenement est crucial pour I'infection, puisque dans des organismes dépourvus de FDC, la

neuroinvasion est retardée, et la susceptibilité a développer la maladie est réduite (Prinz et al.,
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2002). De plus, ces cellules sont maintenues dans leur état différencié par des stimuli
cytokiniques (Tumor Necrosis Factor o (TNF-a) ou la lymphotoxine membranaire a3, (LT-
a1f32)) produits par les cellules B, qui contrairement aux FDC, expriment peu la PrP°
(Gommerman et al., 2002 ; Mackay et Browning 1998). Une absence de ces cytokines,
induites soit par une déplétion en cellules B (Klein et al., 1997), soit par I’utilisation de
drogues qui inhibent temporairement les voies de signalisation qui leur sont associées
(Gommerman et al., 2002), empéche la PrP% de s’accumuler dans les tissus lymphoides.
Méme si leur implication dans I’infection des tissus périphériques ne fait plus de doute, le role
précis des FDC doit encore étre élucidé. En ce qui concerne les cellules B, leur faible
expression de PrP° suggére qu’elles ne seraient pas impliquées dans le transport de Prp%
(Huang et al., 2002 ; Mabbott et MacPherson 2006)

Cependant, d’autres types cellulaires comme les cellules dendritiques (Huang et al.,
2002 ; Mohan et al., 2005) ou les macrophages (Beekes et McBride 2000 ; Herrmann et al.,
2003) ont également un rdle dans la propagation de 1’agent infectieux au sein des tissus
lymphoides.

Parmi ceux-ci, les plaques de Peyer ont un role majeur dans la propagation des ESST
infectieuses puisque leur absence retarde la neuroinvasion chez des souris infectées par voie
orale (Fraser et Dickinson 1978). De méme des expériences de splénectomie ont mis en
évidence une prolongation significative de la durée de vie des souris infectées (Fraser et
Dickinson 1970), la rate aurait donc un rdle important dans la propagation de I’agent
infectieux. Dans ces deux organes transitent les cellules impliquées dans le transport de
I’agent infectieux : les FDC, les cellules dendritiques, ou les macrophages. Ce sont les FDC
qui semblent avoir un role prépondérant dans I’accumulation de la PrP> dans la rate. C’est
pourquoi la puissance de la neuroinvasion est fortement liée a I’importance de I’invasion des
cellules FDC par 1’agent infectieux (Aguzzi et Heikenwalder 2006 ; Mabbott et MacPherson
2006).

Pourtant, la réplication et 1’accumulation splénique de la PrP% ne sont pas des
caractéristiques communes a toutes les ESST : il existe certaines souches de prion qui ne sont
jamais détectées dans cet organe, mais qui s’accumulent in fine dans le systéme nerveux.
C’est le cas chez des moutons qui portent le génotype VRQ/ARR, I’invasion de leur systeéme
nerveux central a lieu sans infection préalable des tissus lymphoides (Beekes et McBride

2007).
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c. Propagation et accumulation dans le systéme nerveux central

Le systeme nerveux central est la cible finale de I’accumulation de la protéine prion
scrapie. La propagation de 1’agent infectieux a partir des tissus lymphoides associés a
I’intestin (Gut-Associated- Lymphoid Tissue : GALT) vers les tissus nerveux semblent
emprunter les voies du systeme nerveux entérique (Beekes et McBride 2000). L’agent
infectieux semble atteindre les premicres cibles du systéme nerveux central en se répandant
dans le sens rétrograde le long des fibres nerveuses effectrices des nerfs sympathiques (ex :
nerf splanchnique) ou parasympathique (ex : nerf vague). Les fibres parasympathiques
rentrent dans le systeme nerveux de facon indépendante de la moelle épiniere, au contraire des
fibres sympathiques. Ceci indique que la PrP% peut emprunter plusieurs voies (McBride et
Beekes 1999 ; McBride ef al., 2001). Une fois que la PrP> a pénétré le systéme nerveux par
I’intermédiaire de la moelle épiniere, elle s’y propage de maniere antérograde et rétrograde
(Beekes ef al., 1996). La manigre selon laquelle la PrP*° se répand initialement des FDC vers
le systeme nerveux périphérique est encore mal connue. Mais il est peu probable que cela ait
lieu par I'intermédiaire des synapses puisque les contacts physiques entre FDC et synapses
sont rares, et chaque type cellulaire occupe un site distinct et séparé d’un point de vue
anatomique : en effet, dans la rate, les nerfs sympathiques sont associés aux vaisseaux
sanguins, alors que les FDC sont plutot localisées dans la périphérie de la pulpe blanche
(Mabbott et MacPherson 2006). Une étude suggere que les cellules dendritiques mobiles
peuvent jouer un role de transmission de 1’agent des ESST directement vers le systeme
nerveux périphérique (Aucouturier et al, 2001). Le transfert intercellulaire de la PrP*
pourrait également avoir lieu au travers des exosomes soit directement a partir des FDC, soit
indirectement a partir de cellules d’autres types comme les cellules dendritiques (Fevrier et

al., 2004 ; Mabbott et MacPherson 2006).

8. Modeles d’études des mécanismes de conversion de la protéine prion

La notion de barriere d'espece reflete la capacité limitée qu'ont les agents des ESST a
induire la maladie chez un animal d'une autre espece : lors des premiers passages dans une
espece différente, la période d'incubation est fortement augmentée et le nombre d'animaux
malades est en général tres inférieur a ce qu'il est dans l'espece d'origine. Si cette notion
repose principalement sur des différences, méme minimes, de séquences de la protéine prion
entre 1’hote et I’espece infectieuse, elle est également liée a la notion de souche de prions,

relative a des criteres tant biochimiques, que phénotypiques, récapitulés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Récapitulatif des critéres pris en compte pour distinguer les différentes souches de prion.
D’apres Beringue et al. (2008b).

Phénotype Technique ou protocole utilisés
Période d’incubation Evaluation du temps d’incubation ou de la durée de
survie entre 1’inoculation et les premiers signes
cliniques
Effets neurologiques Tests de comportements
Signes cliniques
Propriétés biochimiques de PrP* Test de résistance a la PK

Pourcentage des différentes glycoformes
Dénaturation induite par des chaotropes
Résistance a la chaleur

Ratio de PrP native Vs PrP dénaturée
Microscopie infrarouge, dichroisme circulaire

Distribution de PrP* dans le cerveau Immunohistochimie

Nature des dépots de PrP* Histologie, liaison au rouge Congo
Epitopes spécifiques des dépots de PrP>

Distribution et intensité de la spongiose Profil 1ésionnel étudié par histologie

Tropisme Dans le systeme lympho-réticulaire

Dans des cultures cellulaires

Ainsi, afin de faciliter I’étude des ESST, de nombreux modeles ont été élaborés, afin
de s’affranchir du phénomene de la barriere des especes, mais également pour que le temps

d’incubation de la maladie soit réduit.

a. Les modeles transgéniques

La souris, dont le génome est entierement séquencé, est un modele utilisé couramment
mais qui ne développe pas naturellement d’ESST. Par contre, la transmission de I’agent de la
tremblante du mouton a des souris sauvages est un mécanisme qui peut prendre un a deux ans
(Laude et al., 2002). Un grand nombre de modeles murins développant des ESST plus
rapidement ont été créés afin de faciliter 1’étude de la maladie : souris « ovinisées » (Crozet et
al., 2001 ; Vilotte et al., 2001 ; Westaway et al., 1994), « bovinisées » (Beringue et al., 2006 ;
Buschmann et Groschup 2005 ; Castilla et al., 2003 ; Scott et al., 1999) ou « humanisées »
(Asante et al., 2002 ; Beringue et al., 2008 ; Kong et al., 2005 ; Telling et al., 1995). Ces
souris ont été obtenues par transgéndse additionnelle dans un fond génétique Prnp™ afin
d’éviter toute interférence entre le géene murin et le géne de 1’espece d’intérét.

Les lignées TgOv expriment un transgene ovin correspondant a 1’allele VRQ de la
protéine prion, associé a une forte susceptibilité de développer la tremblante. Les différentes
lignées mises au point different par le niveau d’expression, voire de surexpression, de la
protéine prion ovine, mais aussi par le type de construction du transgene. En effet, trois
techniques ont été utilisées pour obtenir ces souris. La lignée Tgl a été obtenue par

transgénese d’un vecteur phagique semi-génomique, qui insere le cadre ouvert de lecture ovin
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en lieu et place du cadre murin (Fischer et al, 1996 ; Laude et al, 2002). Les souris
résultantes expriment un niveau basal de la PrP ovine, ce qui les rend sensibles a 1’agent de la
tremblante, et réduit considérablement la durée d’incubation (Laude et al., 2002). Une
deuxieme lignée Tg2, est issue de la lignée précédente, mais le promoteur murin endogene
controlant I’expression de Prnp est remplacé par le promoteur humain du cytomégalovirus.
Ces lignées expriment la PrP ovine a un niveau deux fois supérieur au niveau basal (Laude et
al., 2002). Enfin, une lignée Tg3 est obtenue par insertion d’'un ADN issu de chromosome
artificiel bactérien (BAC) de 125 kb, contenant la totalité de 1’unité de transcription d’oPrnp.
Ce trangene est introduit au minimum dans trois générations successives de souris mPrnp”.
Ces souris surexpriment jusqu’a seize fois la protéine prion ovine et sont fortement sensibles a
I’agent de la tremblante (Laude et al., 2002 ; Vilotte et al., 2001). En effet, dans les clones
surexprimant le plus la protéine prion ovine (facteur supérieur a 8), le temps d’incubation
n’est que de 2 ou 7 mois suite a une inoculation par une souche provenant du Royaume-Uni
(souche 127S) ou de France (souche LA404), respectivement. Ce qui réduit au minimum d’un
an la durée d’incubation de la maladie par comparaison a des souris sauvages (Laude et al.,
2002).

La création de telles lignées permet non seulement de faciliter 1’étude des ESST, mais
également d’induire la synthese de grandes quantités d’agent infectieux PrP%, accumulés dans

le cerveau de ces souris.

b. In vitro
Bien que les modeles murins constituent de nouveaux outils pour la compréhension
des ESST, ils sont parfois difficiles a appréhender dans leur ensemble car ils impliquent un
grand nombre de phénomenes physiologiques et pathologiques associés. C’est la raison pour
laquelle 1’étude des ESST passe également par des modeles plus simples, tels que les modeles

cellulaires ou acellulaires mis au point plus récemment.

i.  Les modeles cellulaires
Jusqu’au début des années 2000, I’étude des ESST par I’'intermédiaire de lignées
cellulaires reposait essentiellement sur deux lignées murines : la lignée N2a et la lignée GT1.
Ces cellules, respectivement issues de neuroblastome et de la région hypothalamique,
expriment des niveaux élevés de PrP°, mais ne permettent la multiplication que de trois
souches de prions préalablement adaptées a la souris (Race et al., 1987 ; Schatzl et al., 1997).

Par exemple, la souche « Chandler », obtenue a partir de cerveau de souris infectée
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expérimentalement, peut se répliquer a la fois dans les cellules N2a et GT1 (Nishida et al.,
2000 ; Race et al., 1987). 11 existe d’autres lignées capables de répliquer des prions
pathologiques, mais souvent, ces lignées font appel a des souches expérimentales (tableau 7).
Afin d’étudier les processus liés a la pathologie induite par 1’agent naturel, de nouvelles
lignées cellulaires transgéniques ont été élaborées afin de s’affranchir du phénomene de
barriere d’especes (tableau 7). Ainsi des cellules de lapin et de souris ont ét€é modifiées et
surexpriment la protéine prion ovine en lieu et place de la protéine endogene. Il s’agit des
cellules ROv (Rabbit Ovine) (Vilette et al., 2001) et MOv (Mouse Ovine) (Archer et al.,
2004). Ces dernieres sont issues des souris TgOv déja évoquées dans le paragraphe précédent.
Ce sont des cellules gliales de type «cellules de Schwann » qui n’expriment plus la PrP

murine, mais surexpriment d’un facteur 6 la protéine prion ovine.
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Tableau 7 : Lignées cellulaires infectables par des souches de prions adaptées ou naturelles. D’apres Vilette (2008)

Lignée cellulaire Origine tissulaire ou type cellulaire Especes Souche de prion

Souches adaptées aux rongeurs

C-1300 Neuroblastome Souris Chandler

NIE-115 Neuroblastome Souris Chandler

N2a Neuroblastome Souris Chandler, Fukuoka-1 ; RML

N2a # 58 Neuroblastome Souris Chandler, 139A ; 221

GT1 Cellules hypothalamiques Souris SY-CID, FU-CJD, Chandler

PC12 Phéochromocytome Rat 139A

SMB Cellules cérébrales Souris 139A ; 22F ; 79A ; Chandler

SN56 Cellules nerveuses issues du septum Souris Chandler ; ME7 ; 22L

NSC Cellules souches neuronales Souris RML ; 22L

MSC80 Cellules de Schwann Souris Chandler

HpL3-4 Cellules de I’hippocampe Souris 221

1929, NIH/3T3 Fibroblastes Souris 22L ; ME7 ; RML

MG20 Cellules de la microglie Souris Chandler, ME7, Souche d’ESB
adaptée a la souris

C2C12 Myoblastes Souris 221

moRK13 Cellules épithéliales RK13 Lapin Fukuoka-1 ; Chandler ; M100

voRK13 Cellules épithéliales RK13 exprimant la PrP du campagnol Lapin Souche d’ESB  adaptée au
campagnol

HaB Cellules cérébrales Hamster Prions de Hamsters

Souches de prion naturelles

ovRK13 (ROv) Cellules épithéliales RK13 exprimant PrP ovine Lapin Agent naturel de la tremblante

MOv Cellules de Schwann issus des ganglions dorsaux des racines nerveuses (DRG) Souris TgOv Agent naturel de la tremblante

CGN" Cultures primaires de neurones du cervelet Souris TgOv Agent naturel de la tremblante

MDB Lignée fibroblastique Cerf Agent de la maladie du

dépérissement chronique (CWD)




ii.  Production de PrP™ dans un modele acellulaire

Les outils qui permettent de diagnostiquer une ESST sont a ’heure actuelle basés sur
la détection post-mortem de la PrP*. La mise au point d’une méthode siire et précoce
permettrait de diagnostiquer la maladie avant que les premiers signes cliniques
n’apparaissent, mais ceci nécessite que I’agent soit amplifié pour pouvoir étre détecté.

Les premieres expériences de conversion in vitro menées par 1’équipe de Kocisko
(1994) étaient d’une efficacité tres faible puisque la quantité de PrP® créée était inférieure a
la quantité de départ (Kocisko et al., 1994). En se basant sur ces travaux et sur la théorie de la
multiplication de la Prp* par nucléation-polymérisation, Saborio ef al (2001) ont imaginé
une méthode cyclique, telle la PCR, au cours de laquelle le fractionnement des unités de
polymérisation augmenterait le rendement de 1’expérience (figure 17). Un extrait de cerveau
atteint de scrapie constitue la source de la PrP° et est dilué dans un extrait de cerveau sain de
telle maniere que le signal PrP* soit indétectable par Western Blot. Le cerveau sain est la
source de PrP° (Saborio et al., 2001). Un amas de PP tient lieu de noyau de nucléation. Il
grossit par incorporation de la PrP¢ qui, au contact de la PrP* se transconforme. Ce noyau
amplifié est alors fractionné par sonication en de multiples noyaux de nucléation de petites
tailles, permettant a nouveau une nucléation. Dans ce cas, les auteurs ont montré que la Prp5¢
de départ ne constitue plus que 3% de la totalité de la PrP™ obtenue en fin d’expérience
(Saborio et al., 2001).

Les caractéristiques de cette PrP obtenue in vitro ont été étudiées. De facon

V()

intéressante, la PrP™ obtenue par PMCA a le méme profil électrophorétique que la Prp%
source, que ce soit sans traitement, apres digestion PK, ou apres déglycosylation a la PNGase
(figure 18A). De plus, afin de préciser ses capacités d’infection, des hamsters ont été inoculés
avec la PrP™ obtenue par PMCA. Les résultats montrent que non seulement cette protéine
produite in vitro provoque ’accumulation de la PrP* dans le cerveau des hamsters (figure
18B) mais qu’en plus, ces animaux développent des signes cliniques d’ESST. La PrP™
obtenue est donc bien de la PrP* capable de réplication et d’accumulation in vivo (Castilla et

al., 2005b).
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Figure 17 : Représentation schématique de la méthode de PMCA.

L’amplification est basée sur de multiples cycles d’incubation de la PrP* en présence d’un exces de PrP¢, suivi
d’une phase de sonication. Pendant les périodes d’incubation, la taille de 1’agrégat de PrP* augmente par
incorporation / transconformation de la PrP°. Les phases de sonication permettent de fractionner ces agrégats
qui deviennent autant de nouveaux sites de conversion. D’apres Saborio et al. (2001).
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Figure 18 : Caractérisation de la PrP™ obtenue par PMCA.

A. La comparaison des profils électrophorétiques de la PrP issue de cerveau de hamster
(C) ou obtenue par PMCA (P) met en évidence des caractéristiques tres proches. B.
Mise en évidence de I'infectiosité de la PrP™ obtenue par PMCA : les animaux du
groupe 5 ont été infectés par un extrait de cerveau pathologique ; Les animaux du
groupe 6 par de la PrP™ obtenue aprés une dilution d’un facteur 10' puis PMCA ; les
animaux du groupe 7 ont été inoculés par de la PrP™ obtenue aprés une dilution d’un
facteur 10%° puis PMCA. D’apres Castilla er al. (2003).
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Récemment, des travaux ont permis d’amplifier de la PrP>° présente dans un extrait de
cerveau en utilisant de la protéine prion recombinante comme source de PrP®. ce qui permet
de s’affranchir de la présence d’éventuels cofacteurs présents dans 1’extrait de cerveau sain

(Atarashi et al., 2007).

IV-  Les interactions de la protéine prion avec son environnement

La localisation préférentielle de la PrP au niveau des rafts lui permet d’établir des
interactions étroites avec différents éléments de la membrane plasmique, mais aussi de la
matrice extracellulaire. Des interactions avec divers partenaires (tableau 8) tels que des
glycannes, des protéines, ou des acides nucléiques ont été décrites. Cependant, elles ont

surtout été mises en évidence in vitro, et ne sont pas toujours vérifiables in vivo.

a. Interactions avec des acides nucléiques
Les premieres études in vitro mettent en €vidence 1’interaction de ’ADN avec un
peptide synthétique correspondant aux résidus 106 a 126 de la PrP humaine (Nandi 1997) ce
qui provoque son agrégation (Forloni et al., 1993). Les polymeres obtenus se lient au rouge

Congo de fagon similaire a la prp?"

et sont partiellement résistants a une digestion par la
protéinase K, ce qui suggere un rdle des acides nucléiques dans les processus de
transconformation (Nandi et Leclerc 1999). Cette étude a ouvert la voie a d’autres travaux
qui ont mis en évidence que la PrP interagit de maniere spécifique avec des petits ARN tres
structurés que sont les ARNsh («small hairpin »: épingle a cheveu). Le complexe
nucléoprotéique formé possede des propriétés surprenantes non seulement de résistance a une
dégradation par la PK, mais aussi a une dégradation par la RNAse A (Adler et al., 2003).
L’interaction entre la PrP et les acides nucléiques aurait lieu principalement par
I’intermédiaire de la région N-terminale globulaire de la protéine, cependant la région C-
terminale pourrait également avoir un réle (Lima et al., 2006).

L’interaction de la PrP avec des acides nucléiques doit étre confirmé in vivo. En effet
la localisation de la protéine au niveau de la membrane plasmique réduit la probabilité de
rencontre avec les acides nucléiques. Cependant, au cours de son trafic intracellulaire, la PrP

est retrouvée dans le cytosol et dans le noyau (Gu et al., 2003 ; Jaegly et al., 1998 ; Pfeifer et

al., 1993), ce qui rend possible une rencontre avec des acides nucléiques.
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b. Interactions avec des partenaires protéiques

La protéine prion interagit avec la laminine, une protéine matricielle qui joue un role
majeur dans la différenciation, la migration et la survie des neurones. Cette interaction
PrP/laminine, de trés haute affinité, est probablement impliquée dans les mécanismes de
plasticité des neurones (Graner et al., 2000).

Des interactions avec le précurseur du récepteur a la laminine (LRP, 37kDa) et avec
sa forme mature (LR, 67 kDa) ont également été décrites (Hundt et al., 2001 ; Rieger et al.,
1997). D’apres ces travaux, cette liaison est directe, mais peut aussi dépendre des HSPG
(Hundt ef al., 2001). La co-localisation de ces deux protéines a la surface des cellules suggere
un role de LRP dans 'internalisation de la PrP, role confirmé par les travaux de Gauczynski
et al. (2001). En effet, leurs résultats mettent en évidence que LRP se comporte comme un
récepteur pour la PrP. Leur liaison induit une internalisation active de cette derniere. LRP est
également un récepteur pour la PrP%. Cette interaction est inhibée par des glycannes
polysulfatés, analogues structuraux des GAGs de type HS (Gauczynski et al., 2006). Ceci
suggere un réle de LRP dans la pathogénese des ESST.

La PrP° interagit également avec des protéines d’adhérence cellulaire, en particulier
de type N-CAM. Cette interaction a été mise en évidence dans des cellules N2a par pontage
réversible au formaldéhyde. Cette technique a permis de démontrer que la PrP° fait partie
d’un complexe protéique de haut poids moléculaire dont le constituant majeur est une N-
CAM (Schmitt-Ulms et al., 2001). Cette interaction PrP° / N-CAM a lieu aussi in vivo,
puisqu’elle a été confirmée dans le cerveau de souris (Schmitt-Ulms ez al., 2004). Au niveau
des rafts lipidiques, la PrP° peut recruter les N-CAM et participer ainsi a 1’activation de la
kinase Fyn (Santuccione et al., 2005).

D’autres protéines co-immunoprécipitent avec la PrP°: c’est le cas de STI-1, une
protéine de réponse au stress, décrite comme une chaperonne et prenant part a la formation
des complexes macromoléculaires des HSP 70 et 90 (Zanata et al., 2002). Cette interaction

étaye un peu plus le role neuro-protecteur de la protéine prion
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c. Interactions avec des glycoconjugués
1. Avec des glycolipides

Les rafts dans lesquels est concentrée la PrP sont particulierement riches en
glycolipides. En effet, la composition de ces rafts differe de celle ou est ancrée la protéine
Thy-1, protéine glypiée la plus représentée au niveau des neurones (Brugger et al., 2004).
Les rafts associés a la PrP contiennent des acides gras plus insaturés que ceux associés a Thy-
1. Des hexosylcéramides substitués par des chaines d’acides gras particuliecrement longues
(C22-24 au lieu de C18) présents en tres grande quantité refletent également une composition
propre aux rafts associés a la PrP (Brugger et al., 2004). Les hexosylcéramides décrits sont
probablement des glucosylcéramides, précurseurs des gangliosides. Or la PrP peut interagir
avec les gangliosides, notamment le GM3, par I’intermédiaire de sa boucle V3-like, domaine
d’interaction avec les sphingolipides (Mahfoud et al., 2002). Cette interaction aurait un role
protecteur de la PrP¢ en stabilisant sa conformation, empéchant la conversion en PrP*
(Brugger et al., 2004). Ces données sont appuyées par une récente étude qui fait état d’une
altération du métabolisme du GM3 au cours de la pathogénese, dans la rate de souris
transgéniques ovinisées. Du fait de leurs charges négatives apportées par les acides sialiques,
ces gangliosides créent un environnement particulier autour de la PrP, propice a la
stabilisation de I’isoforme PrP°. Une modification de I’expression du géne St3gals,
responsable de la sialylation du GM3, modifierait la composition des rafts, ce qui pourrait

favoriser la conversion de la PrP° en PrP* (Guillerme-Bosselut et al., 2009).

i1. Avec des glycosaminoglycannes

L’intéraction de la PrP avec le LRP/LR est dépendante de la présence d’HS (Hundt et
al., 2001). Ces travaux suggerent donc une interaction directe entre la protéine prion et les
HS. Les travaux de Pan et al (2002) ont permis de déterminer que l’interaction a lieu
principalement dans le domaine N-terminal de la PrP, au niveau du site KKRPK (résidus 25 a
29), site riche en résidus chargés positivement. Des interactions plus faibles peuvent
également se produire au niveau des résidus 34 a 46, et également au niveau des acides
aminés 44 a 56, 54 a 65 et enfin 108 a 120 avec une affinité moindre. Des études récentes ont
mis en évidence que la PrP se lie également aux chondroitines sulfate (CS), en particulier aux
CS A, et qu’il existe une corrélation linéaire entre cette liaison et la concentration en CS
(Triantaphyllidou et al., 2006). Certains auteurs suggerent d’ailleurs que les HS et CS

pourraient interagir selon la méme affinité avec la PrP. Cependant, ces GAGs n’étant pas
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répartis équitablement au sein des tissus, I’étude des interactions sera influencée par le tissu

étudié (Ben-Zaken et al., 2003).

Tableau 8 : Résumé des partenaires principaux de la protéine prion cellulaire, leur fonction supposée et
leur localisation subcellulaire. D’apres Vana et al. (2007).

Partenaires de PrP°

Fonction putative

Localisation subcellulaire

Références

Synapsine 1b
Grb2
Pint 1

Fyn
Cavéoline 1
Clathrine
CK2

STI 1

Bcl-2

p75

Laminine

GAGs

HSPG / HS

Hsp 60

Nrf 2
Aplp 1

Récepteur a la
laminine LR

NRAGE
Tubuline

ZAP 70

Transduction de signaux
Transduction de signaux
Inconnue
Liaison / internalisation
Liaison / internalisation
Liaison / internalisation
Liaison / internalisation

Neuroprotection, croissance
des neurones

Anti apoptotique / pro
apoptotique

Liaison / internalisation

Différenciation cellulaire /
croissance cellulaire /
Mouvement matriciels

Pathogénese des ESST /
récepteur de PrP°

Cofacteur de la formation de
PrP% / Récepteur de PrP* et
PrP*

Pourrait influencer la
conversion de PrP

Inconnue

Inconnue

Liaison et internalisation de
PrP° et PrP*

Viabilité des neurones

Trafic intracellulaire

Activation des lymphocytes
T

Vésicules intra-cellulaires

Vésicules intra-cellulaires

Inconnue
Membrane plasmique

Cavéoles / rafts

Puits recouverts de clathrine

Cavéoles / rafts

Surface cellulaire

Cytoplasme

Cavéoles / rafts

Surface cellulaire

Surface cellulaire

Surface cellulaire

Mitochondries principalement. A
un moindre degré : RE, Golgi,
granules de sécrétion et fractions

membranaires
Inconnue

Surface cellulaire

Surface cellulaire

Cytosol

Cytosquelette (réseau de
microtubules)

Rafts

(Spielhaupter et Schatzl

2001)

(Mouillet-Richard et al.,

2000)

(Meggio et al., 2000)
(Zanata et al., 2002)

(Laine et al., 2001 ;
Rambold et al., 2006 ;
Sakudo et al., 2003)

(Della-Bianca et al.,

2001)

(Graner et al., 2000)

(Hijazi et al., 2005 ; Pan
et al., 2002)
(Gabizon et al., 1993 ;
Horonchik et al., 2005 ;
Hundt et al., 2001)

(Edenhofer et al., 1996)

(Yehiely et al., 1997)

(Gauczynski et al., 2006
; Gauczynski et al., 2001
; Morel et al., 2005 ;
Rieger et al., 1997)

(Bragason et Palsdottir

2005)

(Nieznanski et al., 2005)

(Mattei et al., 2004)
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V- Les glycosaminoglycannes

La modulation des phénotypes par des événements extracellulaires est une nouvelle
facon d’appréhender 1’¢re post génomique de la biologie cellulaire. Cette nouvelle approche,
liée a des avancées technologiques importantes, a fait prendre conscience que des composés
glycanniques complexes tels que les glycosaminoglycannes (GAGs) pourraient avoir un role
biologique fondamental, au méme titre que les protéines ou les acides nucléiques. Ainsi, les
GAGs, composants primaires de la matrice extra-cellulaire (MEC) interagissent avec de
nombreuses protéines et modulent leur activité, prenant ainsi part a des processus biologiques
complexes tels que le développement des organismes, 1’angiogénese, la croissance axonale,
ou les phénomenes de coagulation (Sasisekharan et al, 2006). Un nombre croissant de
travaux font également état de leur implication dans des processus pathologiques tels que les
cancers (Sasisekharan et al., 2006), mais aussi les troubles neurodégénératifs tels que la

maladie d’ Alzheimer, ou les maladies a prions (Diaz-Nido et al., 2002).

1. Les différents glycosaminoglycannes et leur structure chimique.

D’un point de vue chimique, les GAGs sont des polymeres glycanniques linéaires non
ramifiés, constitués de répétitions d’unités disaccharidiques (figure 19). Le plus souvent, ces
unités sont constituées d’un sucre aminé et d’un acide uronique : les héparanes sulfates sont
constitués d’un résidu acide glucuronique (GlcA) lié en p(1-4) a un résidu N-
acétylglucosamine (GIcNAc) ; les kératanes d’un résidu galactose 1ié en B(1-4) a un résidu
GIcNAc ; les chondroitines d’un GlcA lié en B(1-3) a un résidu N-acétylgalactosamine
(GalNAc) . La structure des dermatanes est tres proche de celles des chondroitines mais le
résidu GIcA est remplacé par un acide iduronique (IdoA). Enfin, I’acide hyaluronique est

constitué de la répétion d’une unité GIcA liée en f(1-4) a un GIcNAc.
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Figure 19 : Formules chimiques des unités dissaccharidiques constitutives des différents GAGs.
La présence des groupements sulfate (en rouge) n’est pas obligatoire.

Comme l'illustre la figure 19, chaque GAG porte des groupements sulfate SO;™ en
différentes positions, majoritairement sur des extrémités —OH non réductrices. Ces
groupements chimiques apportent des charges négatives aux GAGs qui deviennent des
polyanions. Ce sont ces charges qui leur permettent d’interagir avec un grand nombre de
ligands biologiques comme des facteurs de croissance, des récepteurs, des protéines de la
MEC (Habuchi et al., 2004) et mais aussi d’autres protéines comme la protéine prion qui
posseéde plusieurs sites de liaison pour les HS (Pan et al., 2002). La spécificité des
interactions entre les GAGs et leurs ligands est due, au moins pour partie, a la répartition fine
de ces groupements sulfate le long de la chaine de GAGs (Habuchi et al, 2004). Ces
groupements sont greffés au cours de la synthése des GAGs par des sulfotransférases,
enzymes dédiées a cette fonction (Kusche-Gullberg et Kjellen 2003).

Dans la majorité des cas, les chalnes linéaires de GAGs sont liées a des protéines pour
former une structure macromoléculaire : le protéoglycanne (PG). Les héparanes sulfates (HS)
et les chondroitines / dermatanes sulfates (CS / DS) sont O-liées au cceur protéique du PG par

I’intermédiaire d’un tétrasaccharide sur un résidu sérine (figure 20).
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Figure 20 : Formule développée du tétrasaccharide de liaison.
Cette structure est commune aux HS, CS et DS, et permet aux GAGs de se lier au coeur protéique» pour
former le PG.

En revanche, les kératanes sulfates (KS) sont soit N-liés (cas des KS I, rencontrés
dans la cornée), soit O-liés (cas des KS II rencontrés dans les cartilages et KS III décrits dans

le cerveau) au cceur protéique du PG (figure 21).

Fuc-6
KS 1 KS-2-Man-6 |
Man-4GIcNAc-4GIcNAc-N-Asn
(KS)-2-Man-2
KS-6
KS II > GalNAc-O-Ser/Thr
SA-3-Gal-3
KS III KS- Man-O-Ser

Figure 21 : Structure glycannique des différents types d’oligosaccharide de liaison rencontrés dans
les PG a motif KS. D’apres Funderburgh (2002).

Quant a I’acide hyaluronique, il forme des chaines linéaires qui ne sont jamais

associées a des protéines.

Les PG sont les constituants majeurs de la MEC. Celle-ci est présente dans tous les
tissus, mais la distribution des molécules qui la composent et la maniere selon laquelle elles

s’organisent donnent lieu a des formes tres diverses (Galtrey et Fawcett 2007) : on retrouve
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majoritairement des PG a motif DS dans les fibres de collagene (Parry et al., 1982), KS dans
la cornée et le cartilage (Funderburgh 2002), HS dans le systéme cardio-vasculaire et dans le
systeme nerveux central, et enfin les PG a motifs CS (CSPG), majoritairement représentés

dans les cartilages et dans le systéme nerveux.

2. Le métabolisme des glycosaminoglycannes
La biosynthese des GAGs de type HS ou CS/DS est un processus complexe qui
implique un nombre important d’enzymes qui assemblent le polymere de GAG et lui greffent

des groupements sulfate a des positions tres précises (Sasisekharan et al., 2006).

a. la synthese des glycosaminoglycannes
i. La syntheése du tétrasaccharide de liaison commun aux
héparanes et chondroitines

Cette étape, qui initie la synthese des GAGs de type HS ou CS, aboutit a la synthese

du tétra-saccharide de liaison : -GIcA B(1-3)GalB(1-3)Galf(1-4)Xyl-B1-O-(Ser)-. Cette étape
fait intervenir quatre enzymes différentes : la xylosyl transférase (XylT-I), la B4-galactosyl
transférase (GalT-I), la B3-galactosyl transférase (GalT-II) et la f3-GIcA transférase (GIcAT-
I) qui transferent respectivement le xylose, le galactose en B(1-4), le galactose en B(1-3) et
I’acide glucuronique en B(1-3). Comme le montre la figure 22, c’est I’addition du cinquieme
sucre qui détermine la nature finale du GAG. En effet, si un GIcNAc est ajouté en a(1-4) a la
suite de I’acide glucuronique du tétra-saccharide de liaison, la chaine synthétisée sera de
nature héparane sulfate. L activité GlcNAcTransférase I est portée par les protéines EXTL2
et EXTL3. Au contraire, si le cinquieme sucre greffé est un GalNAc en B(1-4), il y aura
initiation d’une chaine de chondroitine ou de dermatane. L.’enzyme intervenant alors est la
GalNAcTransférase I (Silbert et Sugumaran 2002 ; Sugahara et Kitagawa 2002). Ainsi,
I’étape de la liaison d’un GIcNAc ou d’un GalNAc a la suite du tétra-saccharide de liaison
apparait comme un interrupteur moléculaire, orientant la synthese soit vers les HS, soit vers
les CS. Quelle que soit la voie empruntée, 1’élongation a ensuite lieu pour former les chaines

de GAGs (figure 22).
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’ Voie de biosynthese des héparanes sulfate ‘

GIcAT
7 E N
4GIcNAcal—4GIcAB1 -EGICNAC(XI -4GchBﬂ——4GlCNACG 1 N\
n
~— ~ GlIcNACT-I
GleNAcT-IT HS polymérase Extl2/Extl3
Extll/Extl3 Extl/Ext2 AR
GICAT-1 GalT-1
N
4GIcAB1—3Galp1-3Galpl-4Xylp1- O {Ser
N
GalT-11 T,
GalNAcT-1I GalNAcT-1
m Chgnl
3GalNAcB1—4GIcABI —EGalNACB 1 4G1CAB} 3GalNAcB1 /
\/ n
GICAT

‘ Voie de biosynthese des chondroitines sulfate ‘

Figure 22 : Représentation schématique de la biosynthese des GAGs de type HS et CS. Apres la synthése
du tétra-saccharide de liaison (en noir) la synthese est orientée soit vers la synthese des HS (en rouge) soit vers
la synthese des CS (en vert). Le ceeur protéique est représenté en gris. Les différentes glycosyltransférases sont
représentées également. D’apres Suguhara et Kitagawa (2002).

ii.  Les héparanes sulfate

L’élongation des chaines d’HS est assurée par I’'HS polymérase, capable d’activité
GlcNAcTransférase II et ’'HS glucuronyltransférase (HS GIcAT-II). Cette enzyme est
responsable de la synthese des unités disaccharidiques -4GlcNAca(1-4)GIcAB1. Il s’agit d’un
complexe hétéro-oligomérique composé des protéines EXT1 et EXT2 (Kobayashi et al.,
2000 ; McCormick et al., 2000). Ces deux enzymes ne participent pas a 1’élongation de la
chaine de GAG, leur role se limite a la formation des unités disaccharidiques (Sugahara et
Kitagawa 2002). L’élongation de la chaine d’HS est dévolue aux enzymes EXTLI1 et
EXTL3. Cette dernicre possede également une activité GlcNAcTransférase I et pourrait
intervenir aussi dans [D’initiation des chalnes d’HS, au méme titre que le complexe
EXTI/EXT2 (Kim et al., 2001). Apres leur élongation, les chaines d’héparane subissent un
certain nombre de modifications : tout d’abord, le résidu GIcNAc est déacétylé puis N-sulfaté
par ’enzyme NDST (N-deacétylase / N- sulfotransférase). Ceci est un préalable a toutes les
modifications suivantes : 1I’épimérisation en C5 de 1’acide glucuronique en acide iduronique
(IdoA), la 2-O-sulfatation d’IdoA, les 6-O et 3-O sulfatation des résidus GIcNAc. Ces

réactions sont catalysées respectivement par la C5-épimérase, la 2-O-sulfotransférase
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HS2ST, la 6-O-sulfotransférase HS3ST et la 3-O-sulfotransférase HS6ST (Sugahara et
Kitagawa 2002).

iii.  Les chondroitines sulfate

L’¢élongation des chaines de CS est assurée par la chondroitine synthase. De facon
similaire a ce qui est observé dans la synthese des HS, la chondroitine synthase possede deux
activités : une activité GlcATransférase et une activité GalNAcTransférase. Elles agissent de
concert pour synthétiser les unités disaccharidiques. La GalNAcTransférase impliquée dans
cette réaction est une GalNAcTransférase II, différente de la GalNAcTransférase I qui initie
la chaine de CS (Silbert et Sugumaran 2002). Au cours de leur synthese les chaines de CS
subissent des modifications. Des cas de sulfatation du tétra-saccharide de liaison ont été
observés sur I’un ou les deux résidus galactose. Ceci n’a jamais été observé sur les chaines
d’HS (Sugahara et Kitagawa 2000). Il est intéressant de noter qu’au sein d’'un méme
syndécan, ou I’on retrouve les deux types de GAG attachés au méme cceur protéique, seules
les chaines des CS présentent des groupements sulfate sur les résidus Gal du tétra-saccharide
de liaison (Ueno et al., 2001). De plus, il apparait que la position sur laquelle est greffé le
groupement sulfate sur le galactose est spécifique des CS : on retrouve un Gal-4-sulfate dans
les chondroitines 4-sulfate, alors que des Gal-6-sulfate ne sont observés que dans les
chondroitines 6-sulfate. De plus, a ’heure actuelle, aucune sulfotransférase spécifique de la
sulfatation du tétra-saccharide de liaison n’a été mise en évidence, ce qui suggere que la
liaison des groupements sulfate sur les résidus galactose est réalisée par les mémes enzymes
que celles qui interviennent sur la chaine de CS. Il semble également que cette modification
n’ait lieu que tardivement dans le processus de synthese et ne serait donc pas impliquée dans
le processus de ciblage du PG en cours de synthése dans le Golgi (Funderburgh 2002). La
sulfatation des chaines de CS / DS est trés variable : des résidus GalNAc portant un
groupement sulfate en position 4 uniquement, en position 6 uniquement ou en positions 4 et 6
sont retrouvés au sein de la méme chaine de CS. De méme, les résidus GIlcA peuvent
occasionnellement arborer des groupements SOs;™ en positions 2 ou 3. Enfin des résidus
GalNAc totalement non sulfatés sont également observés (Silbert et Sugumaran 2002). Le
processus de sulfatation des chaines de CS se produit de fagon simultanée a leur élongation.
En effet, des expériences de polymérisation interrompue ont permis de mettre en évidence
que le processus de sulfatation commence dans les 30 secondes qui suivent I’initiation de la
chaine, pendant que la chaine est activement en cours d’élongation (Sugumaran et Silbert

1990).
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iv.  Les kératanes sulfate

Comme ceci a déja été évoqué (figure 21), il existe trois types d’oligosaccharides de
liaison pour les KS, qui peuvent étre de type N-glycanne (KS I) ou O-glycanne (KS II et KS
IIT). La biosynthese de 1’oligosaccharide de liaison est un éveénement déterminant de la
biosyntheése des KS (Funderburgh 2002). L’élongation des chaines a lieu suite a 1’action de
deux glycosyltransférases qui greffent alternativement un résidu Gal et un résidu GlcNAc au
polymere en croissance. Il s’agit respectivement des P(1-4)galactosyltransférase (B4GalT-I)
et B(1-3)N-acétylglucosaminyltransférase. Les chaines de KS sont modifiées au cours de leur
syntheése par des processus de sulfatation (Keller ef al., 1989). Que la chaine de KS soit O-
liée ou N-liée, ce sont les mémes sulfotransférases qui agissent : la KSGal6ST (Fukuta et al.,
1997) et des enzymes de la famille des GIcNAc6ST, proches des chondroitine-6-
sulfotransférases, mais dont le réle n’est pas encore completement €lucidé. Il semblerait que
la GIcNACc6STS soit impliquée dans la biosynthese des KS cornéens (Akama et al., 2002 ;
Akama et al., 2001). Ainsi, les positions 6 des résidus GIcNAc et Gal peuvent porter des
groupements SO;3". Cependant leur répartition varie en fonction du tissu dans lequel se situe
la chaine de KS, car les enzymes qui interviennent dans ces processus ont une expression
tissu-spécifique. De plus, la sulfatation sur les résidus Gal et les résidus GlcNAc n’intervient
pas au méme moment de la synthese des KS. En effet, la sulfatation en 6 des résidus GlcNAc
a lieu pendant I’élongation de la chaine alors que la sulfatation des résidus Gal se produit

quand le polymere est terminé (Kusche-Gullberg et Kjellen 2003).

v.  L’acide hyaluronique
L’acide hyaluronique (AH) est un long polymére de haut poids moléculaire (10> 2 10’
Dalton) dont la synthese a lieu sur la face interne de la membrane plasmique par une enzyme
transmembranaire : I’acide hyaluronique synthase (AHS) (Itano et Kimata 2002). Une fois
synthétisé, I’ AH est extrudé ou transloqué vers I’espace extracellulaire ou il va interagir avec
ses différents partenaires. Il ne subit pas de modifications pendant ou apres sa synthese, et

n’est donc pas sulfaté.

b. Les compartiments subcellulaire de la syntheése des protéoglycannes
L’addition des chaines de CS et HS se fait sur des protéines de la voie de sécrétion
pour donner respectivement des CSPG et des HSPG. La syntheése des PG commence dans le
réticulum endoplasmique avec la liaison du xylose sur un résidu sérine d’une protéine

nouvellement synthétisée (figure 23). La synthese du tétrasaccharide de liaison est achevée
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dans I’appareil de Golgi avec I’addition de deux résidus Gal et du résidu GIcA. L’élongation
des chaines de GAGs ainsi que leur sulfatation a lieu dans le réseau trans-golgien. Lorsque la
synthése du PG est terminée, celui-ci est relargué dans 1’espace extracellulaire ou transloqué
a la membrane plasmique.

Pour les KS, le méme processus d’élongation et de modification a lieu au niveau du
réseau trans-golgien mais leur initiation dépend d’enzymes impliquées dans des étapes

précoces de N-glycosylation ou de O-glycosylation.

Réticulum GOlgi
endoplasmique ) . Réseau trans-  Espace extra-
Cis  Median  Trans golgien cellulaire
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Sulfotransférase

Figure 23 : Localisation subcellulaire de la synthese des protéoglycannes a motif chondroitine. D’apres
Silbert et Sugumaran (2002).

3. La fonction des protéoglycannes dans les tissus nerveux

Les PG sont localisés en des points stratégiques dans de nombreux tissus, et jouent un
role central dans les interactions cellule-cellule et cellule-substratum au cours du
développement, dans le tissu mature, ou pendant son vieillissement (Oohira et al., 2000b). Ils
sont aussi impliqués dans un certain nombre de pathologies. Au niveau du systeéme nerveux,
des PG a chaines CS, HS et KS peuvent étre impliqués dans la morphogénese, la plasticité, et
la réparation des tissus, le guidage des axones.

La MEC du systeme nerveux est unique : elle ne contient que tres peu de protéines

fibreuses comme le collagene ou la fibronectine, mais est constituée d’une grande quantité de
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GAG:s soit liés a une protéine (PG), soit libres sous la forme d’acide hyaluronique (Novak et
Kaye 2000). Ce dernier est un composant majeur des matrices extra-cellulaires ou il assure la

cohésion entre les molécules qui la composent.

a. Les HSPG

On trouve de nombreux HSPG dans le cerveau. Compte tenu du grand nombre de
modifications que peuvent subir ces chaines de GAGs, un nombre considérable (10°°) de
polymeres différents peut étre observé. En effet, chaque unité disaccharidique peut subir une
épimérisation, une déacétylation et une sulfatation sur diverses positions (Esko et Lindahl
2001). Ceci est cohérent avec le fait que les chaines d’HS ont la capacité de lier un nombre
important de protéines différentes, qu’elles soient membranaires ou sécrétées. En effet, les
HS se lient a des facteurs de croissance, a des protéines morphogenes, des composants de la
MEC, des molécules d’adhésion cellulaire, ou encore des facteurs de guidage des axones.
Ceci suggere que ce glycoconjugué est une molécule polymorphe qui a un role certain dans
I’architecture des tissus (figure 24) (Van Vactor et al., 2006).

De plus, les chaines d’HS sont liées a différentes classes de protéines pour former les
HSPG dont la localisation varie. On distingue trois topologies d’HSPG : transmembranaires
(Syndecan), ancrés a la membrane plasmique par I'intermédiaire d’une ancre GPI (Glypican),
et sécrétés (Perlecan et Agrin). Les syndecans et glypicans peuvent également étre libérés
dans I’espace extra-cellulaire suite a I’action d’enzymes qui vont cliver le cceur protéique

(Van Vactor et al., 2006).
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Figure 24 : Les différentes fonctions des HS. (A) Les HSPG exprimés a la surface des cellules ol dans la
MEC servent de réservoir a ligands ou de co-récepteurs. (B) Les HSPG accélerent la transconformation de
peptides amyloidogenes monomériques en feuillets B, entrainant la formation de dépdts amyloides. (C) Les
HSPG sont impliqués dans la formation de gradients de molécules morphogenes, responsables de I’architecture
des tissus. (D) Au niveau du foie, les HSPG jouent un role crucial dans I’internalisation des lipoprotéines.
D’apres Nadanaka et Kitagama (2008).

Bien que les HSPG soient présents dans de trés nombreux tissus, et a de nombreux
stades de développement, 1’analyse de leurs fonctions in vivo désigne le systéme nerveux
comme une localisation ou ces molécules ont un role important dans la régulation de
I’architecture des cellules et des tissus. Des anomalies de la synthese de ces GAGs vont donc
provoquer des anomalies de morphogénese, qui peuvent étre a l’origine de multiples

maladies.

b. Les CSPG
Les CSPG sont les GAGs les plus abondants dans la MEC du systéme nerveux
central(Sugahara et Mikami 2007). Comme pour les HSPG, une grande diversité est générée
par la variété des protéines, par le nombre de chaines de GAGs ramifiées, et par les profils de

sulfatation de ces chaines qui définit leur type (tableau 9).
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Tableau 9 : Les différents types de CS en fonction de la substitution des extrémités non-réductrices des
résidus glycanniques. On trouve quatre types de CS définis par leur sulfatation. D’aprés Galtrey et Fawcett
(2007).

Disaccharides constitutif Acide Glucuronique N-Acetylgalacatosamine
des CS
2-R 4-R 6-R
Type de CS
A — OH — OSSOy — OH
C — OH — OH — OSSOy
D — OSSOy — OH — OSSOy
E — OH — OSSOy — OSOs5

La sulfatation des chaines de GAGs en différentes positions aboutit a des profils
particuliers qui vont déterminer leur capacité a se lier a d’autres molécules comme la
laminine, la fibronectine, la tenascine, 1’acide hyaluronique ou le collagene (Galtrey et
Fawcett 2007 ; Rhodes et Fawcett 2004). Ces interactions dictent 1’organisation de la matrice
du systeme nerveux central. Chez 1’adulte, des travaux ont permis de mettre en évidence un
role des CSPG dans le controle de la plasticité matricielle. Les CSPG sont particulierement
abondants au niveau du réseau péri-neuronal dont la fonction est encore floue, mais pour
lequel sont suspectés des roles dans le maintien de I’architecture tissulaire ainsi qu’une
implication dans la maturation des synapses des motoneurones (Rhodes et Fawcett 2004). A
ce niveau les CSPG inhibent la plasticité des neurones, mais aussi leur croissance et leur
régénération. Des expériences de digestion des chaines de CS par la chondroitinase ABC
restaure une plasticité qui n’est normalement observée qu’au cours du développement.
Pendant cette période, les CSPG agissent comme des molécules de guidage des axones : leur
profil d’expression combiné a leur propriété d’inhiber la croissance des axones va permettre
a ces dernieres de ne se développer que dans des régions dépourvues de CSPG (Snow et al.,

1990b).

c. Les KSPG
Les chaines de KS ont récemment été décrites dans le cerveau, dans une configuration
particulicre appelée KS-III (voir figure 21, page 63) (Funderburgh 2002). Dans cet organe,
les KS sont connus pour étre des inhibiteurs de la croissance des axones (Jones et Tuszynski
2002). Au cours du développement, leur localisation spatio-temporelle est donc réduite a des
zones ou la croissance axonale est faible. Par exemple, au cours du développement du rat, les
KS sont présents au niveau du tube neural a partir de 12,5 jours pendant 24 heures maximum.

C’est le laps de temps pendant lequel les neurones accroissent leurs axones (Snow et al.,
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1990b). Chez I’adulte, ils sont présents au sein de la microglie, et sont impliqués dans la
réponse a un traumatisme : une astrocytose réactive se développe et se localise autour de la
zone lésée pour former une cicatrice gliale. Cependant cette cicatrice est un frein a la
régénération des neurones, puisque cette réponse physiologique fait intervenir une
augmentation de la quantité de KS et de CS, ces deux GAGs étant des inhibiteurs de la

croissance axonale.

4. La sulfatation des glycosaminoglycannes : vers I’existence d’un code
a. L’hypothese d’un code de sulfatation

D’apres Habuchi er al (2004) il semble que la sulfatation des GAGs soit un élément
clef de la régulation d’un certain nombre de processus physiologiques, développementaux et
pathologiques. Les auteurs proposent méme 1’existence d’un «code de sulfatation »
nécessitant une régulation fine et une répartition précise des groupements sulfate le long des
chaines de GAG. Il a été montré que la protéine prion interagissait avec des GAGs. Les
travaux de Ben-Zaken et al (2003) apportent des éléments en faveur de 1’existence de ce code
de sulfatation. En effet, ils mettent en évidence des profils de sulfatation particuliers au sein
des chaines d’HS nécessaires a leur interaction avec la protéine prion, par I'intermédiaire de
régions hypersulfatées, encadrées par des régions moyennement sulfatées, elles-mémes
flanquées de régions non-sulfatées. Ces profils de sulfatation permettraient une liaison
correcte avec la PrP¢, et stabiliseraient cette derniere sous sa conformation cellulaire. De
plus, ces régions protegeraient les GAGs vis-a-vis de certaines enzymes de dégradation,
aboutissant a des chaines de GAGs de longueurs différentes (figure 25) (Ben-Zaken et al.,

2003).
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' W

Héparinase I

Héparinase 11T

Figure 25: Influence du code de sulfatation sur la sensibilité des GAGs aux enzymes de dégradation.
L’héparinase I digeére uniquement au sein des régions hyper sulfatées (en rouge). Les fragments de GAGs
produits sont donc différents selon que la chalne posseéde ou non ces régions.L’héparinase III digere quant a elle
au sein des régions moyennement sulfatées (en orange) ou non sulfatées (trait noir). Que la chaine posseéde ou
non des régions hyper sulfatées n’a donc pas d’incidence sur le profil de digestion résultant. Seul demeure le
tétrasaccharide de liaison (en gris). D’apres Ben-Zaken et al. (2003).

b. Des altérations du code de sulfatation a [’origine de graves

pathologies
A T’heure actuelle un certain nombre d’organismes mutants présentant des défauts
pour diverses sulfotransférases ont été produits. IIs mettent en évidence un rdle critique de la
sulfatation des GAG dont des altérations conduisent a de graves pathologies ou problemes de
développement (tableau 10). Par exemple, des phénotypes séveres ont été observés chez la
souris dont la sulfatation des héparanes en position 2 du résidu GIcNAc ne se fait pas : ces

souris présentent une agénésie totale des reins (figure 26) (Bullock et al., 1998).

Figure 26 : Systeme urogénital de souris nouveau-née hétérozygote (A) et
homozygote (B) pour la mutation Hs2st-/-. La souris homozygote présente une
agénésie rénale (Ki) bilatérale ainsi qu’un uretere (Ur) obstrué. (Su) Glande
surrénale ; (0) ovaire ; (v) vessie. D’apres Bullock ef al. (1998).
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Tableau 10 : Organismes mutants qui présentent des défauts dans la biosynthese ou la sulfatation des
GAGs D’apres Habuchi et al. (2004).

GAGs

Enzyme ou gene

Activité

impliqués Espece touché(e) enzymatique Phénotype
NDST-1 N-déacétylation et Létal a la naissance, atélectasie
N-sulfatation de pulmonaire, cyanose
GIcNAc
N-déacétylation et Déficience dans la synthese de
NDST-2 N-sulfatation de I’héparine dans les cellules
GlcNAc mastocytaires
. Létal a la naissance, agénésie
. Conversion de < .
C5-épimerase rénale, malformations
Souris GIcA en IdoA dans .
les HS pulmonaires
HS2ST 2-0 sulfatation de Létal a la naissance, agénésie
la glucosamine des rénale
HS
3.0 sulfatation de Létal post-nata}l, retard de
HS3ST-1 la elucosamine des croissance in utero,
g coagulation normale
HS
EXT-1 HS copolvmérase Létal au niveau embryonnaire :
HS POy défaut de la gastrulation
N-déacétylation et .
. Sulfateless N-sulfatation de Segmentation anormale
Drosophile GlcNAc
Tout velu HS copolymérase Segmentation anormale
Défaut de la gastrulation : les
Rib-2 HS copolymérase genes a effets maternel ont une
action létale
Hse-5 Conversion de Mauvais développement des
GIcA en IdoA dans axones
les HS
C. elegans
Hst-2 2-0 sulfatation de Mauvais développement des
la glucosamine des axones
HS
6-0 sulfatation de .
Hst-6 la glucosamine des Mauvais développement des
axones
HS
Souris C6ST 6-O sulfatation de Réduction de la quantité de
GalNAc des CS lymphocytes T dans la rate
CS
C. elegans Sav-5 Chondroitine Défaut de morphogénese
91 synthase vulvaire et de cytokinésie
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5. Les  glycosaminoglycannes et les maladies neurodégénératives
conformationnelles

De nombreux processus pathologiques impliquent les protéoglycannes. Les maladies

conformationnelles neurodégénératives forment des dépdts amyloides auxquels sont tres

souvent associés des protéoglycannes de type HS. On les retrouve ainsi dans la composition

des fibrilles d’a-synucléine responsables de la maladie de Parkinson, dans les plaques séniles

développées au cours de la maladie d’Alzheimer, et dans les plaques amyloides liées a

I’agrégation de la protéine prion, dans les ESST.

a. GAGs et maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative liée a I’agrégation d’une
protéine, 1’a-synucléine. Elle se développe le plus souvent chez des sujets agés de 45 a 70
ans, et se caractérise par la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la substance
noire (ou substantia nigra). L’a-synucléine a pu é&tre identifiée au sein des Iésions
pathologiques les plus précoces : les corps et les neurites de Lewy (Uversky et Fink 2004).
Son agrégation sous forme de fibrilles pourrait étre un élément a I’origine de la pathologie.
Cet évenement est influencé par des mutations au sein du gene codant I’ o-synucléine (Kruger
et al., 1998 ; Polymeropoulos et al., 1997), mais également par des interactions avec des
macromolécules chargées négativement comme les GAGs (El-Agnaf et al., 1998 ; Li et al.,
2001 ; Li et al., 2002 ; Narhi et al., 1999).

L’agrin est un protéoglycanne a motif HS présent dans le syst¢eme nerveux central. Ce
HSPG se lie a I’ a-synucléine, promeut son insolubilité, et accélere la formation de fibrilles.
De plus, agrin et a-synucléine co-localisent au niveau des corps de Lewy. L’agrin et les HS
semblent donc également participer a 1’étiologie de la maladie de Parkinson, en modulant

I’état d’agrégation de I’ a--synucléine (Liu et al., 2005).

b. GAGs et maladie d’ Alzheimer
La maladie d’Alzheimer, décrite en 1907, se caractérise par le tableau clinique
suivant : perte progressive de la mémoire, troubles du comportement, et déclin des fonctions
cognitives. Ces symptdmes s’accompagnent, d’un point de vue histologique, de 1é€sions
caractéristiques au niveau du cerveau: plaques séniles, neurofibrilles enchevétrées, et
angiopathie amyloide. Ces lésions sont associées a une dégénérescence neuronale et

vasculaire (pour revue, voir Selkoe 2001).
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Le principal composant des plaques séniles et des amas amyloides vasculaires, est le
peptide PB-amyloide (AP ), dérivé d’un précurseur amyloide, la protéine APP (Amyloid
Precursor Protein). Les neurofibrilles enchevétrées sont quant a elles majoritairement
constituées d’une protéine hyper-phosphorylée impliquée dans 1’assemblage des
microtubules : la protéine T (Lee et al., 1991).

Les protéoglycannes sont associés a la fois aux dépots amyloides liés au peptide AP,
mais également aux neurofibrilles enchevétrées formées par la protéine T (Perry et al., 1991 ;
Snow et al., 1988 ; Snow et al., 1990c ; Snow et al., 1987 ; Watson et al., 1997 ; Young et
al., 1989). Le perlecan est le HSPG le plus abondant, présent dans les 1ésions cérébrales liées
a la maladie d’Alzheimer (Snow et al., 1994 ; Snow et Wight 1989). Cependant, des HSPG
de type agrin, glypican 1 et syndecans 1 et 3 ont également été décrits dans des plaques
amyloides et les neurofibrilles liées a T (van Horssen et al., 2002 ; Verbeek et al., 1999). Leur
role dans la pathologie est encore flou, mais une interaction entre les HSPG et la protéine
APP pourrait influencer la formation du peptide (Narindrasorasak et al., 1991 ; van Horssen
et al., 2003). Ces protéoglycannes pourraient jouer le réle de chaperon envers le peptide AP
et le protéger d’une dégradation par des protéases (van Horssen et al., 2003). Ils pourraient
également jouer un rdle important dans la stabilisation des dépdts de protéine T, en les

protégeant d’une dégradation protéolytique (Snow et Wight 1989).

c. GAGs et maladies a prion

Les GAG:s, et en particulier les HS jouent un rdle complexe dans la propagation des
ESST et dans I’agrégation des protéines PrP> (Diaz-Nido et al., 2002 ; Snow et al., 1990a).
Les premieres constatations établissant un lien entre des composés glycanniques et le
développement des ESST remontent a la mise en évidence de GAGs de type HS dans des
dépots amyloides du systeme nerveux de patients atteints de GSS (Guiroy et al., 1991 ; Snow
et al., 1990a). Par ailleurs, les HSPG co-localisent avec la protéine prion pathologique PrP>
dans le cerveau de souris atteintes de scrapie expérimentale (McBride et al., 1998). De plus,
il a été montré que des GAGs sulfatés peuvent retarder 1’apparition de la maladie, a la fois in
vivo et in vitro, ce qui a conduit a 1’utilisation de molécules analogues de GAG pour conduire
des expériences a visée thérapeutique. Des glycannes sulfatés tels que 1’héparine, la
suramine, le pentosane polysulfate, le dextrane sulfate, ainsi qu’une nouvelle classe

d’héparanes mimétiques (en particulier le HM2602) réduisent significativement

’accumulation de la PrP* aussi bien dans des modeles cellulaires que chez des souris
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atteintes de tremblante expérimentale (Barret et al., 2005 ; Caughey et Raymond 1993 ;
Ehlers et Diringer 1984 ; Gabizon et al., 1993 ; Ladogana et al., 1992 ; Ouidja et al., 2007 ;
Schonberger et al., 2003).

La présence de GAGs endog@nes est un pré-requis pour une liaison de la PrP* a la
cellule. En effet, dans des cellules CHO dans lesquelles 1’expression des GAGs (HS) est
abolie, la liaison de la PrP5¢ est impossible, ce qui empéche ’internalisation de la Prp5¢
infectieuse (Hijazi et al., 2005). De méme, une dégradation enzymatique des GAGs prévient
la liaison et I’internalisation de la protéine PrP% infectieuse dans des cellules N2a, CHO ou
GTI1-1 (Horonchik et al., 2005). Les GAGs de la MEC sont donc des récepteurs pour la
PrP™.

Enfin, le métabolisme des GAGs est altéré au cours d’une infection par des prions.
Des métabolites de GAGs sont ainsi retrouvés dans 1’urine de moutons atteints de tremblante,
ainsi que dans celle de patients souffrant de MCJ. 1l est interessant de noter que des souris
Prnp” présentent une forte quantité de GAGs dans leurs urines (Mayer-Sonnenfeld et al.,
2005). Ces observations montrent que, si la présence des GAGs a un impact sur
I’accumulation de la PrP* dans les cellules, le contraire est également vrai : la présence de la
prp5 provoque une accumulation de GAGs, en particulier dans le compartiment lysosomal,
entrainant leur dégradation. Des travaux récents montrent en effet que Pactivité
hexosaminidase, responsable de la dégradation des GAGs, est augmentée dans le cerveau de
souris en présence de la PrP>, aussi bien pendant la période d’incubation qu’une fois les
premiers signes cliniques apparus (Mayer-Sonnenfeld et al., 2008).

Si la majorité de ces travaux impliquent les HS de maniere prépondérante, Ben-Zaken
et al (2003) suggerent que les CS peuvent également avoir un role, dépendant de leur
abondance dans le type cellulaire étudié.

Ainsi, un lien intime et réciproque existe entre la PrP, plus particulierement la PrP*,
et les GAGs. Si le métabolisme des GAGs est affecté, la capacité de liaison de la PrP5¢ est
amoindrie, et par conséquent sa capacité d’infection aussi. Au contraire, une infection par la
PrP>¢ provoque une altération du métabolisme des GAGs, avec une augmentation de leur

dégradation.
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VI- La GalNAc-4-sulfotransférase 1 codée par Chst8 et les chondroitine

sulfotransférases
L’ensemble des processus de sulfatation des GAGs est le fruit de 1’activité
enzymatique de sulfotransférases spécifiques. Chacune d’entre elles agit sur une structure
oligosaccharidique unique, puisqu’elles reconnaissent des différences dans la structure des
monosaccharides, dans les configurations anomériques, et la liaison de substrats accepteurs
(Honke et Taniguchi 2002). La caractérisation d’un grand nombre de sulfotransférases a
permis de déterminer leur mode d’action commun : chaque enzyme est constituée d’un
domaine catalytique qui permet le transfert d’un groupement sulfate a partir d’un substrat
donneur, le PAPS (5’-PhosphoAdénosine-3’-PhosphoSulfate), vers une position non
réductrice du sucre accepteur.

La GalNAc4-SulfoTransférase 1 est codée par le gene Chst8. Elle appartient a la
famille des HNK-sulfotransférases qui comprend également les chondroitines-4-
sulfotransférases 1, 2 et 3 (C4-SulfoTransférases 1, 2 et 3), la dermatane-4-sulfotransférase,
la HNK-1 sulfotransférase et la GalNAc4-SulfoTransférase 2 (Hiraoka et al., 2000 ; Okuda et
al., 2003). De fortes homologies de séquences peptidiques existent entre ces enzymes,
notamment au niveau de leur domaine sulfotransférase (la C4-SulfoTransférasel et la
GalNAc4-SulfoTransférase 1 présentent entre elles 42 % d’identité et 60% d’homologie,
figure 27), et une certaine ambiguité vis-a-vis de leur spécificité de substrat en résulte

(www.glycoforum.jp).

GalNAc4-ST1 142 1lhgtQQERKR VMREACAKYR ASSs—RRAVT PRHVSRIFVE RHRVLYCEV
C4sT 78 ————HOMRRD QVTDTCRANS AMSrkRRVLT PNDLKHLVVD DHELIYCYV
GalNAc4-ST1 191 PKAGCSNWKR VLMVLa--GL ASSTADIQHN TVHYGSALKR DTFDRQGIV
C4sT 124 PKVACTNWKR LMMVLsgrGK YSDPMEIPAN EAHVSANLKT NQYSIPEIN
GalNAc4-ST1 239 HRLSTYTKML FVREPFERLV SAFRDKFehp nsyy—-HPVFG AILARYRAN
C4ST 174 HRLKSYMKFL FVREPFERLV SAYRNKFtgk yntsfHKRYG KIIRRQRKN
GalNAc4-ST1 288 ASREALRTGS GVQFPEFVQY LLDVHrpvgm di--HWDHVS LCSPCLIDY
C4sT 224 ATQEALRKGD DVKFEEFVAY LIDPHtqgree pfneHWQTVY LCHPCHIHY
GalNAc4-ST1 336 DFVGKFESME DDANFFLRLI HAPGNLTFPR FkdrhseeaR TSRITHQYF
C4sT 274 DLVGKYETLE EDSNYVLQLA GVSGYLKFPT Yakst————-R TDEMTTEFF
GalNAc4-ST1 386 AQLSSLQRQR TYDFYYMDYL MEFNYSKPfsd ly-

C4sT 320 ONISAEHQTQ LYEVYKLDFL MFNYSVPnyl kld

Figure 27 : Alignement des domaines sulfotransférase des protéines GalNAc4-ST1 et C4ST.
Les acides aminés identiques sont indiqués en rouge, les homologues sont en bleu.
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La GalNAc4-SulfoTransférase 1 est une enzyme transmembranaire de type II, a
localisation golgienne (Xia et al., 2000). Sous cette forme, elle catalyse le transfert d’un
groupement sulfate a partir du substrat donneur, le PAPS, vers la position 4 non réductrice
d’un résidu N-acétylgalactosamine (GalNAc) (Okuda et al., 2003 ; Xia et al., 2000). Elle est
particulierement représentée au niveau de la glande pituitaire ou son activité contribue au
transfert de sulfate sur les oligosaccharides N-liés portés par la lutropine (Xia et al., 2000).
Cependant, une forme tronquée non golgienne de ’enzyme a été observée chez 1’homme.
Son activité s’exerce alors préférentiellement envers les chondroitines (Xia et al., 2000). Elle
a été détectée par immunolocalisation au niveau de la région hypothalamo-hypophysaire chez

la souris (figure 28) (Barret et al., 2005).

Figure 28 : Immunolocalisation de I’enzyme GalNAc4-ST1 sur cerveau de souris.

(A et B) Coupes sagittales du cortex cérébral: le marquage correspondant a GalNAc4-
ST1 est détecté au niveau de la membrane plasmique et des neurites. (C) Coupe latérale
au niveau de ’hypothalamus: GalNAc4-ST1 est détectée au niveau cytoplasmique, mais
aussi au niveau des extensions dendritiques. D’apres Barret et al. (2005).
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Aujourd’hui, s’il est acquis que 1’élément central des maladies a prions est la protéine
prion elle-méme, un certain nombre d’éléments suggerent que des cofacteurs peuvent aussi
étre impliqués. En effet, nous avons vu que la PrP interagit avec différents partenaires dans
son environnement, en particulier des partenaires glycosylés. Ainsi, la localisation
subcellulaire de la protéine prion au niveau des rafts lui permet d’interagir avec des

glycoconjugués tels que les glycolipides et les GAGs (figure 29).
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Figure 29: Au sein des rafts, la protéine prion intéragit avec des glycoconjugués de type
gangliosides et GAGs.

L’interaction de la protéine prion avec les GAGs repose sur les charges portées par le
partenaire glycosylé. En effet, ces polyanions interagissent avec la PrP par I’intermédiaire
des charges négatives de leurs groupements sulfates. Ces sulfates diminueraient la capacité
de la PrP a former des fibrilles et favoriseraient ainsi 1’isoforme PrP° (Diaz-Nido et al.,
2002). De plus, des expériences de cure de la PrP par des analogues de GAG dont le niveau
de sulfatation est finement déterminé montrent que la sulfatation des GAGs est un élément
central dans la pathogénese des ESST (Barret et al., 2005 ; Ouidja et al., 2007 ; Schonberger
et al., 2003). Enfin, certains travaux font état d’une altération du métabolisme des GAGs

chez des individus atteints d’ESST. En effet, des métabolites de GAGs ont ét€ mis en
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évidence non seulement dans 'urine de patients souffrant de MCJ, mais aussi dans ’urine

d’animaux malades (Mayer-Sonnenfeld et al., 2005).

,,,,,,

I’équipe d’A. Taraboulos dans des cellules N2a infectées (ScN2a) : ces cellules soumises a
I’action de I’héparinase III montrent une diminution forte du titre de PrPSC, contrairement a
des cellules soumises a 1’action de la chondroitinase ABC (Ben-Zaken et al., 2003). Par
contre, HS et CS peuvent restaurer la présence de la PrP*° aprés un traitement au chlorate qui
inhibe jusqu’a 96 % de leur sulfatation (Greve et al., 1988), ce qui suggere que les CS ont
également un role. Les auteurs suggerent que les CS peuvent jouer un role identique aux HS
dans les cellules si celles-ci les expriment fortement, ce qui n’est pas le cas des cellules N2a
dans lesquelles les HS sont fortement majoritaires (Ben-Zaken et al., 2003).

Des travaux menés par la méme équipe mettent en évidence que les GAGs de type HS
auraient également un role de récepteur pour les particules de prion infectieuses dans les
cellules N2a, CHO-K1 et GT1-1. En effet, 1’élimination des HS, I’inhibition de leur
sulfatation, ou encore une compétition avec des glycannes sulfatés inhibent la liaison des

particules infectieuses, mais aussi leur internalisation (Horonchik et al., 2005).

Des études ont été engagées dans mon laboratoire d’accueil (UMR-INRA 1061 /
Université de Limoges) et concernent I’analyse des modifications d’expression des genes liés
a la glycosylation lors du processus infectieux observé dans les maladies a prion. Les
analyses ont été réalisées dans un premier temps sur une lignée cellulaire murine dérivée de
I’hypothalamus (lignée GT1-7). Dans ce modele cellulaire, il a été mis en évidence une
altération prononcée de I’expression de deux genes (ChGnl et Chst8), intervenant
respectivement dans 1’orientation préférentielle de la syntheése des glycosaminoglycannes
vers la synthese de chaines de chondroitine (figure 23), et dans la sulfatation en position 4-
OH des résidus GalNAc. Lorsque I’on traite des cellules GT1 infectées avec le HM2602, un
« agent curant » de type héparane mimétique, le signal PrP*° disparait dans les cellules, mais
seule I’expression du géne Chst8 évolue vers des valeurs équivalentes a celles observées pour

les cellules témoins (figure 30) (Barret et al., 2005).
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Figure 30 : Expression du gene Chst8 dans les cellules GT1 et Sc-GT1 au cours de la réversion par
un agent curant, le HM2602.

Des cellules Sc-GT1 non traitées par le HM2602 présentent une sous expression du gene ChstS. Apres
144 heures de traitement, 1’expression du gene retrouve une valeur de base légerement sur exprimée.
Dans des cellules controles GT1, I’emploi du HM2602 n’engendre pas de modification de 1’expression
du gene.

L’analyse par Western-Blotting révele que I’agent HM2602 a fait disparaitre le signal PrP% apres 144h
de traitement dans les cellules Sc-GT1. D’apres Barret et al. (2005).

La sous-expression du gene Chst8 est donc liée a la présence de la PrP%¢ dans les
cellules GT1-7. Cependant, le role de Chst8 demeure flou. En effet, si ’enzyme codée par ce
gene, la GalNAc-4-ST1, a été décrite comme une sulfotransférase golgienne de type II dont
I’activité s’exerce sur la position 4-OH des résidus GalNAc, la spécificité de son substrat est
ambigué. Les travaux d’Okuda et al. (2000) et de Xia et al. (2000) ont montré que cette
enzyme est impliquée dans la sulfatation des glycannes portés par les N-glycoprotéines, et en
particulier la lutropine. Cependant, au vu des homologies de séquence qui existent entre les
différentes carbohydrate-sulfotransférases, en particulier au niveau du domaine catalytique, il
semblerait que la région tige de I’enzyme soit le support de la spécificité de substrat. Cette
hypothése est en accord avec les résultats de Xia et al. (2000) qui mettent en évidence une
forme tronquée de I’enzyme humaine, dépourvue de région tige. Cette forme aurait une
activité envers les GAGs a motif chondroitine. Les résultats de Barret et al. (2005) mettent
quant a eux en évidence 1’existence d’une forme non golgienne de I’enzyme murine (figure

28) qui serait localisée dans ’espace péri-cellulaire proche de la membrane plasmique, et
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dans les neurites. Cette localisation extra-golgienne implique que la protéine est amputée de
son domaine transmembranaire, et rend possible une activité envers les CS.
Ce contexte m’a amené a me poser un certain nombre de questions auxquelles j’ai

voulu apporter des éléments de réponses au cours de mon travail de these.

Quels liens de causalité existent entre I’expression de Chst8 et le(s) processus de
transconformation ?

Les résultats de Barret et al. (2005) mettent en évidence qu’il existe un lien de
concomitance entre 1’accumulation de la protéine prion scrapie PrP% et la modification de
I’expression du gene Chst8 dans le modele cellulaire GT1. Cependant, cet évenement est-il
propre au modele GT1 ou bien se produit-il dans d’autres modeles cellulaires, et existe-il un
lien de dépendance entre ces deux évenements ? Afin de répondre a ces deux questions, j’ai
choisi de travailler sur la lignée MOv, modele cellulaire issu de souris transgéniques tg338
tres sensibles a I’agent de la tremblante (Archer et al., 2004). Celles—ci constituent un modele
d’étude particulicrement adapté puisqu’elles surexpriment le variant VRQ de la protéine
prion ovine, ce qui les rend trés sensibles a 1’agent de la tremblante (127S), et n’expriment
pas la PrP murine, ce qui élimine les artéfacts liés a cette protéine. Les cellules sont mises en
contact avec un inoculum constitué d’un extrait de cerveau infectieux, puis repiquées cinq
fois successivement. L’expression du géne ChstS est alors mesurée et corrélée a 1’apparition

de la PrP*,

Quelle est la part de l1a PrP dans la dérégulation du gene Chst8 ?

Les résultats observés suite a ’infection par un extrait de cerveau sont-ils liés a la
présence de la PrP> uniquement, ou bien sont-ils liés 4 un facteur autre, présent dans 1’ extrait
de cerveau infectieux seul ? Afin de répondre a cette question, j’ai réalisé un contact des
cellules MOv avec une protéine prion recombinante purifiée sous conformations o et
B, mimant respectivement les protéines PrP® ou PrP. Lors des cing repiquages successifs,

j’ai analysé 1’apparition de la PrP™ par western blotting et mesuré 1’expression du géne

Chst8.
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Qu’en est-il de I’expression d’autres genes impliqués dans le métabolisme des
GAGs et de leur sulfatation ?

L UMR 1061-INRA est un laboratoire spécialisé dans la glycobiologie et dispose de
technologies novatrices, développées en collaboration avec la société Applied Biosystems,
permettant d’analyser 1’expression de I’ensemble des geénes liés aux processus de
glycosylation. Parmi ceux-ci, 41 genes présentent une activité li€ée a la synthese, la
dégradation, la déacétylation et la sulfatation des glycosaminoglycannes. J’ai donc réalisé
Ianalyse de ces 41 genes en parallele dans les cellules MOv inoculées par la PrP® et la prP?

et j’ai étudié leur profil d’expression tout au long de I’expérience.

Quel est 'impact de I’expression du gene Chst8 sur la sulfatation des GAGs et
sur le processus de transconformation de la PrP ?

La protéine PrP* est thermodynamiquement plus stable que la protéine PrP°
(Baskakov et al., 2001). Cette derniere, pour étre maintenue dans sa conformation cellulaire,
pourrait nécessiter des cofacteurs, parmi lesquels les GAGs pourraient étre des candidats
sérieux. En effet, ceux-ci, en interagissant avec la PrP pourraient la stabiliser (Caughey et
Baron 2006). En me basant sur 1I’hypothese de 1’existence d’un code de sulfatation des GAG
(Habuchi et al., 2004), qui serait un pré-requis pour une interaction stabilisant la PrP°, je me
suis interrogé quant a I’impact de I’expression du gene Chst8, premierement sur la sulfatation
des chondroitines, et deuxiemement, sur I’implication de sa dérégulation dans 1’apparition de
I’isoforme PrP*°. Afin d’élucider ces deux questions, j’ai créé des lignées cellulaires MOv
dont I’expression du gene Chst8 est altérée par un systeme d’ ARNsi spécifique. J’ai ensuite
entrepris la caractérisation de ces cellules sur le plan phénotypique, mais aussi moléculaire,
puisque j’ai étudié I’'impact de la sous-expression de Chst8 dans les cellules MOv, sur la
quantité de GAGs sulfatés, en particulier de chondroitines, mais aussi I’impact sur la protéine

prion elle-méme.
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Chapitre I : Analyse de I’expression des genes impliqués dans le
métabolisme des glycosaminoglycannes au cours du processus de

transconformation de la PrP.
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I- La conversion de PrP¢ en PrP™ est associée a des modifications d’expression de

genes impliqués dans le métabolisme des glycosaminoglycannes

Les travaux de Barret ef al. (2005) ont mis en évidence une dérégulation du gene
Chst8 dans des cellules GT1 infectées de facon chronique par la PrP%. Afin de
comprendre I'implication de la dérégulation de ce gene au cours du processus de
conversion, nous avons choisi d’infecter une lignée cellulaire, et de suivre I’évolution du
taux de transcrits de Chst8 en parallele de I’accumulation de PrP*. Les cellules GT1
employées précedemment étant difficiles a infecter, et les seules souches de prion
auxquelles elles sont sensibles étant des souches adaptées aux rongeurs, il ne nous a pas
paru opportun de les utiliser pour notre étude. Les cellules MOv quant a elles
surexpriment 6 fois la protéine prion ovine, ce qui permet de s’affranchir du phénomene
de barriere d’espece, et les rend tres sensibles a un agent infectieux naturel, la souche
1278S.

Nos travaux mettent en évidence une dérégulation précoce de Chst8: une sous-
expression du géne quand la formation de PrP*° est induite par 1’agent infectieux naturel

V()

(sous forme d’un broyat de cerveau), une sur-expression quand la formation de PrP™ est

induite par une protéine prion recombinante purifiée sous conformation B. Ces résultats

rcs

suggerent que si la PrP seule est capable d’induire a la fois I’apparition de PrP™ et de
moduler I’expression de Chst8, les différences observées (sur-expression dans un cas,
sous-expression dans I’autre), suggerent la présence de cofacteurs dans le cerveau qui
pourraient avoir une implication dans le processus de conversion. Il nous a paru judicieux
d’étendre I’analyse a I’ensemble des genes impliqués dans le métabolisme des GAGs
dans les cellules infectées par la protéine recombinante. Il apparait que nombre d’entre
eux subissent des modifications, liées a ’apparition de la PrP™. Cependant, I’utilisation
d’une protéine recombinante sous conformation ¢ induit également 1’apparition de PrP™,
mais celle-ci disparait rapidement. Nous mettons ainsi en évidence que I’expression
chronique de PrP™ est un phénomeéne qui se déroule en deux phases: la premiére

rcS

consiste en la conversion de PrP® en PrP™, la seconde en I’expression chronique de
PrP™. Ces deux étapes sont associées a I’expression de six geénes, qui varient
spécifiquement en fonction de la protéine recombinante utilisée, et donc de la présence a

long terme ou non de PrP™ dans les cellules.
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L’ensemble de ces résultats est décrit dans 1’article intitulé « PrP/PrPres conversion
is associated with modifications of the expression of gene encoding enzymes involved in
glycosaminoglycan metabolism. » Cet article a été soumis au Journal of Biological Chemistry,

le 19 mai 2009.
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II- Analyse de I’expression du géne Chst8 dans la lignée MOv exprimant la PrP*® de

facon chronique

L’expression du gene Chst8 est dérégulée dans le modele cellulaire MOv, au cours des

1eS

premiers stades d’apparition de la PrP™". Ces modifications sont induites par une souche
naturelle de prion (127S) ou par une protéine prion recombinante sous conformation ¢ ou [3.
Bien que la réponse a ces deux types d’inducteurs soit différente (sous expression de Chst8
induite par la souche 1278S, sur expression induite par la PrP recombinante quelle que soit sa
conformation), la formation de PrP™ se produit avec les deux types d’inducteurs de
conversion utilisés. Pourtant, 1’expression chronique de PrP™ n’est observée qu’avec la
souche 1278 et la PrP recombinante en conformation riche en feuillets 3.

Nous avons étudié I'expression du gene Chst8 dans les cellules MOv exprimant
fortement et de facon chronique la PrP%, soit 15 repiquages apres leur inoculation avec la
souche 127S. Le gene est a nouveau sous exprimé, puisque nous avons mesuré une
diminution du taux de transcrit d’un facteur 43 par rapport aux cellules témoins. Ceci est
cohérent avec ce qui a été observé dans le modele GT1 (Barret et al., 2005), ou I’expression
du geéne Chst8 est également diminuée (-17) quand les cellules expriment de fortes quantités
de PrP* de facon chronique. Cependant, ces résultats soulevent la question suivante : quel

mécanisme interne 2 la cellule exprimant PrP* permet la sous expression tardive de Chs8 ?

1. Matériel et méthodes

Pour ces travaux les cellules MOv ont subi 15 repiquages successifs apres avoir été en
contact avec I’inoculum, un extrait de cerveau contenant la souche de prion 1278S.

L’immunodétection par western blot ainsi que la quantification des transcrits de Chst8
font appel aux techniques décrites préalablement dans 1’article précédent.

La quantification des GAGs sulfatés a été réalisée en suivant la méthode décrite par
Barbosa et al. (2003) mais avec quelques modifications. Les cellules MOv a confluence sont
rincées deux fois dans du PBS avant d’étre décollées par grattage dans 6 mL de PBS. Elles
sont récupérées et centrifugées pendant 5 min a 2 000xg. Les culots sont remis en suspension
dans un 1 mL de tampon de lyse (K,HPO, 100 mM pH 8,0 ; Triton X-100 1% (v/v)) et
incubés 10 min a 4°C. Les lysats sont centrifugés 30 min a 13 000xg pour éliminer I’ADN
génomique. Une digestion par la protéinase K (50 pg/ul) de ces lysats est ensuite réalisée
pendant 24 h a 56°C. Apres inactivation de la PK par dénaturation pendant 10 min a 100°C,
les échantillons digérés sont filtrés a travers des cartouches Ultrafree-MC (Millipore,
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Bedford, MA), afin d’éliminer I’ADN résiduel. Des échantillons de 25 pL sont traités a la PK
et utilisés pour déterminer la quantité de GAGs sulfatés totaux : ils sont additionnés a 1 mL
de solution de complexation (DMMB 34 mg/L dissous dans une solution contenant de
I’éthanol a 5%, GuHCI 0.2 mM, formate de sodium 2% et acide formique 0.15 %). Les
mélanges réactionnels sont agités vigoureusement pendant 30 min puis centrifugés 30 min a
13 000xg. Les culots contenant les complexes insolubles GAG-DMMB sont dissous par
agitation forte dans 1 mL de solution de décomplexation (Acétate de sodium 50 mM pH 6.8,
GuHCI 4M, propan-1-ol 10% (v/v)). Pour évaluer la quantité de chondroitine sulfate présente
dans les échantillons, les héparanes sulfates ont été éliminés : 100 puL des lysats filtrés sont
incubés pendant 1h dans 100 pL de nitrite de sodium 5% (p/v) et 100 pL d’acide acétique a
33% (v/v). La réaction est arrétée par addition de 100 pL de sulfamate d’ammonium a 12,5%
(p/v). Une fraction de 100 pL est complexée au DMMB selon le protocole décrit ci-dessus.
L’absorbance de ces mélanges décomplexés est mesurée a 656 nm, et la quantité de GAG
totaux ou de chondroitine sulfate a été calculée a partir d’une courbe de calibration réalisée
avec des mélanges en quantités égales de chondroitine sulfate A, C et D. Les résultats sont

exprimés en ng de GAGs / pug de protéines dans chaque échantillon.

2. Résultats

L’analyse des cellules MOv inoculées avec un extrait de cerveau contenant la souche
127S (figure 31A) montre qu’aprés 15 repiquages, un important signal PrP* (apres digestion
PK) est détecté. Ces cellules expriment donc la PrP% de facon chronique. La quantification
du taux de transcrits de Chst8 par PCR quantitative met en évidence une forte sous
expression (-43.4 + 6.7) du gene dans ces cellules Sc-MOv, en comparaison avec les cellules
C-MOyv, inoculées par un extrait de cerveau sain (figure 31B). Afin d’évaluer I'impact de
cette sous-expression sur les GAGs sulfatés présents dans la MEC, leur quantité a été
mesurée (figure 31C). Une augmentation de 36% des GAGs sulfatés totaux est mise en
évidence dans les cellules Sc-MOv, dans lesquelles la part des CS est diminuée par rapport

aux cellules C-MOv (Figure 31D), et la part des HS est augmentée.
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Figure 31 : Détection de la PrP%, taux de transcrits de Chst8 et quantités de GAGs
sulfatés dans les cellules C-MOv, et Sc-MOv, 15 repiquages apres inoculation. A.
Détection de PrP° et PrP* par western blotting dans les cellules C-MOv et Sc-MOv. Les
échantillons, correspondant a 25 pg (échantillon non digéré PK) et 100 pg (échantillon
digéré PK) d’extraits cellulaires protéiques, ont été résolus dans un gel SDS-PAGE a 12%.
La détection de la PrP a été réalisée a 1’aide de I’anticorps SAF 84 (67 ng/mL). (-): non
traité; (+): digéré a la PK. B. Quantification des taux de transcrits de Chst8 dans les
cellules C-MOv et Sc-MOv. La variation relative observée au niveau des quantités
d’ARNm entre les cellules Sc-MOv et C-MOv a été mesurée en utilisant une sonde
TagMan et 60 ng de ADNc. Les valeurs représentent la moyenne de 9 mesures
effectuées sur 3 cultures indépendantes. C. Quantification des GAGs sulfatés dans
les cellules C-MOv () et Sc-MOv . Les mesures ont été réalisées en suivant le
protocole décrit par Barbosa et al. (2003), sur trois cultures cellulaires
indépendantes. La significativité des résultats a été déterminée par une analyse
ANOVA (n=6, *:p<0.05; ** :p<0.01; NS: non significatif). D. Pourcentage des CS
et HS.
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3. Conclusion

L’analyse de I’expression du gene Chst8 dans des cellules MOv exprimant de facon
chronique la PrP*° met en évidence une dérégulation tardive du géne, accompagnée de
modifications de la composition en GAGs sulfatés de la MEC. Ces résultats confirment un
lien entre la dérégulation de Chst8 et la composition de la MEC.

Comparés aux résultats obtenus sur la lignée GT1 exprimant la PrP* de facon
chronique (Barret et al., 2005), dans laquelle Chst8 est sous exprimé d’un facteur 17, ces
résultats sont logiques.

Cependant, nos premieres analyses ont mis une évidence une dérégulation précoce du
gene Chst8 au cours du processus de conversion, avec un retour a des valeurs de base apres
cinq repiquages. Pourquoi I’expression Chst8 est-elle de nouveau dérégulée apres quinze
repiquages ? Une hypothese pour expliquer ce phénomene est la suivante : I’accumulation de
fortes quantités de PrP dans les cellules, aprés un grand nombre de passages pourrait
s’accompagner d’une forte proportion de formes infectieuses libres dans le milieu, mais
également dans les différents compartiments cellulaires. Ainsi, une partie de la PrP"
endogene nouvellement formée jouerait le méme role que la PrP> exogéne apportée par
I’inoculum, provoquant a nouveau la dérégulation de Chst8. Afin d’étayer cette hypothese,
une analyse de I’expression du gene a des repiquages intermédiaires est nécessaire. Elle
renseignerait quant au moment précis auquel se produit cette nouvelle dérégulation. Une
analyse parallele de I’accumulation de PrP* dans les cellules, mais surtout sa présence dans
le milieu de culture ainsi que dans différents compartiments de la cellule, permettrait
également de corroborer cette théorie. Enfin, une analyse précise de la composition des
GAGs sulfatés permettrait quant a elle de mieux comprendre le réle de la MEC dans le

processus d’expression chronique de PrP*°.
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Chapitre II : Analyse de ’'impact de la modulation de I’expression
du gene Chst8 sur la transconformation de la PrP : création et

caractérisation préliminaire de nouvelles lignées cellulaires.
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Les résultats décrits dans le chapitre I suggeérent une implication de la matrice

V()

extracellulaire dans le processus de conversion de la PrP® en PrP™. En effet, les genes
impliqués dans le métabolisme et la sulfatation des GAGs, composants majeurs de la MEC,
subissent des modifications de leur expression associées a 1’apparition de la PrP™. En
particulier, les analyses réalisées sur la lignée MOv suggerent une implication précoce du
gene Chst8, qui subit une dérégulation des le contact avec la protéine infectieuse. Afin
d’étudier plus précisément son role dans I’ apparition de la PrP%, des lignées cellulaires MOv
qui sous-expriment de facon stable le gene Chst8 ont été créées par 1’utilisation d’un systeme
rétroviral. Ce systeme a permis d’insérer de facon stable dans le génome des cellules, une
séquence d’ADN codant un ARNsh spécifique de Chst8. Les premieres analyses ont porté
sur la sélection des clones et la caractérisation des nouvelles lignées, et mettent en évidence
une modification de la quantit¢ de GAGs dans les cellules, ainsi que des perturbations
métaboliques qui se traduisent par une morphologie différente, une vitesse d’adhérence
altérée, et des caractéristiques de la protéine prion modifiées. Cependant, ce travail reste a
approfondir afin de déterminer 1’action précise de Chst8 envers les GAGs. Ces lignées
pourront alors servir d’outil pour étudier I’impact de I’expression du gene Chst8 sur la vitesse

de conversion de la PrP.

I- Matériel et Méthodes
1. Modeles biologiques

Deux lignées cellulaires ont été utilisées pour cette partie du travail. Il s’agit de la
lignée MOv, déja décrite dans I’article précédent, et de la lignée HEK 293T. Cette lignée
correspond a des cellules embryonnaires rénales humaines (HEK : Human Embryonnic
Kidney) modifiées afin d’exprimer I’antigene T du virus SV (Simian Virus) 40. La présence
de cet antigene permet a ces cellules de répliquer un ADN viral avec une bonne efficacité
(Patel et Tikoo 2006). Ces cellules, fournies par E. Julien (Institut de Génétique Moléculaire,
UMR 5535 /IFR 122 CNRS Montpellier) sont cultivées a 37°C (5% CO2 ; 95 % d’humidité)
dans un milieu DMEM (Sigma) supplémenté de SVF (Hyclone) 10% (v/v), de Pénicilline /
Streptomycine (5.10'2 mg/mL final) et de L-Glutamine (2mM final).

2. Création de lignées MOv sous-exprimant le gene Chst8
a. Choix de la séquence cible et insertion dans le vecteur
La séquence cible du gene Chst8 a été choisie en utilisant la banque de données

disponible sur le site http://codex.cshl.edu/scripts/newmain.pl. Ce site répertorie ou recherche
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une séquence nucléotidique capable d’éteindre spécifiquement un gene d’intérét. Dans le cas
du gene Chst8, une séquence cible 5’-GACTCGGATGGATGCTTTA-3" a été retenue car
son efficacité avait deja été testée. Un oligonucléotide, comprenant cette séquence répétée de
maniere palindromique autour d’une séquence permettant la formation d’une boucle et suivie
d’une séquence de polyadénylation : 5-
GATCCG/GACTCGGATGGATGCTTTA/AAGTTCTCT/TAAAGCATCCATCCGAG

TC/CTTTTTTACGCGTG-3’ a été synthétisé. Cette séquence sous forme double-brin a été
insérée dans le vecteur RNAi Ready pSIREN-RetroQ (Clontech). Apres la transcription dans
le systtme eucaryote hote grace a un promoteur de type pU6 spécifique de I’ARN
polymérase, I’hybridation des deux séquences palindromiques permet la formation d’une
épingle a cheveux, formant ainsi un ARNsh (small hairpin). Celui-ci se comporte comme une
molécule d’ARNsi capable de porter I’information de I’extinction spécifique d’un gene. Le

vecteur utilisé possede un gene de résistance a la puromycine comme marqueur de sélection.

b. Synthese des rétrovirus

La synthese des particules virales a été effectuée dans la lignée HEK 293T. Les
cellules sont cotransfectées avec trois plasmides : le vecteur RNAi Ready pSIREN-RetroQ
contenant la séquence cible de Chst8, et les plasmides p182, codant les genes gag et env
(responsables de 1’encapsidation), et p183 codant le geéne pol (polymérase). Une solution
contenant 3ug de plasmide d’intérét, 1 ug de plasmide p182 et 1 ug de plasmide p183 dans
250 pL de NaCl (150 mM) est réalisée et incubée 20 minutes a température ambiante avec
une seconde solution de 250 uL de NaCl (150 mM) contenant 1’agent transfectant : le Jet-
Pei™ (3uL / ug d’ADN). Ce mélange est ensuite dilué avec 5 mL de milieu de culture
complet préparé puis mis au contact de cellules HEK 293T a 80% de confluence dans des
boites de cultures de 10 cm de diametre. Apres 4h d’incubation a 37°C le surnageant de
culture est éliminé et remplacé par 10 mL de milieu de culture frais. Afin d’augmenter
I’efficacité de la production virale, une seconde transfection identique est réalisée 24h plus
tard. Apres 48 heures de production des particules virales, le surnageant est récupéré, filtré,

fractionné en aliquotes de 2mL et stocké a -80°C.

c. Infection de la lignée MOv
Le milieu de culture contenant les particules virales est décongelé et homogénéisé
dans un volume final de 5 mL de milieu complet, contenant 4ul. de polybrene ® (1,5-

diméthyl-1,5-diazaundecaméthyleéne polymethobromide, hexadiméthrine bromide), molécule
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neutralisant la répulsion due aux charges entre le virion et les acides sialiques de la
membrane cellulaire (Davis et al., 2004). Les cellules MOv a 80% de confluence en boite de
culture de 10 cm de diametre sont mises en contact avec ce milieu d’infection pendant 12h, a
I’issue desquelles le milieu est éliminé et remplacé par 10 mL de milieu frais. Apres 24h, la
sélection par la puromycine (10 pg/ mL) débute afin d’isoler les cellules infectées par le
rétrovirus. Ces cellules forment des clones qui sont isolés en plaques 12 puits dans un
premier temps, puis mis en culture dans des boites de 10 cm de diametre. La pression de

sélection est maintenue jusqu’a ce que les clones soient caractérisés.

3. Caractérisation des clones obtenus
a. Analyses biochimiques et moléculaires
Une premiere analyse des clones obtenus a consisté en la mesure de la quantité
relative de transcrits de Chst8, la mesure de la quantité de GAGs sulfatés, la détection de la
protéine prion dans ces cellules et la détermination de la résistance a la PK ou non. Les
protocoles correspondant a ces travaux ont été préalablement décrits dans le chapitre 1. Enfin,

les différences phénotypiques qui existent entre les clones ont été observées.

b. Analyse phénotypiques

Afin d’évaluer les différences phénotypiques entre les différents clones sélectionnés,
ceux-ci ont été ensemencés 2 densité égale (200 000 cellules viables par flasque de 25 cm?).
Des clichés photographiques ont été réalisés aux temps T= 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h,
144h et 168h a I’aide d’un microscope inversé Olympus IMT-2, grossissement x100. La
longueur des axones a été mesurée (en nombre de pixels) aux temps t=48h a 1’aide du logiciel
Photoshop CS3 extended (Adobe) sur 15 cellules. Leur longueur relative a été déterminée par
rapport a la moyenne des longueurs des axones témoins, arbitrairement établie a 1. Le
dénombrement des neurites a été réalisé sur 20 cellules. Une analyse statistique de type

ANOVA permet de confirmer ou non la significativité des résultats observés.

II- Résultats
1. Sélection des clones sous exprimant le gene Chst8
L’infection rétrovirale de cellules MOv dans le but d’insérer la séquence codant un
ARNsh spécifique de Chst8, sous la dépendance d’un promoteur rétroviral humain de type

U6, a permis de sélectionner 12 clones, apres traitement par la puromycine.
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Afin d’évaluer I’effet de I’insertion dans le génome de la séquence codant I’ARNsh,
la quantité de transcrits de Chst8 a été mesurée, deux repiquages apres 1’isolement des clones
(figure 32). Les 12 clones testés ont une expression du gene Chst8 dérégulée vers la sous-
expression, ce qui confirme I’efficacité de la séquence codant I’ARNsh. De plus, les 12
clones ne présentent pas des niveaux équivalents de sous expression : celle-ci s’étend d’un
facteur -16 + 1.86 pour le clone 12 a -267 £+ 28 pour le clone 5, les autres clones ayant des

valeurs de sous expression intermédiaires.

Cellules exprimant I’ARNsh

Cellules
témoins 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
50 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

-50 4

-100

-150

-200

-250

-300

Niveau relatif de transcrits de Chst8
(cellules infectées par I’ARNsh vs. cellules témoins)

-350

Figure 32 : Expression relative du gene Chst8 dans les cellules exprimant ’ARNsh spécifique de
Chst8.

Les mesures du taux d’expression relatif du gene Chst8 ont été réalisées sur les différents clones deux
repiquages apres 1’isolement des clones, et les valeurs ont été normalisées en utilisant le gene Thp (Milhiet
et al., 1998).

Parmi les 12 clones, cinqg (clones 1 a 5) ont été sélectionnés pour leur niveau de sous-
expression croissant de Chst8. La stabilité de ces clones a été testée au cours de 20
repiquages successifs réalisés sans pression de sélection. Des le cinquieme repiquage, la
sous-expression du gene se stabilise (table 11). L’écart-type important observé pour le clone
4 est 1ié au fait que le gene est si peu exprimé que le niveau de fluorescence de la sonde se

situe au seuil de détection de 1’appareil utilisé.
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Tableau 11 : Expression relative du géne Chst8 dans les clones MOv apres cing repiquages

Clones Expression relative de ChstS
1 -2,76 £ 0,35
2 -282 +91
3 -651 £ 99
4 -998 + 664
5 -104,62 £ 29,19

2. Impact de la sous-expression de Chst8 sur les GAGs
Afin d’étudier les caractéristiques des cellules obtenues, et surtout I’impact de la
sous-expression du gene Chst8 sur la quantité de GAGs sulfatés dans les cellules, leur
quantité et en particulier celle des chondroitines présentes a été mesurée (figure 33A). Les
clones 1 et 4 montrent des quantités de GAGs sulfatés équivalentes a celle présentes dans les
cellules témoins. Les clones 2, 3 et 5 présentent des quantités de GAGs significativement

réduites de facteurs 1,9, 4,2 et 1,75 respectivement.

3. Impact de la sous-expression de Chst8 sur la protéine prion

Au vu du lien fort déja décrit entre la protéine prion et les GAGs, en particulier les
chondroitines sulfate, I'impact de la sous-expression de Chst8 sur la protéine prion a été
observé en analysant son profil électrophorétique (figure 33C). Si les clones 1 et 3 ne
montrent pas de modifications marquées du profil électrophorétique de la PrP, I’intensité du
signal, calculée par densitométrie et normalisée par Tflld, est beaucoup plus faible que dans
les cellules témoins (tableau 12). Les clones 2, 4 et 5 présentent quant a eux des profils tres
différents de ceux observés pour les cellules témoins, donnée confirmée par 1’analyse
densitométrique portant sur le pourcentage de différentes glycoformes (tableau 13). De plus,
les intensités des signaux dans les clones 2 et 4 sont treés faibles puisqu’elles ne représentent
respectivement que 5,3% et 25,5% de I’intensité du témoin. Ces deux clones possedent une
proportion de forme bi-glycosylée supérieure a celle des témoins (tableau 13). Enfin, le clone
5 possede une répartition des différentes glycoformes différente de celle des cellules témoins
avec une forme non-glycosylée fortement majoritaire (51,8%) et une forme mono-glycosylée

moins représentée (31,2%).
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Figure 33 : Caractérisation préliminaire des cellules MOv exprimant I’ARNsh spécifique de

Chst8.

A : Quantification des GAGs sulfatés totaux (@) et des chondroitines sulfates (
de cellules MOv exprimant I’ARNsh spécifique de Chst8. Les lettres a et b correspondent a des
populations statistiquement différentes au risque de 0,05. B : Taux relatif de transcrits de Chst8 dans
les cellules MOv. C : Immunodétection de la protéine prion sur un lysat de 25ug de protéines totales.
La protéine prion est détectée par I’anticorps SAF84 (SPIbio), TfIId par un anticorps Sc-204 (Santa-

Cruz Biotechnologies Inc).

Toutes les analyses présentées ont été effectuées au 1

3éme

repiquage.
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Tableau 12 : Intensité relative du signal PrP dans les différents clones exprimant I’ARNsh spécifique de
Chst8

Population cellulaire Témoins Clone 1 Clone 2 Clone 3 Clone 4 Clone 5

Intensité du signal (%) 100 36,2 5,3 42,3 25,5 68

Tableau 13 : Distribution des différentes glycoformes de la PrP dans les cellules exprimant I’ARNsh
spécifique de ChstS8.

Glycoforme Témoins Clone 1 Clone 2 Clone 3 Clone 4 Clone 5
Bi-glycosylée 19,2 % 19,5 % 35,5 % 23,9 % 29,8 % 17 %
Mono-glycosylée 43,4 % 38,1 % 42,5 % 47,5 % 51,6 % 31,2 %
Non-glycosylée 37.4 % 42,4 % 22 % 28,6 % 18,5 % 51,8 %

4. Impact de la sous expression de Chst8 sur la morphologie des cellules MOv
Afin de visualiser ’effet de la sous-expression de Chst8 sur la morphologie des
cellules MO, les différents clones de cellules MOv sous exprimant Chst8 ont été cultivés
dans les mémes conditions, et des clichés photographiques ont été réalisés a différents temps

de la croissance : 12h, 24h, 48h, 72h et 96h apres ensemencement.

Les clichés (figure 34) montrent que la durée de la phase d’adhérence des cellules
MOv est modifiée quand I’expression du gene Chst8 est altérée. Chaque clone présente une
proportion de cellules adhérées tres supérieure a la population contrdle 12h apres

I’ensemencement (tableau 15).

Tableau 14 : Proportion de cellules adhérées 12 heures aprés ensemencement.

Cellules Témoins Clone 1 Clone 2 Clone 3 Clone 4 Clone 5
Cellules adhérées (en %) 38 87 77 81 82 83
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Cellules témoins Clone 1 Clone 2

Figure 34 : Photographie optique des cellules MOv 12h apreés ensemencement.

Les cellules MOv adhérées se caractérisent par une coloration bleue foncée, et une forme étoilée due a la
présence de neurites. Les cellules non encore adhérées ne présentent pas la méme réfringence et sont donc
blanches, et sont dépourvues de neurites. Grossissement x10. L’inoculum est réalisé avec 200 000 cellules
viables pour chaque population

Ces différences importantes de la vitesse d’adhérence cellulaire suggerent des
changements physiologiques importants des cellules. Afin de confirmer ces variations, une
analyse de la morphologie des cellules (longueur des axones et nombres de neurites, deux
caractéristiques importantes des cellules neuronales) a été réalisée 48 heures apres
ensemencement, temps pour lequel les cellules sont tres peu confluentes, mais suffisamment
adhérées pour permettre des mesures précises et de confiance (figure 34). Le nombre, la
morphologie et la localisation des dendrites, permettent de différencier différentes familles de
neurones (Tritsch et al., 1998). La mesure de la longueur relative des axones met en évidence
que les clones 1, 2 et 5 subissent des variations significatives (p<0,001), comparativement
aux cellules témoins. Les clones 3 et 4 ne présentent quant a eux pas de différence
significative (figure 36 A).

Le dénombrement du nombre de neurites met lui aussi en évidence des modifications
profondes de la physiologie des cellules MOv, lorsqu’elles expriment I’ ARNsh spécifique de
Chst8. En effet, une augmentation significative (p<0,001) du nombre de neurites est observée
pour les cinq clones sous-exprimant Chst8 (figure 36 B). Ceci retentit sur la forme des
cellules : si les cellules témoins ont un corps cellulaire souvent triangulaire avec une axone et
deux dendrites, les cellules exprimant I’ARNsh spécifique de Chst8 ont quant a elle une
morphologie tres différente : les cellules du clone 1 ont une morphologie proche de celle du

témoin, mais avec des neurites plus nombreuses, et parfois un corps cellulaire étoilé ; les
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cellules du clone 2 présentent une grande hétérogénéité au niveau de la morphologie du corps
cellulaire, qui ne présente pas de forme prédominante, tout comme les cellules des clones 4 et

5 ; les cellules du clone 3 ont un corps cellulaire tres allongé (figure 35).

Cellules témoins

Figure 35: Aspect morphologique des cellules MOv 48 heures
apres ensemencement. (Grossissement x10)
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Figure 36: Caractéristiques morphologiques des cellules MOv 48 heures apres
ensemencement.

A : Longueur relative des axones des cellules MOv. La significativité des différences observées
entre les clones exprimant I’ARNsh spécifique de Chst8 et les cellules témoins a été déterminée
par une ANOVA n=90). B: Nombre de neurites des cellules MOv. La significativité des
différences observées entre les différentes populations a été déterminée par une ANOVA (n=120).
Les lettres a et b correspondent a des populations statistiquement différentes au risque de 0,001.

Enfin, des clichés des cellules a confluence (figure 37) montrent premierement que
celle-ci est atteinte a des temps différents : 120 h pour le clone témoin, 144 h pour les clones
1 et 2, 168h pour les clones 3, 4, et 5; deuxiemement que I’organisation des cellules a
confluence est différente selon les clones considérés. En effet, les cellules témoins sont

organisées en faisceaux directionnels bien ordonnés. Au contraire, les cellules issues des
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clones 1, 3, et 4 exprimant I’ARNsh spécifique de Chst8 ont une disposition beaucoup plus
anarchique, sans organisation en faisceau directionnels apparente. Seuls les clones 2 et 5
présentent des pseudo-faisceaux.

Cellules témoins — 120 Clone 1 — 144h Clone 2 — 144h
s P 5 RS o RN TR SO a7 NP1 TN =7, 3

¥ U AR

Clone 3 — 168h Clone 4 — 168h Clone 5 — 168h
BA 7o 7 ” ‘/,

Figure 37 : Morphologie des cellules MOv a confluence. (Grossissement x10)

III-  Discussion

De nombreuses études, ainsi que les travaux présentés dans le chapitre I, suggerent
que la composition de la matrice extra-cellulaire (MEC), en particulier les
glycosaminoglycannes et leur sulfatation, sont associés au processus de conversion de la
protéine prion (Barret et al., 2005 ; Ben-Zaken et al., 2003 ; Caughey et al., 2006 ;
Horonchik et al., 2005 ; Ouidja et al., 2007 ; Schonberger et al., 2003) et pourraient, de ce
fait, constituer les cofacteurs nécessaires a la stabilisation de la PrP® (Caughey et al., 2006).
En effet, la conformation de 1’isoforme PrP¢ est thermodynamiquement plus stable que celle
de la PrP° (Baskakov et al., 2001). L’existence supposée d’un code de sulfatation (Habuchi er
al., 2004), associé aux GAGs, ainsi que la dérégulation précoce du gene Chst8 dans les
cellules MOv exprimant la PrP™ pourrait perturber 1’équilibre de liaison de la PrP aux GAGs
que certains auteurs supposent liés a la conformation de la PrP (Yin et al., 2007). Ces
données nous ont conduits a créer des lignées cellulaires MOv dont I’expression du géne
Chst8 est modulée, permettant ainsi d’étudier I’'impact de la dérégulation du gene Chst8 sur
la conformation de la protéine prion.

Dans le but de reproduire les phénomenes observés (sous-expression du gene Chst8)
dans des cellules inoculées avec la souche naturelle de prion 127S, les cellules ont été

génétiquement modifiées par insertion stable dans le génome d’une séquence codant un
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ARNSsh capable de produire des ARNSsi spécifiques du gene cible. Le choix de I'insertion
stable de la séquence d’ARNsh par une infection rétrovirale a été dicté par la nécessité
d’obtenir des clones homogenes et stables dans le temps pour pouvoir procéder a des contacts
avec un agent provoquant la conversion de la PrP. Contrairement a 1’invalidation par
« knocking-out », I’extinction de ’expression d’un géne par des ARNsi est incomplete et
atteint au mieux 80 a 90 % d’inhibition du gene cible (Reynolds et al., 2004 ; Shi 2003 ;
Song et al., 2008). Cette caractéristique est un avantage dans de nombreuses situations,
puisqu’elle permet de s’affranchir de la 1étalité que peut entrainer une extinction complete
d’un gene. Ceci est d’autant plus applicable a la situation présente car des programmes
d’invalidation de genes codant des sulfotransférases ont abouti a une létalité du modele
affecté (Bullock et al., 1998 ; Habuchi et al., 2004). De plus, I’efficacité aléatoire des ARNsi
a permis d’obtenir des clones de cellules MOv dont le niveau d’extinction du geéne cible est
différent.

Les cinq clones sélectionnés ont des niveaux de sous expression du gene Chst8
variables (facteurs -2 a -1000) entre eux, mais stables pendant au moins 20 repiquages sans
pression de sélection, ce qui est une caractéristique importante pour un outil d’étude : la
molécule de sélection n’interagira pas avec l’inoculum, et les variations d’expression
observées ne pourront €tre imputées qu’a la présence de la PrP%.

L’étude préliminaire de ces différents clones a mis en évidence des perturbations
importantes au niveau moléculaire et biochimique, mais aussi phénotypique. Tout d’abord,
les résultats obtenus montrent que le produit du gene Chst8 semble avoir une action (directe
ou indirecte) envers les chondroitines, puisque leur quantité est affectée par sa sous-
expression. Ceci est en accord avec les travaux de Xia et al (2000) qui avaient montré qu’une
forme tronquée de 1I’enzyme humaine pouvait exercer une activité sulfotransférase envers les
chondroitines, et ce dans le milieu extracellulaire. De plus, les travaux de Barret et al (2005)
avaient mis en évidence la présence d’une forme non-golgienne chez la souris. Cependant,
les résultats présentés ici montrent qu’il n’y a pas de proportionnalité entre le facteur de sous
expression de Chst8 et la quantité de chondroitines sulfates mesurée. Ceci peut étre imputé
au fait qu’il existe d’autres enzymes dévolues a la sulfatation des chondroitines : les
chondroitine-4- et 6-sulfotransférases (C4ST-1 et C6ST-1) catalysent également le transfert
d’un groupement sulfate sur les positions 4 et 6 respectivement des résidus GalNAc des
chaines de chondroitines (Honke et Taniguchi 2002 ; Mizumoto et al., 2009 ; Silbert et
Sugumaran 2002). Dans le clone 4, ou le géne Chst8 présente un degré d’inhibition tres fort,

les autres chondroitines sulfotransférases prennent probablement un relais, expliquant une
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quantit¢ de GAGs sulfatés significativement mais faiblement moins présents que dans le
controle. De plus, la technique de quantification utilisée ne permet pas discriminer les CS-4
des CS-6, ni ne permet de déterminer si la modification observée est due a une diminution
globale de la sulfatation, ou bien a une diminution de la quantit¢ de GAGs de sulfatation
égale.

La modulation de I’expression du gene Chst8 modifie le profil électrophorétique de la
PrP. En effet, a la fois la répartition des différentes glycoformes, et ’intensité du signal sont
altérées. De telles modifications ont déja été rapportées dans le modele cellulaire bipolaire de
différentiation neuronale 1C11 (Ermonval et al., 2009). Les cellules différenciées dans une
voie noradrénergique présentent un glissement du profil vers des poids moléculaires plus
importants, avec une prédominance de formes bi-glycosylées. Ces changements au niveau du
profil sont associés a des modifications de I’expression du glycogénome, en particulier des
genes impliqués dans le métabolisme des GAGs, dont Chst8 qui est surexprimé d’un facteur
300 dans les cellules différenciées dans la voie noradrénergique. De plus, la modification du
profil est la plus importante dans la fraction de la PrP présente au sein des rafts, donc en
contact avec la MEC. Nos résultats, en association avec ceux d’Ermoval et al (2009),
constituent une preuve supplémentaire de I’implication des GAGs sulfatés de la MEC dans le
métabolisme de la protéine prion.

Les travaux de Macé et al (2002) mettent en évidence un rdle des chondroitines
sulfates (CS) et des kératanes sulfates (KS) dans la migration, 1’adhésion et la croissance des
cellules neuronales chez le rat (Mace et al., 2002). En particulier, une surexpression de
I’enzyme C6ST-1 facilite la migration des cellules de Schwann au cours de la croissance
axonale (Liu et al., 2006). Au contraire, chez le poisson-zebre, 1’extinction du gene codant
I’enzyme C4ST-1 provoque quant a elle des défauts au niveau de la formation des somites,
ainsi que des axones anormalement ramifiées, et mal positionnées (Mizumoto et al., 2009).
En effet, les GAGs sulfatés, en particulier les CS, sont des molécules régulatrices de la
plasticité, du guidage des axones et de la croissance neuronale au cours du développement et
de la régénération (Oohira et al., 2000b ; Snow et al., 1990b). De plus, les CS et les KS
promeuvent non seulement I’adhésion de cellules neuronales sur un substratum, mais aussi
I’élongation des neurites (Oohira et al., 2000a). Nos résultats sont en accord avec ces
données faisant état de modifications du métabolisme des CS se répercutant sur la
morphologie, 1’adhésion, la taille et la croissance des cellules. Ainsi, nos observations sur les
clones de cellules MOv exprimant I’ARNsh spécifique de Chst8 corroborent notre hypothese

selon laquelle Chst8 est impliqué dans le métabolisme des CS.
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IV-  Conclusion

Les résultats obtenus en provoquant une expression faible du gene Chst8 dans les cellules
MOv mettent indirectement en évidence I’implication du produit de ce gene, la Galnac4st-1
dans le métabolisme des GAGs. Si de nombreux éléments plaident en faveur d’une action sur
la sulfatation des chaines de CS, aucune preuve formelle n’a été apportée a ce sujet. Seule
une étude fine et précise de la composition des chaines de GAG permettra de faire la lumicre
sur la répartition des groupements sulfate, et donc de déterminer avec certitude 1’activité de
cette enzyme vis-a-vis des CS.

Que I'implication de I'expression du gene Chst8 sur le métabolisme des GAGs soit
directe ou indirecte, la modulation de son expression affecte la morphologie des cellules
MOv, mais aussi leur physiologie, puisque le métabolisme de la protéine prion est altéré.
Ceci suggere que ces cellules pourraient constituer de nouveaux outils d’études de la
conversion de la PrP, puisqu’elles permettront d’aborder le coté mécanistique de cet
évenement, décrit comme la clef des ESST.

Dans cette optique, la caractérisation approfondie de ces cellules est en cours. L’étude du
nombre de copies ainsi que du lieu d’insertion de la séquence codant I’ ARNsh spécifique de
Chst8 devrait permettre d’expliquer les différences observées entre les différents clones, tant
au niveau du niveau d’expression du gene cible qu’au niveau des quantités de GAGs. Enfin,
I’observation en microscopie confocale des chondroitines sulfatées en position 4 permettra de

déterminer la sous-localisation des GAGs les plus affectés par la sous expression de ChstS.
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Chapitre III: travaux paralleles:

Modifications de I’expression du glycotranscriptome au cours de

la différenciation neuronale.
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In vivo, les maladies a prion se caractérisent par une neuro dégénérescence induite par
I’accumulation de I’isoforme « scrapie » de la protéine prion, riche en feuillets . Les
analyses présentées précédemment dans ce manuscript ainsi que les travaux de Barret et al.
(2005) et de Guillerme-Bosselut et al. (2009) mettent en évidence des altérations de la
machinerie de la glycosylation liées 2 la présence de la PrP*° dans des modeles d’étude de la
conversion PrP¢ / PrP*. En particulier, des modifications de 1’expression des genes liés au
métabolisme des GAGs et des ganagliosides sont rapportées.

Pendant ma these, j’ai également participé a des travaux portant sur 1’analyse de
I’expression du glycogénome au cours de la différenciation neuronale dans le modele
bipolaire de différenciation 1C11. Les cellules 1C11 dites « précurseurs » ont la capacité de
se différencier soit dans une voie sérotoninergique (1C1 17T sous Iaction du dibutyril AMP
cyclique (d-AMPc), soit dans une voie noradrénergique (1C11NF) sous I’action conjointe du
d-AMPc et de DMSO. L’ immunodétection de la protéine PrP° met en évidence des variations
des profils électrophorétiques au cours de la différenciation, ce qui suggere des modifications
de la machinerie de glycosylation. Des analyses comparées du glyco-transcriptome mettent
en évidence que 44 geénes sur les 375 analysés voient leur expression modifiée. Parmi ces 44
genes, 9 sont liés au métabolisme des GAGs, ce qui est en adéquation avec I’'implication de
ces glycoconjugués dans le développement et la plasticité neuronale. De manicre
intéressante, le gene Chst8 subit, dans ce processus de différenciation, des variations d’une
amplitude importante (surexprimé 300 fois dans la lignée 1C11"%), et 1’ensemble des
modifications observées au niveau transcriptomique sur les 9 geénes liés aux GAGs se traduit
par des modifications des quantités de GAGs sulfatés dans les cellules.

Ce travail, issu d’une collaboration entre 1’institut Pasteur et ’'UMR1061-INRA, a fait

I’objet d’une publication dans le Glycoconjugate journal.
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Conclusion générale et perspectives
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L'analyse in vitro (cellules MOv) des modifications de l'expression des genes
impliqués dans le métabolisme des GAGs, lors du processus de conversion de la PrP® en
PrP™ met en évidence qu’'une majorité d’entre eux sont affectés. Ces modifications
d'expression sont observées des le contact des cellules avec les deux agents inducteurs
utilisés : la protéine prion d'origine naturelle (souche de prion 127S) ou la protéine prion
synthétique sous deux conformations, correspondant a une isoforme riche en hélices o, ou
riche en brins f.

Indépendamment de l'origine et de la structure de la protéine prion inductrice,

[rcS

I’apparition de la PrP™ est observée et elle s’accompagne de modifications spécifiques de
I’expression du géne ChstS8. Une diminution de la quantité de transcrits du gene est observée
lorsque l'inducteur est la souche naturelle de prion. Par contre, quand la protéine prion
recombinante induit la conversion, une augmentation de la quantité de transcrits est observée,
indépendamment de la conformation de la PrP utilisée.

La formation de la PrP™ est un phénoméne biphasique avec une premiére phase
d'apparition de la PrP™ observée pour les deux conformations o et B de la PrP inductrice.
Lors de cette étape, les modifications d’expression des genes impliqués dans le métabolisme
des GAGs sont identiques pour les deux types structuraux d'inducteurs. La seconde phase

V()

correspond a l'expression chronique de la PrP™ et n'est observée qu'avec la PrP sous
conformation 3. Cette phase est associée a I’expression différentielle de six genes, impliqués
dans la synthese (Has3) et la dégradation (Hyal3) de I’acide hyaluronique, véritable
composant architectural de la MEC, mais aussi dans la sulfatation des chaines de chondroitine
(Chst4, Chst7), de kératane (Chst4, Chst5), et d’héparane (Hs3st3al). 1l est a noter que les
genes impliqués dans la 4-0 sulfatation des chaines de GAGs (en particulier Chst8) semblent

1cs

associés a la phase de conversion de PrP™, indépendamment de la structure de la PrP
exogene. Au contraire, les genes responsables de la 6-O sulfatation (Chst4, Chst5, Chst7)
semblent impliqués dans I’expression chronique de la PrP™. Cette observation étaye
I’hypothese de I’existence d’un code de sulfatation, nécessaire au maintien d'un contexte
physiologique de la cellule. Des modifications de ce code susciteraient des changements (en
particulier électrostatiques liés a la sulfatation des chaines de GAGs) au sein de
I’environnement matriciel de la PrP et pourraient favoriser dans un cas le maintien de la

1cs

forme PrP ™, dans I’autre un retour a une conformation cellulaire.
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Bien que ces résultats confortent 1'hypothese de la protéine seule, selon laquelle une
protéine peut interagir avec une autre protéine et lui imposer sa conformation (Prusiner 1982 ;
Prusiner 1998), ils suggerent également I’implication de cofacteurs moléculaires.

La souche 127S a été apportée par un extrait de cerveau qui constitue un ensemble
complexe au sein duquel la PrP peut interagir avec de nombreuses molécules. Les GAGs sont
des molécules candidates car ils constituent des récepteurs pour la PrP (Horonchik et al.,
2005), et peuvent la séquestrer, diminuant ainsi la probabilité de rencontre avec les récepteurs
présents a la surface des cellules MOv. Les voies de signalisation induites par la liaison de la
PrP a ses récepteurs pourraient en étre altérées. L’élimination des GAGs de ces extraits de
cerveau par des traitements enzymatiques (chondroitinase, héparanase, hyaluronidase)
permettrait de déterminer le rdle de ces composés sur I'intensité de la réponse induite au
niveau de I’expression des genes cibles. Cependant, a 1’heure actuelle, si le nombre de
molécules qui interagissent avec la PrP croit, leur role reste flou. Ainsi, des partenaires
protéiques pourraient également influencer la réponse a I’inoculation. Les cofacteurs
pourraient aussi €tre de nature oligonucléotidique : dans des cerveaux de souris atteintes de
tremblante expérimentale, 1’expression de miARN est dérégulée (Saba er al., 2008) et la
plupart semble cibler des facteurs de transcription. Ces petites molécules, tres stables,
pourraient jouer ce role de cofacteurs, et expliquer la différence d’expression observée entre
les cellules inoculées par un extrait de cerveau, et celles ayant été en contact avec la PrP
synthétique. Leur élimination par la RNAse H dans I’extrait de cerveau utilisé comme
inoculum pourrait permettre d’observer une réponse semblable a celle décrite dans les cellules

traitées a I’aide de la PrP recombinante.

La relation de cause a effet entre les deux phénomenes étudiés, a savoir 1’apparition de
la PrP™ et la modulation de I’expression des geénes liés au métabolisme des GAGs, reste a
préciser. La présence de la PrP exogene infectieuse provoque-t-elle les modifications
d'expression des genes, qui a leur tour vont modifier I’environnement et favoriser la
conversion de la PrP ? Ou est-ce la conversion de la PrP endogéne qui provoque des
modifications du métabolisme de la cellule et influence I’expression des genes liés au
métabolisme des GAGs ? Des éléments de réponse a ces questions peuvent étre apportés par
différentes voies.

Tout d’abord, un protocole expérimental, similaire a celui développé dans ce
manuscript, mais appliqué a une lignée cellulaire murine dans laquelle le géne Prnp serait

invalidé permettrait de déterminer le role potentiel de la PrP endogene dans la dérégulation
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des genes liés au métabolisme des GAGs. Si, au contact de ces cellules avec la protéine prion
inductrice, la dérégulation des genes est toujours observée, cela signifierait que ladite
dérégulation pourrait étre la résultante d’une cascade de signalisation induite par la liaison de
la PrP exogene avec un récepteur présent a la surface de la cellule. Le récepteur a la laminine
(LRP) peut se lier a la fois a la PrP et a la PrP5¢ : il est donc un bon candidat pour remplir ce
role. L’utilisation de lignées cellulaires dont le gene codant le LRP est invalidé apporterait des
renseignements précieux concernant la voie de signalisation a I’origine de la dérégulation des
genes liés au métabolisme des GAGs. Cette approche, bien qu’envisageable, semble
compliquée a mettre en ceuvre car il existe 6 copies du gene codant le LRP chez la souris
(Jackers et al., 1996). Une approche de sous-expression par l'intermédiaire de ARNSsi
spécifiques pourrait en revanche étre réalisée (Chen et al., 2009).

Une autre technique consiste a provoquer la dérégulation du gene d’intérét (ici :
Chst8) et a observer les effets d’une telle modification sur la conversion de la PrP® en PrP™.
Cette approche, initiée dans ce travail, est en cours de développement. L’utilisation des
lignées MOv dont I’expression de Chst8 est diminuée par I'utilisation d’ARNsh spécifiques
permettra d’évaluer les conséquences d’une probable hypo-sulfatation des CS présents dans la
MEC. En effet, les premieres analyses relatives a cette lignée mettent en évidence des
modifications de la quantité de GAGs sulfatés, de la morphologie des cellules, mais aussi des
caractéristiques moléculaires de la protéine prion. Ces données, qui suggerent un lien entre
I’expression du gene Chst8 et la protéine prion, permettent de formuler I’hypothese selon
laquelle I’hypo-sulfatation des CS, conséquence de la sous-expression de Chst8, entrainerait
une modification de I’environnement matriciel de la PrP, et la déstabiliserait. Des analyses de
la vitesse de conversion de la PrP dans ce contexte permettraient idéalement de confirmer

cette hypothese.

Des modifications du fonctionnement de la machinerie de glycosylation ne sont pas
seulement impliquées dans les phénomenes de neuro-dégénérescence induite par la
conversion de la PrP. En effet, ’analyse du glycotranscriptome au cours de la différentiation
neuronale met en évidence que la voie de différentiation bioaminergique empruntée par les
cellules 1C11 influence 1’expression des genes liés a la glycosylation, et en particulier ceux
liés au métabolisme des GAGs. Le gene ChstS, par exemple, n’est exprimé que dans les
cellules 1C11NE, c’est-a-dire différenciées dans la voie noradrénergique. D’autres genes liés
aux GAGs et a leur sulfatation présentent un niveau d’expression différent entre les cellules

5-HT
1

précurseur (1C11), les cellules 1C1 (différenciées dans la voie sérotoninergique) et
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IC11™". C’est le cas de Hasl, Has2, Ust, Hs3st3al, Chst3, Chst5, Extll. Ces modifications
d’expression de genes s’accompagnent de modifications de la composition en GAGs de la
MEC, ainsi que de variations des profils électrophorétiques de la PrP qui refletent des niveaux
de complexité variables des N-glycanes qu’elle porte.

Ces résultats suggerent une nouvelle fois I’'implication du code de sulfatation, lié a la

protéine prion cellulaire, dans un processus physiologique de différentiation neuronale.

L’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit souligne I’implication de la
« machinerie » de glycosylation, en particulier des GAGs présents dans la MEC, dans des
processus neuronaux physiologiques et pathologiques. Ainsi, ’existence d’un code de
sulfatation des GAGs est de plus en plus probable, puisque des modifications de 1’expression
des geénes impliqués dans 1I’élaboration du profil de sulfatation ont un impact important sur le
développement de pathologies neurodégénératives, mais aussi sur les phénomenes de
différentiation neurale.

De plus, I'implication des GAGs dans le processus de conversion et d’accumulation de
la PrP™, mais également dans d’autres maladies conformationnelles neurodégénératives
comme la maladie de Parkinson, et surtout la maladie d’ Alzheimer dont le développement est
lié a la PrP°, ouvrent de nouveaux champs thérapeutiques. En effet, en agissant sur le
métabolisme et la sulfatation des GAGs, ou en utilisant des composés chimiques analogues
aux GAGs, I’agrégation des protéines incriminées (PrP, a-synucléine, peptide B-amyloide,

protéine T) pourrait étre retardée, et la dégradation des complexes amyloides facilitée.
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