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Résumé

Identification de cibles intracellulaires de molécules a activité antiprion.

Les maladies a prions sont des maladies neurodégénératives touchant I’homme ainsi que
I’animal et dont I’issue est toujours fatale.
Notre objectif était d’utiliser la 6AP et le GA, deux drogues antiprion isolées au laboratoire
comme des hamegons moléculaires pour identifier leurs cibles cellulaires afin de mieux
comprendre leur mode d’action ainsi que les phénomenes de prionisation.
Deux criblages, I'un génétique et 1’autre biochimique ont révélé que les chaperons de
protéines et les ribosomes sont impliqués. Les drogues antiprion testées ciblent
spécifiquement la fonction de repliement des protéines portée par le grand ARNr
23S/25S/28S. Ceci suggere que l’activité de chaperon de protéines du grand ARNr est
nécessaire pour le maintien et la propagation des prions.
Ces molécules semblent aussi €tre actives contre d’autres maladies liées a des problémes de
repliement et d’agrégation des protéines. Nos molécules ont donc un avenir potentiel dans le
traitement de ces maladies.

Mots clés : prion, fibres amyloides, chaperons de protéines, ribosome, levure, criblage.

Abstract

Determining intracellular targets of antiprion drugs isolated using a yeast-
based assay.

Prion-based diseases are fatal neurodegenerative disorders for which no efficient treatment is
currently available.

We focussed our work on the identification of the intracellular biochemical targets of two
drugs 6AP and GA, isolated in the laboratory as antiprion drugs using a yeast-based assay to
uncover biochemical pathways controlling prion formation.

Using both genetic and biochemical approaches, we show an RNA-dependent interaction of
6AP and GA with ribosomes. 6AP and GA specifically inhibit the protein folding activity of
the large ribosomal RNA of the large ribosome subunit. We thus propose that the ribosomal
RNA protein folding activity is required for prion maintenance.

These drugs are also efficient against other protein misfolding diseases: Huntington disease or
cystic fibrosis. 6AP and GA could have much wider applications than in prion diseases.

Keywords: prion, Amyloid fibers, protein folding, protein chaperone, ribosome, yeast,
screening.
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ABBREVIATIONS

6AP : 6 aminophénanthridine

Ac : Anticorps

AD : Alzheimer’s Disease (maladie d’ Alzheimer)

ALS : Amytrophic Lateral Sclerosis

APP: Amyloid precursor protein (précurseur de la protéine amyloide)
Asn: Asparagine

ATNC : Agent transmissible non conventionnel

BHE : Barriere Hémato Encéphalique

CJ : Maladie de Creutzfeldt-Jakob

CPEB : Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding

Cu : Cuivre

CWD : Chronic Wasting Disease touchant les cervidés

DRM : Microdomaines résistants aux détergents (dans les membranes cellulaires)
DSS500 : Dextran sulfate 500

ERAD : Endoplasmic reticulum associated degradation (dégradation associée au réticulum
endoplasmique)

ESB : Encéphalopathie Spongiforme Bovine

EST : Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles

FDC: Cellules folliculaires dendritiques

fCJ : Forme familiale de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

GA : Guanabenz

GAG : Glycosaminoglycane

GFP : Green Fluorescent Protein

GPI: Glycosyl phosphatidyl inositol

GST : Glutathione S-transférase

GuHCI : Chlorure de Guanidium

HD : Maladie de Huntington

HM : Héparane mimétique

HS : Héparane sulfate

i.c.: Intracérébral

iCJ : Forme iatrogene de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

IFF: Insomnie fatale familiale

i.p. : Intrapéritonéal

LRP: Laminin receptor precursor (précurseur du récepteur a la laminine)
LR : laminin receptor (récepteur a la laminine)

N-CAM : Neuronal Cell Adhesion Molecule

PCR : Polymerase chain reaction (réaction de polymérisation en chaine)
PD : Maladie de Parkinson

PK : Protéinase K

PMCA : Protein misfolding cyclic amplification (amplification cyclique de
transconformation protéique)

PFD : Prion Forming Domain

PPS : Pentosane polysulfate

Prnp : Géne codant pour la protéine PrP

Prion : Proteinaceous infectious particule

CtmPrP : PrP localisée dans le réticulum endoplasmique car le peptide signal n’est pas clivé
PrP¢ ou PrPsen: Protéine prion cellulaire normale sensible aux protéases
PrP"™ : Protéine prion pathologique résistante aux protéases

PrP% : Protéine prion scrapie résistante aux protéases et infectieuse
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PrnP0/0 : Souris dont le gene Prnp a été invalidé

RE : Réticulum endoplasmique

RNA : Ribonucleic acid (Acide ribonucléique)

RML : Rocky Mountain Laboratory scrapie strain

SAF : Scrapie Amyloid Fibril (PrP™ purifiée)

SD : Synthetic Medium : Milieu minimum pour les levures
SBD : Substrat Binding Domain

SGSS : Syndrome de Gerstmann —Strdussler-Sheinker
shRNA : Short hairpin RNA

Sinc: Scrapie incubation period (géne impliqué dans la période d’incubation de la tremblante)
sCJ : Forme sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob
SNC : Systeéme nerveux central

SOD : Superoxyde dismutase

USA : Ureidosuccinic acid

vC]J : Variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

YPD : Milieu riche pour les levures
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NOMENCLATURE

[PSI+]

Alleles
SUP35 : Gene sauvage codant le facteur de terminaison de la traduction Sup35p
sup35 : Mutant du gene SUP35
Protéine
Sup35p
Phénotype
[PST"] : Phénotype prion
[psi’] : Phénotype non prion
[URE3]
Alleles
URE? : Gene sauvage impliqué dans la répression du catabolisme azoté
ure2 : Mutant du géne URE?
Protéine
Ure2p
Phénotype
[URE3] : Phénotype prion
[ure-0] : Phénotype non prion
PrP
Alleles

PRNP : Gene sauvage codant la protéine prion humaine PrP
Protéine

PrP

Phénotype

PrP%¢ (PrP™) : Phénotype prion

PrPC : Phénotype non prion
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Avant propos

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST), encore appelées maladies a prions,
sont des maladies neurodégénératives qui touchent ’homme ainsi que ’animal et dont I’issue
est, a ce jour, fatale. Ces maladies peuvent €tre sporadiques, infectieuses ou génétiques et sont de
plus transmissibles (infectieuses) ; ce qui constitue leur particularité par rapport aux autres
maladies neurodégénératives.

Elles sont induites par des agents infectieux, agents transmissibles non conventionnels (ATNC).
Ces maladies ont une période d’incubation asymptomatique pouvant étre tres longue (40 ans).
En plus de leur extréme résistance aux procédés classiques d’inactivation des micro-organismes,
de I’absence de toute réaction immunitaire spécifique, la composition chimique de ces agents
oriente les hypothéses vers une nature exclusivement protéique actuellement la plus
communément admise. Il s’agirait donc d’une protéine infectieuse (prion) sans particule
nucléique spécifique, s’accumulant sous une forme anormalement conformée a I’origine du
caractere pathogene de 1’agent. Cette hypothése, tout a fait révolutionnaire, excluant tout
élément d’origine génétique, constitue un véritable bouleversement des dogmes de la biologie
moléculaire actuelle.

Si, a ’heure actuelle, il n’existe aucun argument épidémiologique pour affirmer que I’agent de la
tremblante du mouton, qui est une maladie connue depuis plus de deux cents ans, est pathogéne
pour ’homme, toutes les études effectuées sur le nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-
Jakob (vCJ) apparu en 1996, tendent a montrer qu’il est le résultat de la contamination de
I’homme, probablement par voie alimentaire, par 1’agent de I’encéphalopathie spongiforme
bovine (ESB). L’hypothése selon laquelle plus d’un million de carcasses de bovins atteints d’ESB
seraient passées dans la chaine alimentaire humaine souléve alors un nouveau probleme de santé
publique s’ajoutant au risque iatrogénique en pathologie humaine causé par la contamination
par des hormones de croissance humaines extractives infectées et les opérations
neurochirurgicales. L’inquiétude suscitée par cette nouvelle épidémie est d’autant plus grande
en ’absence de tout traitement efficace des EST.

A Theure actuelle, quelques molécules, dont la Quinacrine anciennement utilisée pour le
traitement du paludisme ainsi que le pentosan sulfate ont fait I’objet de traitements
compassionnels pour les patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob entrainant des
résultats peu encourageants, ceci probablement en raison de I’état avancé de la maladie au
moment du traitement et des connaissances encore émergentes sur ces agents infectieux.
L’étiologie encore inconnue des EST est un obstacle a D’étude des mécanismes
physiopathologiques sous-jacents, préalable indispensable a la mise en place de diagnostics et de
traitements précoces. Des lors, les données actuelles encore partielles sur la physiopathologie de
ces affections ne permettent pas la mise en ceuvre d’approches expérimentales précises pour la

recherche de nouvelles thérapeutiques.
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Tableau 1 : les différentes maladies a encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST)

a Maladies EST Espéces Modes de h
affectées transmission
N )
Creutzfeldt-Jakob Homme
Nouveau Variant (vCID) Par ingestion de viande
bovine infectée
Sporadique mutations somatiques ouS
conversion de PrP¢ en PrP>¢
Tatrogene Exposition a des tissus
contaminés lors d’actes chirurgicaux
Familiale mutations germinales dans
le géne PRNP
Syndrome de Gerstmann- Homme mutations germinales dans
Stréiussler-Scheinker le gene PRNP
Insomnie fatale familiale Homme mutations germinales dans
le gene PRNP
Kuru Homme Rituels cannibales
Scrapie Mouton, chévre Par ingestion
Encéphalopathie spongiforme Bovins Par ingestion
bovine (ESB)
Maladie du dépéri t chronique Cerfs, élans Par ingestion
Encéphalopathie spongiforme féline Chats Par ingestion
Encéphalopathie transmissible du vison Visons d’élevage Par ingestion
Encéphalopathie exotique Kudu, nyala, oryx Par ingestion

Tableau 2 : chronologie des grands événements concernant les maladies a prions.

1730: La tremblante du mouton est décrite (scrapie) pour la 1ére fois en Angleterre.

Rapport des éleveurs anglais a la chambre des communes.

1898: Charles Besnoit, professeur al'école vétérinaire d’Alfort, observe au microscope des Iésions

nerveuses (vacuoles) de la tremblante.

Comptes rendus de la société de biologie.

1920-1923: Dans le service de neuropathologie d’Alois Alzheimer, Hans Cre utzfel dt et Alfons Jakob

décrivent les pre miers cas de la maladie qui portera leur nom.

1936: Les vétérinaires Jean Cuillé et Paul-Louis Chelle démontrent que la tremblante est transmissible

par inoculation.

Comptes rendus de I'académie des sciences.

1957: Lofficier de santé australien Vincent Zigas et le médecin américain Carleton Gajdusek (prix Nobel 1976)
décrivent la maladie de Kuru chez les Forés de Papouasie-Nouvelle Guinée.

New England Journal of Medecine.

1959: Le vétérinaire William Hadlow souligne dans une lettre aux médecins, la forte re ssemblance entre le
Kuru et la tremblante du mouton. Il suggére de réaliser des expériences d’inoculation du Kuru sur des primates.
The Lancet.

1961: Dick Chandler, vétérinaire, réussit ainoculer la tremblante a des souris de laboratoire.

The Lancet.

1966: Tikvah Alper, radiobiologiste, observe que 'agent de la tremblante résiste totalement a des doses de
rayonnement qui, pourtant, inactivent les plus petits virus connus. Elle formule I'étrange hypothése que
'agent se multiplierait sans contenir dADN (acides nucléiques).

Biochemical and biop hysical research communications.

1967: John Giriffith, mathématicien, énonce lui aussi I'nypothése qu’une protéine pourrait a la fois étre
infectieuse et responsable de sa propre synthése.
Nature.

1968: Carleton Gajdusek et ses collaborateurs transmettent a des chimpanzés le Kuru, puis la maladie de
Creutzfeldt-Jakob.

1981: Francoise Cathala, chercheur Inserm, se pose avec Carleton Gajdusek la question des liens entre la
transmission de la tremblante et la maladie de Creutzfeldt-Jakob. Elle méne sur 12 ans une enquéte
épidémiologique pour établir ce lien mais ne peut conclure a cette hypothése.

Journal of Neurological Sciences.

Latempérature de chauffage des farines animales est abaissée en Angleterre.

1982: Stanley Prusiner (prix Nobel 1997) purifie 'agent infectieux qu'’il nomme “prion” pour “protéine
infectieuse”.

Science.

1985: Les premiers enfants traités par 'hormone de croissance développent la maladie de Creutzfeldt-Jakob.
Début de I'épidé mie de 'Encéphalopathie Spongiforme Bovine chez les bovins anglais.

1996: Identification d’'un nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob; dix cas diagnostiqués en
Angleterre (premier cas francgais en 1998).
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A. Introduction

I. Les Maladies a prions

I.1 Les Maladies a Prions chez les mammiferes

I.1.1 Les prions de mammiferes : épidémie a grande ampleur

L.1.1.1 Les encéphalopathies spongiformes transmissibles touchent de nombreux
organismes

La tremblante du mouton a été la premiere de ces maladies a étre découverte puisque c’est en
1730 qu’elle a été décrite pour la premiere fois en Angleterre. Par la suite, elle a également été
trouvée chez d’autres animaux tels que les chats, les vaches, les visons, les biches, les élans
... (Collinge, 2001; Prusiner, 2001) et malheureusement ces encéphalopathies, n’ont pas
épargné ’homme (tableaux 1 et 2). Dans les années 1920, deux neurologues allemands,
Creutzfeldt et Jakob, identifient une nouvelle maladie neurodégénérative fatale qui portera par
la suite leur nom : la maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJ). 1l existe d’autres maladies humaines
reliées telles que la maladie de Kuru (figure 1), le syndrome de Gerstmann-Straussler et le

syndrome de I’insomnie familiale fatale.

D’apres Gajdusek, 1996

Figure 1 : Enfants atteints par la maladie de Kuru.

Les 1ésions qui caractérisent les encéphalopathies spongiformes bovines (EST) sont: 1- la

spongiose (apparition de trous au sein du cerveau, d’ou le terme d’encéphalopathie
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spongiforme), 2- la gliose astrocytaire, 3- la perte neuronale et 4- la présence de plaques
amyloides (figure 2). Ces différentes caractéristiques peuvent varier selon 1’organisme touché

et la forme de la maladie.

Controle [

Infecté

h e : k.;

D’aprés Brandner et al, 1996

Figure 2 : Coupe microscopique de cerveaux de patients infectés ou non par la maladie.
H&E : marquage controle des tissus a I’Hématoxyline et 1’Eosine; et GFAP (Glial Fibrillary
Acidic Protein) : marqueur des cellules gliales. h : host ; gr : graft.

+ La tremblante du mouton et de la chévre ou 'scrapie' est connue depuis plus de
deux siecles, son caractere infectieux a ét€é démontré des la fin des années 1930 (Cuillé
and Chelle, 1938 : Cuille J, Chelle PL. La tremblante du mouton est bien inoculable.
CR Acad Sci Paris 1938 ; 206: 1687-8).

# Le terme de la maladie de Creutzfeldt-Jakob a été introduit en 1922 par Spielmeyer
pour décrire une maladie neuronale humaine caractérisée par une ataxie et une
démence vue pour la premiere fois par Creutzfeldt (1920) et Jakob (1921) et touchant
2 individus sur 1 million par an. En France, environ 80 personnes meurent chaque

année de la maladie de Creutzfeldt-Jakob.

+ La maladie de Kuru est décrite en 1950, en étudiant en Australie, les populations de
Papouasie de Nouvelle-Guinée qui pratiquent des rites de cannibalisme. Ces
populations mangeaient le cerveau des individus décédés pouvant étre infecté par le
prion. L’interdiction de ces rites cannibales dans le milieu des années 1950 a permis
Iinterruption de la transmission de la maladie de Kuru ; Ceci est aujourd’hui une

opportunité pour 1’étude de la période d’incubation de cette maladie. L’étude de John
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Collinge révele une période d’incubation pouvant dépasser le demi-siecle (Collinge et
al., 2006). En effet, 11 patients atteints de la maladie de Kuru ont été identifiés entre
juillet 1996 et juin 2004 (Collinge et al., 2006). Selon ces derniers résultats, une
nouvelle vague de la maladie de Creutzfeldt-Jakob liée au nouveau variant, pourrait

étre a craindre dans les années a venir.

L'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) ou maladie de la '"vache folle", a
été décrite pour la premicre fois en Grande-Bretagne en 1986. Des études
épidémiologiques concluent que I'apparition de la maladie serait due a 1'incorporation
dans l'alimentation des ruminants, de farines d'origine animale stérilisées de facon
incomplete. Les farines auraient pu €tre contaminées par des carcasses de moutons
atteints de tremblante. L'ESB serait ensuite a l'origine du nouveau variant de la
maladie de CJ (vCJ) chez I'homme, apparu en Grande-Bretagne en 1995. Par ingestion
de viandes contaminées, de nombreuses autres especes ont développé la maladie

(primates, félins et chats domestiques).

La maladie du dépérissement chronique des cervidés et 1'encéphalopathie du
vison sont deux autres exemples d'EST qui touchent respectivement les cerfs, les élans
et les visons d'élevage aux Etats-Unis et au Canada. En moins de dix ans, la maladie
du dépérissement chronique s'est propagée sur 12 états américains et touche
maintenant les cervidés sauvages. Le fait que les cheptels ovin, bovin et que les
cervidés d'élevage partagent les mémes paturages, a fait craindre aux autorités

sanitaires la possibilité d’une transmission inter-especes de la maladie.

En plus de ces encéphalopathies naturelles, des encéphalopathies expérimentales ont

été obtenues par inoculations de broyats de cerveaux infectés de différentes especes

(homme, mouton, chevre, vache) a de petits animaux de laboratoire (souris, hamsters).

Ces modeles expérimentaux ont permis une avancée dans le développement des études

sur ces EST.

1.1.1.2 Les Encéphalopathies spongiformes transmissibles

Les EST présentent une grande variété de signes cliniques tels que des troubles cognitifs, un

dysfonctionnement moteur et une ataxie.

Toutes ces maladies présentent des caractéristiques communes :
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- une période d’incubation asymptomatique longue pouvant atteindre jusqu’a 40 ans voire 50
ans (Collinge et al., 2006), alors que la phase clinique est relativement courte (quelques

semaines a quelques mois).
- une maladie progressive, irréversible et toujours fatale.

- un examen clinique qui traduit une dégénérescence du systeme nerveux central (SNC) :
incoordination motrice, tremblements et démence mais aussi une atteinte rétinienne (Hortells

et al., 2006).

- A T’examen histopathologique post-mortem, des 1ésions confinées au systéme nerveux
central sont mises en évidence. Elles se caractérisent par la formation de vacuoles de
spongioses au niveau des corps cellulaires, des prolongements axonaux et des dendrites
neuronales (Hauw et al., 1998), d’une perte neuronale et d’une gliose astrocytaire (Dormont et
al., 1981). Pour certaines EST, des plaques amyloides constituées de dépdts protéiques

amorphes sont parfois observées.

- Aucune réponse immunitaire spécifique cellulaire ou humorale n’est identifiable chez les

sujets infectés.

- Par définition, ces maladies sont toutes transmissibles a d’autres individus au sein d’une

méme espece et parfois méme, d’autres especes.

- Malgré la présence de titres infectieux tres €élevés dans le systeme nerveux central (SNC),
aucun agent infectieux ni aucune structure évocatrice d’'un micro-organisme n’ont pu &tre mis
en évidence. Les agents responsables de ces encéphalopathies spongiformes transmissibles

(EST) sont donc appelés agents transmissibles non conventionnels (ATNC).

- Le seul marqueur moléculaire spécifique des EST est une forme anormale d’une protéine de
I’hote, la PrPS, qui s’accumule dans le SNC sous une forme pathologique (PrP™ ou PrP%), en
général proportionnellement au titre infectieux (notion que 1’on approfondira plus tard, dans

ce manuscrit).

LESB, touchant principalement les bovidés (bovins domestiques et diverses especes de
bovidés sauvages, dont les bisons) ainsi que les félidés (dont le chat domestique), est
transmise par I’ingestion d’aliments contenant des prions (provenant d’extraits de carcasses
d’animaux d’équarrissage, dont I’assouplissement des regles d’incinération (baisse de la

température) a permis a une contamination par du prion de persister). Cette affaire aura

permis de donner a la recherche les moyens de progresser sur ce type de maladie (tableau 3).
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Tableau 3 : Chronologie des grands événements concernant la recherche sur le prion.

Milieu du 18éme siécle: Description de la tremblante du mouton (Scrapie)

1898: Découverte de vacuoles dans le cerveau de mouton atteints de Scrapie.

1920: Description des premiers cas de maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJ) (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921).
1939: Transmission expérimentale du Scrapie (cuille et Chelle, 1939).

1955-1957: Découverte de la maladie de Kuru chez les Forés de Papouasie-Nouvelle Guinée (Gajdusek et Zigas, 1957).
1959: Similitudes entre le Kuru et le Scrapie (Hadlow, 1959).

1961: Description de multiples souches de I'agent du Scrapie (Pattison et Millson, 1961).

1961: Transmission du Scrapie a des souris (Chandler, 1961).

1963: Transmission du Kuru a des chimpanzés (Gajdusek et al, 1966).

1966: L’agent du Scrapie est résistant a des radiations ionisantes et aux rayons ultra-violet (Alper et al, 1966).
1967: Annonce de I'hypothése “Protein-only” (Griffith, 1967).

1968: Transmission du CJ a des chimpanzés (Gibbs et al, 1968).

1974: Premiere transmission iatrogene documentée (par greffe de cornée) (Duffy et al, 1974).

1980: Découverte d’'une protéine hautement hydrophobe et résistante aux protéases dans le cerveau de hamsters
infectés par le scrapie (Prusiner et al, 1980).

1982: Annonce du concept prion (Prusiner, 1982).
1982: Clonage du géne codant la PrPC (Chesebro et al, 1985; Oeschet al, 1985).
1986: Les isoformes PrPC et PrPSC sont codées par le méme géne (Basler et al, 1986).

1987: Lien entre Prnp et les périodes d’'incubation du scrapie dans la souris (Westawayr et al, 1987)
Premier cas d’Encéphalopathie Spongiforme Bovine (ESB) chez les bovins (Wells et al, 1987).

1989: Mutation dans Prnp liée au syndrome de Gerstmann-Straussler (Hsiao et al, 1989).
1992: Délétion du géne Prnp chez la souris (Bueler et al, 1992).

1993: Des souris Prnp0/0 sont résistantescé l'inocylation du Scrapie (Bleler et al, 1993; Sailer et al, 1994).
Différences de structures entre PrP" et PrP>C (Pan et al, 1993).

1994: Conversion in vitro de PrPC en PrPSC (Kocisho et al, 1994).

1996: Identification du nouveau variant du CJ (Will et al, 1996)
Les différentes souches d’ESB ont différentes signatures de glycesylation (Collinge et al, 1996).
Premiere structure tridimensionnelle du noyau central de la PrP™~ murine (Riek et al, 1996).

1997: Preuve que le nouveau variant du CJ est causé par I'agent de 'ESB (Bruce et al, 1997; Hill et al, 1997)
Les lymphocytes B sont nécessaires a la genese de la pathologie (Klein et al, 1997)

2001: Méthode d’amplification de PrPSC par “Protein Misfolding Cyclic Amplification” (PMCA) (Saborio et al, 2001).
2003: Stimulation de la conversion de PrPC en PrpSC parles ARN (Deleault et al, 2003).

2004: Infection de levures par des fibres de Sup35p recombinantes (Sparrer et al, 2000; Tanaka et al, 2004).
2004: Infection de souris par des fibres de PrP recombinantes (Legname et al, 2004).

2005: Nécessité de I'ancre GPI pour la toxicité du prion (Chesebro et al, 2005).

2006: La période d’incubation peut atteindre 40 ans (Collinge et al, 2006).
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1.1.1.3 L'épidémie

La maladie est apparue en Grande-Bretagne en 1986. Depuis cette date et jusqu'a fin
septembre 2004, pres de 200 000 cas y ont été constatés. Le pic de 1I’épidémie s’est produit
entre 1990 et 1995, le maximum de cas enregistrés s’établit a pres de 38 000 en 1992 (source

Office International des Epizooties (OIE)).

La maladie a été exportée hors de Grande-Bretagne a partir de 1989, année ou 15 cas se
déclarent en Irlande. Dans la période 1989-2004, pres de 5 000 cas sont recensés hors de

Grande-Bretagne, essentiellement en Europe continentale, ainsi que :
+ En Israél (1 cas en 2002)
£ Au Canada (3 cas dont 1 en 1993 et 2 en 2003)
% Au Japon (13 cas de 2002 a 2004)
+ Aux Etats-Unis (2 cas de 2004 a 2005)
Les pays les plus touchés sont :
& L’Irlande (1 488 cas)
+ Le Portugal (954 cas)
# La France (951 cas)
# La Suisse (457 cas)

+ L’Allemagne (369 cas)

Le 17 aoit 1999, les instances européennes ont décidé, au grand soulagement des éleveurs
britanniques, la levée de I’embargo décrété en Europe en 1996, sur la viande britannique en
raison de la crise de la « vache folle ». La France a décidé de ne pas appliquer immédiatement
cette décision. Au Canada il a suffi d’un seul cas en Alberta pour que les clients les plus

importants, les Etats-Unis et le Japon, prennent des mesures de boycott tres séveres.

1.1.1.4 Les nouveaux variants : chez l'homme
Depuis 1996, un lien est fortement soupgonné entre I’encéphalopathie spongiforme bovine
(ESB), maladie animale et un nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-Jacob, maladie

humaine.

34



¢ Historique du nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

En 1994 apparait en Grande-Bretagne, pays le plus touché par I’encéphalopathie spongiforme
bovine (ESB), un nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob. Ce variant touche une
population plus jeune, proche de la trentaine, qui présente des symptdmes tres voisins de ceux
de I’ESB, tels que bave et perte d’équilibre. Une appréhension gagne alors le milieu

scientifique avant de se répandre dans la population.

¢ Les Encéphalopathies spongiformes transmissibles humaines :

Lors de la premiere description de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJ) en 1920, du
syndrome de Gertsmann-Straiissler-Scheinker (SGSS) en 1936, et du Kuru en 1957, le
caractere transmissible de ces pathologies n'avait pas été suspecté (pour revue : (Richardson
and Masters, 1995). C’est seulement en 1959, que William Hadlow montre les similitudes
histopathologiques existantes entre le scrapie du mouton qu'il étudiait au Rocky Mountain
Laboratory et le Kuru.

Il a étudié plus particulierement la possible transmission du Kuru a des primates (Hadlow,
1959). 11 a fallu sept années a Carleton Gajdusek et ses collaborateurs pour transmettre le
Kuru puis la maladie de CJ a des chimpanzés (Gajdusek et al., 1966; Gajdusek et al., 1967,
Gibbs et al., 1968). A partir de ce moment, les EST humaines et animales sont regroupées au

sein d'un seul et méme groupe de pathologies.

Les EST humaines peuvent étre classées en trois groupes : familiales, iatrogénes (ou

infectieuses) et sporadiques (Tableau 4).

+ Les formes familiales ont un mode de transmission de type autosomal dominant, c’est-
a-dire que le gene responsable de la maladie est situé sur les chromosomes non sexuels et
qu’un seul allele suffit a exprimer le phénotype. Les formes familiales (fCJ) de 1la maladie de
CJ représentent 15% des cas de CJ. Parmi ces fCJ, le syndrome de Gertsmann-Straiissler-
Scheinker (SGSS) et l'insomnie familiale fatale (IFF) sont des EST associées a des mutations
dans le géne PRNP codant la protéine prion. Aujourd’hui, il y a au moins quatorze mutations
qui sont liées a cette forme de maladie (Gambetti et al., 2003). L’une d’elle est une mutation
insertionnelle dans la région N-terminale de la protéine PrP se traduisant par des copies
surnuméraires du motif octapeptidique P(H/Q)GGG(-/G)WGQ. La protéine normale contient

cinq copies alors que la plupart des protéines qui ont une mutation insertionnelle en possédent
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neuf. Des travaux récents du groupe de Suzette Priola montrent qu’en systeme mammifere,
une augmentation du nombre de répétitions d’octapeptides est corrélée avec une formation
spontanée beaucoup plus rapide d’amyloides PrP™ due a une plus grande capacité de liaison
de cette derniere avec d’autres molécules PrP (Moore et al.,, 2006). Cette région
octapeptidique liant les ions divalents lierait encore plus d’ions Cu”* dans le cas d’une
augmentation du nombre de répétitions et favoriserait ainsi 1’agrégation des molécules de PrP,
les rendant résistantes a la digestion par la protéinase K (Yu et al., 2006).

Cette forme familiale survient assez tot au cours de la vie (entre 30 et 50 ans).

* Les formes iatrogenes (1CJ) sont les plus rares (5% de I’ensemble des cas de CJ). Ces
formes comprennent le Kuru, dont le cannibalisme tribal a favorisé la propagation en
Nouvelle-Guinée au cours des années 1950 a 1970 ; mais aussi les formes iatrogénes de CJ
dont la cause principale est l'utilisation d'implants (dure-mere, cornée) ou de produits
d'origine humaine (hormone de croissance) provenant de donneurs CJ non détectés. Le
nouveau variant de la maladie de CJ (vClJ) serait dii a la consommation de viande bovine
infectée par l'agent de 1'ESB. En plus du caractere infectieux qui n’est aujourd’hui plus
contesté, il existe aussi une composante génétique non négligeable. Tous les patients atteints
du vCJ (150 cas dans le monde, a ce jour) sont homozygotes sur le codon 129 de la PrP
(Méthionine (M)/Méthionine (M)), alors que cet allele n'est présent qu'a 37 % dans la
population caucasienne, suggérant qu’il sagirait d’un allele « sensible ». La prédiction du
nombre total de cas de vCJ est difficile a estimer car la période d'incubation, les doses recues
ainsi que la fréquence d’exposition ne sont absolument pas connues. LLe nombre de personnes
ayant été exposées a l'agent de 'ESB est sans doute beaucoup plus important que celui des
personnes décédées ou actuellement atteintes. Ceci suggere que 1'homme pourrait étre
partiellement résistant a I'agent de I'ESB. Mais il est également possible que des personnes
développent des formes asymptomatiques de l'infection. Ces personnes posent un véritable
probleme de santé publique pour de futures transmissions sanguines, dons d'organes ou
examens exploratoires non invasifs (coloscopie, endoscopie, etc). L'existence d'un état
silencieux de l'agent infectieux dans certains organismes a été rapportée au cours
d'expériences de transmission inter-especes souris/hamster (Hill et al., 2000; Race and

Chesebro, 1998; Yuan et al., 2006).
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i La forme sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (sCJ) est la plus fréquente,
elle représente 85 a 90 % des cas de CJ et a une incidence de 1 a 2 individus/ million/ an.
Aucune mutation génétique ne lui est encore associée. Cependant, dans la population
caucasienne, le fait d’€tre hétérozygote au niveau du codon 129 de la protéine PrP
(Méthionine (M)/Valine (V)) diminue nettement la probabilité de développer la maladie. Dans
cette population, la fréquence allélique pour le codon 129 est de : 51 % M/V, 37 % M/M et 12
%V/V. La quasi-totalité des patients atteints de sCJ est homozygote (V/V ou M/M) sur le
codon 129 de la protéine PrP.

L'origine de la forme sporadique de CJ est encore tres floue. Les hypotheses citées ont été : 1-
des mutations somatiques dans la phase ouverte de lecture du gene PRNP codant la protéine
PrP; 2- l'exposition a un virus non encore identifié et 3- la conversion spontanée de la PrP® en
son isoforme pathologique PrP* en l'absence de toute mutation.

Les premiers signes observés sont I’apparition de la démence vers 1’age de 60 ans puis de

signes neurologiques et moteurs.

Tableau 4 : Les différentes formes de maladie a prion.

Etiologie Phénotype Fréequence
Sporadique
Distribution aléatoire Sporadique CJ : 85%
avec une incidence annuelle Souches multiples associées
de 2 personnes sur un million a différentes signes cliniques
Heéreditaire
Maladie génétique a transmission Plus de 30 mutations ont été 10-15%
autosomique dominante du gene PRNP identifiées dans les maladies

GSS, CJ familiale et
linsomnie fatale familiale

Acquise

Exposition iatrogéne a des prions humains latrogénique CJ < 5%
lors d’interventions médicales via des hormones

extraites de cerveaux de cadavres infectés,

des greffes de tissus infectés, des instruments

chirurgicaux contaminés

Exposition iatrogene a des prions humains Kuru Uniquement
lors de rituels cannibales dans une petite
aire de Nouvelle
Guinée
Exposition environnementale (surtout par voie Variant de CJ Principalement en
alimentaire) a des souches de prion ESB Angleterre (150),
en France (6)
\ J

CJ: maladie de Creutzfeldt-JAkob; ESB: Encéphalopathie spongiforme bovine; GSS: syndrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker; PRNP: Géne codant la protéine prion PrP.
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I.1.1.5 La vache folle : une crise annoncée

La tremblante du mouton, les farines animales contaminées, la vache rendue folle, 1a maladie
de Creutzfeldt-Jakob, le Kuru, la contamination par I'hormone de croissance, le prion :
comment tous ces €léments ont-ils participé a l'histoire des encéphalopathies spongiformes

transmissibles ?

«» Lien entre la nouvelle variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob et

I’encéphalopathie spongiforme bovine

En décembre 1999, Stanley B. Prusiner, Prix Nobel de médecine 1997, et Michael R. Scott,
fournissent la démonstration, que 1'agent de lI'encéphalopathie spongiforme bovine est bien a
l'origine de la nouvelle forme de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vCJ) a la suite d'une
élégante série d’expériences menées sur des souris transgéniques exprimant le géne codant le

prion d’origine bovine (Scott et al., 1999).

Aujourd'hui, la communauté médicale admet que l'agent de l'encéphalopathie spongiforme

bovine est capable d'infecter I'nomme.

« La "crise de la vache folle"

Des que les médias se sont emparés de I’affaire et que le public découvre le probleme, une

violente crise éclate

£ Crise symbolique : le public découvre que dans les élevages, les vaches ne
mangent pas que de I’herbe, mais aussi des compléments alimentaires

d’origine animale.

+ Crise économique : le public applique, a son échelle, le principe de précaution
et la consommation de viande bovine s’effondre. Les mesures de prévention
des autorités, tres médiatisées et tres impressionnantes (en France : abattage du
troupeau entier en cas de découverte d’un cas), loin de rassurer, contribue a

alimenter I’inquiétude.
L’affaire de 1'«équarri-taxe» en France

En France, I’équarrissage (enlévement des animaux morts, en ferme ou en sortie d’abattoir,
impropres a la consommation et qu’il convient d’éliminer le plus rapidement possible) releve
du service public. Tres colteux, il constituait depuis longtemps un probléme financier.

Jusqu’a présent, il était possible de valoriser certains produits du traitement des cadavres,
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mais depuis ’affaire de la «vache folle », il a été décidé de tout détruire, avec en
conséquences, deux effets importants: perte de revenus directs, et hausse des volumes a
détruire et donc des coflits. S’y ajoutait, en plus, un probleme de stock et de frais de stockage.
En 1996 c’est donc la distribution de viande qui sera taxée. En 2003, la cour de justice
européenne condamna définitivement cette taxe. Désormais, la « taxe sur 1’abattage » est la

seule en vigueur car elle respecte le principe « pollueur-payeur ».

1.2 Le coupable

Mais en quoi consiste vraiment ce prion qui a causé toutes ces pertes ?

I.2.1 Les agents transmissibles non conventionnels

Le terme d’agent transmissible non conventionnel (ATNC) a été donné aux agents
étiologiques des EST en raison de leurs particularités biologiques et physiques assez
inhabituelles. En effet, ils sont résistants aux principaux procédés habituellement utilisés pour

inactiver les microorganismes :
Chaleur
Rayonnements Ultra-Violets
Radiations ionisantes

Soude (NaOH)

+

+

+

+

+ Hypochlorite de sodium
+ Détergents

+ Dérivés phénoliques

£ Le péroxyde d’hydrogene
+

Thiocyanate de guanidium

Nature des ATNC

La nature exacte des ATNC dont la taille a été estimée entre 15 et 40 nanometres (Pocchiari et
al., 1987) est longtemps restée un sujet a contreverses. Virus, virino, prion ? Aujourd’hui,
I’hypothese du prion semble clairement la plus vraisemblable bien que plusieurs propriétés de

ces agents démentiraient I’existence d’un agent purement protéique.
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1.2.2 Hypotheses virales

Dans les années 1970, les travaux d’Alan Dickinson permettent d’ouvrir la voie sur la nature
éventuelle de I’agent. Le travail de cette équipe sur des souris syngéniques (qui possedent le
méme patrimoine génétique) a conduit a émettre 1’idée d’un virus responsable de ces EST.
Cependant, les études d’inactivation de ces agents par I’irradiation, la chaleur et les processus
chimiques montrant que ces traitements étaient inefficaces, ont remis en cause cette
conclusion (Rohwer, 1991). Mais I’hypothese d’un virus ne peut pas étre définitivement
éliminée en raison de la résistance a la chaleur de 1’agent, puisque certains virus isolés de
bactéries ont été décrits comme pouvant résister a des températures de 93°C et des pH tres
faibles (Rice et al., 2001). Néanmoins, ce virus, responsables des EST, n’a jamais pu étre
observé.

De plus, les données concernant la présence d’acides nucléiques sont trés ambigiies : certaines
n’ont pas réussi a identifier un acide nucléique de la taille d’un génome potentiel (Kellings et
al., 1994) alors que d’autres décrivent la présence d’acides nucléiques (ADN ou ARN) de tres
petite taille (Diringer et al., 1997; Ozel et al., 1994). Par ailleurs, 1’équipe de Surachai
Supattapone a montré que des molécules d’ARN de taille supérieure a 300 nucléotides
pouvaient stimuler la conversion de la protéine PrP° en protéine pathologique (Deleault et al.,
2003).

Enfin I’absence de réaction immunitaire (Porter et al., 1973), contrairement a ce qui est
observé pour toutes les autres infections virales conventionnelles humaines ou animales, la
longueur inhabituelle de la période d’incubation et les propriétés exceptionnelles de ces

agents ont conduit a plusieurs hypotheses :
+ un virus lent (Kaneko et al., 1997).

% un rétrovirus conventionnel qui repose sur 1’aptitude de certains virus neurotropes a
induire des modifications membranaires sans réponse inflammatoire (Manuelidis et al., 1987).
i un virus amyloidogénique contenant une information génétique propre.
IrcS

L’accumulation de la PrP

(Diringer, 1991).

sous forme amyloide résulterait de la réplication du virus

+ un virino composé d’une structure hybride contenant un petit acide nucléique
infectieux nu (qui ne coderait pour aucune protéine virale susceptible d’étre reconnue par le
systtme immunitaire) protégé par une coque de protéines codées par 1’hote (Dickinson and

Outram, 1988).
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Cependant, aujourd’hui, aucune de ces hypotheses n’a pu étre vérifiée.

1.2.3 Hypothese protéique : le prion

Elaboration de I’hypothese

L’hypothese « purement protéique » a été pour la premiere fois avancée par Tikvah Alper en
1966 suite a ses travaux montrant que les Ultra-Violets, qui détruisent habituellement les
acides nucléiques et donc les virus, n’avaient aucun effet sur 1’agent responsable de la
tremblante du mouton (Alper et al., 1967).

J.S. Griffith en 1967 a repris le concept de la protéine seule en proposant que sous certaines
conditions, des protéines pouvaient s’auto-répliquer et agir comme un agent infectieux
(Griffith, 1967).

Cependant, cette théorie allait a I’encontre de tous les dogmes de la biologie moléculaire de
I’époque et ses résultats ont été ignorés jusqu’en 1982, date a laquelle Stanley B. Prusiner a
publié une étude montrant que 1’agent de la tremblante ne contenait pas d’acides nucléiques
(Prusiner, 1982). Lorsque 1’on exposait un extrait de cerveau infecté a des protéases, il était
partiellement résistant. Ceci leur a permis d’en déduire que le marqueur de I’infection serait
une protéine qu’ils ont appelé « prion » pour « proteinaceous infectious particle ». Pour cette
découverte, Stanley B. Prusiner a été récompensé par le prix Nobel en 1997. La protéine
infectieuse a ensuite été isolée et nommée PrP 27-30 en raison d’un poids moléculaire de la
protéine entre 27 et 30 kDa apres hydrolyse au niveau du domaine sensible a la protéinase K
(PK). A cette époque, les scientifiques pensaient toujours que ce « prion » n’était qu'une
proteine étrangere a 1I’hote et utilisant toute la machinerie cellulaire pour se répliquer.

Ce n’est qu’en 1985, que Bruce Chesebro et Bruno Oesh ont montré I’existence d’une
protéine tres similaire a celle du prion chez le hamster sain et la souris saine (Chesebro et al.,
1985; Oesch et al., 1985). Ces travaux ont révélé que chez les animaux malades, la PrP
existait 2 la fois sous une forme normale (PrP® pour PrP cellulaire) et sous une forme
anormale pathologique (PrP*® pour PrP scrapie, également nommée PrP™ pour PrP résistante
a la dégradation par les protéases) (Meyer et al., 1986).

En 1993, les travaux de Hansruedi Biieler ont en partie permis de confirmer I’hypothese de
la protéine seule. En effet, I’'inoculation, a des souris PrnP0/0 n’exprimant pas de PrPC, avec
un homogénat extrait d’un cerveau d’une souris infectée a montré que ces souris ne
développaient pas la maladie (Bueler et al., 1993). La présence de PrP® est indispensable 2
I’infection. Néanmoins, la démonstration de 1’hypothése de la protéine seule par ces

expériences de souris transgéniques n’est pas suffisante pour certains auteurs qui postulent
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que la PrP® pourrait représenter le récepteur pour un virus encore non identifié. Selon eux,
I’invalidation du géne PrnP pourrait plutdt conférer a la souris une résistance virale.

Mais, ces dernieres années, plusieurs travaux vont clairement dans le sens de I’hypothese
protéique :

1- T’infectiosité est considérablement réduite par des agents qui détruisent la structure de la
protéine tels que des anticorps anti-PrP (Enari et al., 2001; Peretz et al., 2001).

2- les études dans un systeme acellulaire et par PMCA (Protein Misfolding Cyclic
Amplification) ont permis de mettre en évidence la capacité de la PrP pathologique a convertir
la PrP€ en PrP™ de novo (Castilla et al., 2005; Kocisko et al., 1994; Saborio et al., 2001).
Cependant, cette technique ne conforte pas completement la théorie de « la protéine seule »

puisque I'infectiosité est générée a partir d’un extrait total et non de la PrP© purifiée.
Cependant, cette hypothese prion présente certaines limites :

1- les EST apparaissent sous la forme de différentes souches caractérisées par différentes
périodes d’incubation, manifestations cliniques et neuropathologiques (Prusiner, 1998). Ce
phénomene de souches fait également penser a ce que I’on retrouve dans le cas des infections
virales. Il pourrait néanmoins étre dii a une conformation ou un état d’agrégation différents
(Caughey et al., 1998a; Safar et al., 1998)

2- linfectiosité peut se propager sans PrP™ détectable (Lasmezas et al., 1997), et

rcS

inversement, des échantillons peuvent contenir beaucoup de PrP™ sans étre forcément
infectieux (Hill et al., 2000)

3- un autre argument contre 1’hypothese de la protéine seule vient du fait que les EST, sont les
seules des amyloidoses classiques a €tre transmissibles expérimentalement. Les interactions
protéiques communes a toutes les amyloidoses ne peuvent donc pas expliquer a elles seules le
caractere unique de transmissibilité des EST (Chesebro, 1998) ainsi que la grande variabilité
des souches d’ATNC. Cependant, une étude a montré la transmissibilité d’une amyloidose
selon un mécanisme ressemblant a celui du prion (Lundmark et al., 2002). Si cela était

confirmé par d’autres équipes et pour d’autres amyloidoses, il semblerait alors que

I’hypothese de la protéine seule soit vérifiée.

Par ailleurs, une étude récente de 1’équipe de Stanley B. Prusiner sur de la PrP recombinante
semble confirmer cette hypothese. En effet, le seul argument qui pourrait entierement
confirmer I’hypotheése du prion viendrait de la démonstration de la génération de novo de
Iinfectiosité a partir de PrP® dans un systéme in vitro acellulaire, systéme qui ne permettrait

la réplication d’aucun virus. Stanley B. Prusiner a montré que I’inoculation intracérébrale a
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des souris de PrP murine synthétique produite chez Escherichia coli polymérisée en fibrilles

1cS

amyloides entrainait I’apparition dans le cerveau de PrP™ et de signes neuropathologiques
(Legname et al., 2004). Si ces données sont confirmées, cela pourrait représenter la

démonstration finale que les agents étiologiques des EST sont bien des protéines infectieuses.

Il est a noter que de telles preuves biologiques ont déja été rapportées pour les prions de

différents champignons :
- levures (King and Diaz-Avalos, 2004; Sparrer et al., 2000; Tanaka et al., 2004)

- Podospora (Maddelein et al., 2002)

1.2.4 Définition du terme PRION

Le terme "prion" a été créé par Stanley B. Prusiner pour désigner les agents non
conventionnels responsables des encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST),
maladies du systetme nerveux central qui peuvent étre héréditaires, sporadiques ou
infectieuses, mais toujours létales. De nature protéique, apparemment dépourvus d'acide
nucléique spécifique, les prions sont caractérisés par la capacité qu'a la forme pathogénique de
la protéine infectieuse a transmettre ses propriétés a I'isoforme normale de la méme protéine
via des interactions protéine-protéine. Cette propriété serait responsable de 1’infectiosité et

conduirait a une destruction sélective des cellules nerveuses chez les mammiferes.

1.2.4.1 L'agent secret des maladies a prions

Que sait-on vraiment de la biologie du prion ? Cette mystérieuse protéine a (au moins) deux
visages joue un role fondamental dans les encéphalopathies spongiformes transmissibles.
Lorsqu'elle s'accumule, elle est toxique pour les cellules du cerveau. Mais comment une
protéine naturelle peut-elle devenir infectieuse ? Comment expliquer qu'au sein d'une méme
espece elle puisse se présenter sous de nombreuses variantes ? La série de questions qui
demeurent sans réponse semble plaider en faveur de 1'existence d'un agent pathogene associé.

Si ce dernier existe, il reste encore a découvrir.

1.2.4.2 La protéine Prion : découverte

C’est la purification de fractions infectieuses a partir de cerveaux de hamsters infectés qui a
permis la découverte de la protéine du prion ou PrP, protéine existant de maniere naturelle
chez I’hdte (PrP%) et s’accumulant sous une forme pathologique (PrP™) au cours des EST
(Prusiner, 1982). Aujourd’hui, la forme pathologique de PrP représente le seul marqueur

moléculaire détectable de ces maladies.
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I.2.5 La protéine prion PrP : les deux faces de la protéine

1.2.5.1 PrP°

Le gene PRNP humain code une protéine de 253 résidus qui peut étre considérée comme le

précurseur de la PrP.

Ce gene est localisé sur le chromosome 20 chez I’homme (PRNP), le chromosome 2 chez la
souris (Prnp), le chromosome 13 chez I’ovin (Prnp) et est trés conservé chez tous les
mammiferes (Westaway and Prusiner, 1986), ce qui suggere une fonction essentielle pour ce
gene. Récemment, un analogue conservé a été identifié en aval du gene Prnp, appelé Prnd et
codant pour la protéine Doppel (acronyme de downstream prion protein-like gene) (Moore et
al., 1999). Cette protéine ne possede que 19% d’identité avec la protéine prion mais la
protéine Doppel a vraisemblablement eu une évolution divergente par rapport a la protéine

PrP, ce qui I’aurait conduite a acquérir de nouvelles propriétés.

Exon I Intron Exon I
52-82nt 10 Kb 1960 nt

Geéne
e 1 I
humain
Répétitions GC

ARNm
Poly A

D’apres Lee and Eisenberg, 2003

Figure 3 : Représentation de la structure du gene PRNP et de ’ARN messager correspondant.

% Polymorphisme et mutations

Chez I’homme, le polymorphisme le plus connu se situe au niveau du codon 129 (méthionine
ou valine) et semble associé a I'infection. En effet, ’homozygotie pour la méthionine au
codon 129 représente 83% des cas de maladie de Creutzfeldt-Jakob (Hauw et al., 2000). Un
polymorphisme au niveau des codons 171 et 219 a également été décrit. Par ailleurs, des
mutations ponctuelles et des insertions représentées sur la figure 4 sont également liées aux

maladies humaines familiales (fCJ, SGSS ou IFF).
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Chez le mouton, le polymorphisme des codons 136 (Alanine ou Valine), 154 (Arginine ou
Histidine) et 171 (Arginine ou Glutamine) est aussi associé€ a une sensibilité ou une résistance

plus importante.

¢ Structure de la protéine PrP

Les formes pathologique et normale de la PrP possedent la méme structure primaire, mais

different par leurs structures secondaires et tertiaires.

Structure primaire

Le géne PRNP code une protéine humaine de 253 acides aminés qui contient plusieurs
domaines. Cette protéine est une protéine glycosylée de poids moléculaire compris entre 33 et

35 kDa.

S =S
Ancre GPI
, s sea N-Glycosylation
Séquence répétées N 181 Nl97—|
. 1 22 51 91 144 154 179 I 214 231 253
Structures Iaire
et ITaire de la PrP B = B H2 H3
humaine 173 194 200 228

P(Q/H)GGG(G/-)WGQ
2+

Cu
£
g MCJ Insertions d’octapeptides LA BRI
‘E aux positions 67,75 ou 83 T183A R208H M232R
% g
g€
g/g GSS P102L. A117V V1801 Q217R
S8 P105L F198S
o D178N
3 IFF
:E 5 Y 145Stop
wn =
=
=
é Polymorphisme Délétion d’un octapeptide  M129V E219K

Figure 4 : Position des différentes mutations et différents polymorphismes au niveau du
gene PRNP humain : La protéine précurseur comporte 253 acides aminés. Lors de sa
maturation, le peptide signal N-terminal de 22 acides aminés est clivé et les 23 résidus C-
terminaux sont remplacés par une ancre glycosyl phosphatidyl inositol (GPI). Deux domaines
composent la protéine PrP® mature (23-231). D’une part, une région N-terminale (23-120) qui
contient 5 répétitions d’un octapeptide riche en proline et en glycine, pouvant se lier a des ions
cuivre. Elle ne présente aucune structure secondaire. D’autre part, un coeur structuré (120-231)
présentant 3 hélices a0 (H1 : 144-154 ; H2 : 173-194 et H3 : 200-228) et un petit feuillet B anti-
parallele (128-131 et 161-164). Cette région C-terminale comprend aussi 2 sites de N-
glycosylation sur les résidus Asn 181 et Asn 197 et un pont disulfure établi entre les 2 résidus
Cys 179 et Cys 214. Ce sont dans les hélices a de ce second domaine que se retrouvent la
plupart des mutations a I’origine des formes génétiques des maladies a prion humaines :
maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJ), syndrome de Gerstmann-Straiissler-Scheinker (SGSS) et
insomnie fatale familiale (IFF). En outre, plusieurs polymorphismes de la protéine sont connus.
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La séquence complete de la protéine PrP est composée de :

+ un peptide signal de 22 acides aminés qui est clivé au niveau du réticulum

endoplasmique des le début de la traduction

% une extrémité N-terminale (23-91) qui contient des répétitions de cinq octapeptides et
d’hexapeptides qui sont clivées lors de la digestion partielle par la protéinase K. Elle contient

aussi a ce niveau les sites de liaison au cuivre ou pour les glycosaminoglycanes (23-35)

+ la région 91-135 qui contient entre les acides aminés 115 et 135 une région
hydrophobe tres conservée entre les especes. La séquence 110-135 correspond au site
d’insertion transmembranaire potentiel de la protéine (TM1). Cette région contient également
les acides aminés 106 a 126 dont le peptide correspondant a été fortement étudié en raison de

ses propriétés neurotoxiques (pour revue, (Forloni, 1996))

+ la région 136-231 qui contient deux sites de N-glycosylation au niveau des acides
aminés 181 et 197, sur lesquels différents N-glycanes peuvent se positionner et sont
responsables des trois états de glycosylation de la protéine (non glycosylée, mono ou bi-
glycosylée). Cette région comprend aussi deux cystéines en position 179 et 214 permettant la
formation d’un pont di-sulfure. C’est également dans cette région que se trouve le site de
liaison (144-179) de la PrP au LRP/LR (Laminin Receptor Precursor) qui semble jouer le role
de récepteur a la protéine (Hundt et al., 2001) et intervenir dans 1I’endocytose de la PrP. Enfin,
la sérine en position 231 permet la liaison d’une ancre glycosyl phosphatidyl inositol (GPI)
qui autorise 1’ancrage de la PrP au feuillet extracellulaire de la membrane plasmique (Stahl et
al., 1987) et qui est requis pour la toxicité de la protéine PrP (Chesebro et al., 2005); une
hypoth&se consiste 2 dire que 1’ancrage 2 la membrane de PrP* via I’ancre GPI permet la
transduction de signaux « neurotoxiques » (Harris and True, 2006) alors qu’au contraire,
I’ancrage de PrP® est important pour la transduction de signaux « neuroprotecteurs » (Roucou

and LeBlanc, 2005)

+ une extrémité C-terminale (232-253) hydrophobe clivée lors de la maturation de la

protéine qui sert de signal a 1I’addition du GPI sur la sérine 231.
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Ainsi, les modifications post-traductionnelles peuvent se résumer en quatre étapes

principales :
i le clivage du peptide signal amino-terminal
i le clivage des vingt-trois résidus de l'extrémité carboxy-terminale et I'addition d'un

groupement glycosyl phosphatidyl inositol (GPI) sur un résidu sérine permettant I'ancrage de

la protéine a la membrane plasmique

+ la formation d'un pont disulfure entre les résidus cystéines 179 et 214
+ I'addition de deux groupements d'oligosaccharides sur les résidus asparagine 181 et
197.

Structures secondaire et tertiaire

La structure tridimensionnelle de la PrP recombinante sans son ancre GPI a été obtenue par
résonance magnétique nucléaire (RMN) (figure 5). Trois hélices o et deux feuillets B
structurent la partie carboxy-terminale de la PrP (43 % d'hélice o et 3 % de feuillet B). Le
domaine carboxy-terminal de la PrP est globulaire tandis que 1'extrémité amino-terminale est
flexible et libre de mouvement (Donne et al., 1997; Riek et al., 1996). Il est possible que le
domaine amino-terminal de la PrP acquiere sa structure définitive apres liaison du cuivre ou
apres insertion de la PrP dans la membrane plasmique via son ancre GPI. La PrP
recombinante a été utilisée pour déterminer la structure tridimensionnelle de la partie C-
terminale (121-231) de la protéine PrP¢ (James et al., 1997; Riek et al., 1997).

Ainsi, pour la PrP murine et humaine (Riek et al., 1997; Zahn et al., 2000) la structure de la
PrPC consiste en 3 hélices a (144-154, 173-194, 200-228) et deux feuillet B antiparalleles
(128-131 et 161-164). Pres du petit feuillet B, le pont disulfure fait la connexion entre les
hélices a 2 et 3. La région entre le feuillet § et I’hélice 2 (166-171) n’a pas pu étre déterminée
avec précision en raison d’une relative flexibilité. Cette région a pourtant son importance,
puisque des études sur des animaux transgéniques avec des mutations dans cette région
semblent indiquer que le phénomene de barriere d’espece se situe dans cette région. La
structure tridimensionnelle dépend également de la présence de groupes glycosylés pouvant
se lier a la PrP et la partie N-terminale au niveau des répétitions d’octapeptides pouvant lier

des ions cuivre qui pourraient stabiliser la structure en hélices a (Miura et al., 1996).
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Il faut bien noter que cette structure tridimensionnelle de la PrP® par RMN est une structure
monomérique. Or, plusieurs études ont montré que la PrP pouvait se dimériser par formation
de ponts disulfures intramoléculaires ou intermoléculaires (Jensen et al., 2001; Meyer et al.,

2000).

a
Hélices o (%) Feuillets 3 (%)
pPC 43 ;
ppS¢ 20 34
PrP27-30 29 31
PrP€ structure PrPS¢ model

B-helix
PrP residues 90-176

Figure 5 : Pourcentage d’hélices o et de feuillets f au sein de la protéine PrP
ainsi que la structure tridimensionnelle de la protéine PrP recombinante.

a. La protéine PrP sous conformation non prion est essentiellement constituée
d’hélices o (43%) alors que sous conformation prion, la protéine serait
essentiellement constituée de feuillets B (34%).

b. Sur la structure de gauche, la structure tridimensionelle de la PrPC est
représentée a partir de la PrP recombinante de souris (121-231) et la structure de
PrP% est un modéle proposé par Govaerts et al. En orange sont représentées les
hélices o et en bleu, les feuillets . La structure de droite représente PrP€ avec son
ancre GPL.

¢ Biosynthese et localisation cellulaire de la PrP

La PrP est localisée a la surface des cellules ou elle est ancrée dans la membrane plasmique
par son extrémité C-terminale liée a une ancre GPI (glycosyl phosphatidyl inositolphosphate)

(Stahl et al., 1987).
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Comme toutes les autres protéines membranaires et secrétées, la PrPC est dirigée vers le
réticulum endoplasmique (RE) par le peptide signal ou la protéine subit des modifications
post-traductionnelles, telles que I’addition de glycanes, de ’ancre GPI et de la création d’un
pont disulfure (Haraguchi et al., 1989; Turk et al., 1988) (figure 6a). La plupart des molécules
de PrP® sont transportées au niveau de la surface des cellules, ol la protéine se localise au
niveau de microdomaines résistants aux détergents (DRM) riches en sphingolipides appelés «
rafts » (Naslavsky et al., 1997), domaines décrits comme lieu de conversion de la PrPC en
PrP™ (Kaneko et al., 1997; Taraboulos et al., 1995). Par ailleurs, il existe deux autres formes
transmembranaires de la PrPC, CtmPrP ou NtmPrP (Hegde et al., 1999). CtmPrP, dont le
peptide signal n’est pas clivé, semble se localiser dans le RE (Stewart et al., 2001) et a été
proposée pour intervenir dans les mécanismes de la pathogenese (Hegde et al., 1999).

Une fois a la surface cellulaire, toutes les molécules de PrP ne restent pas localisées a ce
niveau de la cellule (figure 6b). Plusieurs études ont mis en évidence un recyclage de la PrP
(Harris et al., 1993) vers un compartiment d’endocytose, soit via les vésicules de clathrine
(Harris, 2003), soit par I'intermédiaire de structures moins classiques appelées cavéoles
(Peters et al., 2003). En réponse au cuivre, la PrP internalisée est retrouvée au niveau
périnucléaire colocalisée avec des marqueurs des endosomes tels que la transferrine, FM4-64
et Rab5 (Lee et al., 2001; Magalhaes et al., 2002). La partie N-terminale de la PrP est une
région essentielle pour 1’efficacité de ’endocytose par la clathrine. En effet, la PrP délétée
pour cette région s’accumule a la membrane plasmique (Sunyach et al., 2003).

Le recrutement des vésicules de clathrine pour I’endocytose de la PrP est étonnant puisque,
comme les autres protéines a ancre GPI, la PrP ne possede pas de domaine cytoplasmique
pouvant interagir directement avec la clathrine. L’équipe de Harris a donc postulé 1’existence
d’un récepteur a la PrPS qui serait une protéine transmembranaire possédant ce signal de
localisation dans son domaine cytoplasmique et dont 1’extrémité N-terminale interagirait avec
la PrPC. Les candidats pourraient €tre par exemple le récepteur a la laminine LRP/LR
(Gauczynski et al., 2001).

Bien que l'expression de la PrP® soit ubiquitaire dans le cerveau, les immuno-marquages les
plus intenses sont obtenus dans le bulbe olfactif et le cortex cérébral. Majoritairement
neuronale, la PrPC est plus intensément exprimée dans les neurones GABAergiques (Ford et
al., 2002). Dans le cervelet, les messagers de la PrP sont fortement exprimés dans les cellules
de Purkinje et se retrouvent a des niveaux plus modestes dans les cellules granulaires. Les
études d'immuno-localisation ont montré la présence de la PrP© dans le bouton synaptique des

neurones (Fournier et al., 1995). En outre, la PrP© peut étre libérée dans le milieu extra-
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cellulaire au cours d'un processus appelé "shedding" (figure 6b) (Parizek et al., 2001; Parkin
et al., 2004).

Enfin, les expériences de "pulse chase" ont permis de déterminer, pour PrP€ un temps de
demi-vie d'environ 6 heures (Caughey and Raymond, 1991). La PrPC est internalisée de facon

constitutive mais aussi induite.
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Figure 6 : Biosynthése de PrPc.

a. La protéine est produite dans le réticulum endoplasmique (RE) ou les
modifications post-traductionnelles ont lieu, puis transite dans 1’appareil de
Golgi avant de s’ancrer dans la membrane via son ancre GPI.

b. Apreés ancrage a la membrane, la protéine PrP peut étre internalisée de
deux facons: par la voie clathrine ou bien par la voie des cavéoles via sa
liaison avec les ions cuivre. Le processus appelé “shedding” permet de
libérer la protéine dans le milieu extracellulaire.
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< TFonctions de la PrP°

Bien que des années se soient écoulées depuis la création des lignées de souris Prnp0/0,
aucune idée claire ne s'est dégagée quant a la fonction physiologique de la PrP®. Les études
phénotypiques des souris Prup0/0 n'ont révélé que des anomalies neurophysiologiques
mineures en relation avec l'excitabilité neuronale et la régulation du cycle circadien (Raeber et
al., 1998; Tobler et al., 1996). Néanmoins, plusieurs hypotheses plus ou moins fondées ont été

avancées dont certaines sont énoncées dans le tableau 5.

Une stratégie permettant de cerner le role de la PrP€ dans le métabolisme cellulaire normal
consiste a rechercher des partenaires protéiques. Une protéine de 66 kDa capable de lier la
PrPC a été identifiée (Martins et al., 1997). Cette protéine, "Stress-inducible protein 1" (STI1),
interagissant avec la PrP induirait un signal de neuroprotection empéchant l'apoptose des
neurones (Chiarini et al., 2002).

Plusieurs protéines candidates ont également été isolées par la méthode de "double hybride".
Cette méthodologie a révélé ’association possible de la PrP® avec des protéines impliquées
dans 1'adhésion et la mobilité cellulaires comme N-CAM, (Schmitt-Ulms et al., 2001) et le
récepteur de la laminine ainsi que la protéine de choc thermique Hsp60 (Rieger et al., 1997) et
enfin, la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Kurschner and Morgan, 1995). La confirmation de

ces interactions in vivo n'a toujours pas été réalisée.

Par ailleurs, I'expression de formes de la PrP délétées au niveau amino-terminal (acides
aminés 32-121 ou 32-134) induit une dégénérescence importante des cellules granulaires du
cervelet se traduisant par une ataxie et une mort prématurée des souris. Le mécanisme de cette
toxicité n'est pas connu, mais peut étre supprimé si la PrP® sauvage est exprimée
conjointement aux transgenes déléteres (Shmerling et al., 1998). Outre l'importance de
l'extrémité amino-terminale de la PrPS, ce modele expérimental suggere l'existence
d'interactions essentielles entre la PrP€ et des partenaires cellulaires. La PrP© pourrait jouer un
role crucial dans la mise en place des différents types cellulaires et le développement

harmonieux du cervelet.

Ce sont surtout les études concernant les molécules interagissant avec la PrP qui ont conduit a

diverses hypotheses sur les fonctions potentielles de cette protéine :
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Tableau 5: Les différents réles “présumés” de la protéine PrP

Type cellulaire

Processus

Fonction

Meécanismes et ligands

Neurone

Genese desneurites

Polarisation

Survie

Liaison du cuivre

Adhésion, signalisation

Signalisation

Anti-apoptotique
Pro-apoptotique

Endocytose du cuivre

Homéostasie du cuivre

Activi té superoxyde

Recrutement des NCAM dans les rafts
perme ttant ’activation de la kinase Fyn,
Liaison aux laminines, STII et LRP

prpC agitcomme facteur de croissance

Interaction avec Bax
Liaison avec 1 anti-apoptotique Bcl-2

Induit ’agrégation de PrPC, sa sortie desrafts
et son endocytose clathrine-dépendante

Maintien du niveau de cuivre nécessaire aux
membranes présynaptiquesetdurant les
conditions de stress oxydatif

En se liant au cuivre, PrPC aurait une

dismutase (SOD) fonction SOD
Cellules souches  Genese desneurones Inconnue Augmentation de la prolifération ce llulaire
neurales dansles régions neuronales
Différenciation Inconnue Le niveau de PrPC influence positivement
la diff érenciation
Cellules souches  Renouvelle ment Anti-apoptotique ? Transduction d’unsignal de survie ou fonction
hématopo'l‘étiques de co-récepteur pour les hormones affectant
les cellules hé matopoiétiques??
Les cellules T Activation Signalisation Régulation positive de PtPC sur des facteurs
d’activation
Dé veloppement Anti-oxidant? Liaison du cuivre au niveau du thymus
Leucocytes Différenciation Inconnue Expression de pipC parleslignées qui
don%eront les lymphocytes et monocytes
Phagocytose TEemITe PrP™~ module la phagocytose
Réponse inflammatoire Inconnue PrPC altere le recrute ment des leucocytes

au site de I'inflammation

4+ Survie cellulaire

La PrP¢ peut se lier au facteur anti-apoptotique Bcl2

(Kurschner and Morgan, 1995) et
protéger des cultures primaires de neurones humains contre la mort cellulaire induite par Bax
a des niveaux équivalents a la fonction neuroprotective de Bcl2 (Bounhar et al., 2001).

Par ailleurs, la perte de I'activité antioxydante médiée par la PrP® pourrait étre en partie
impliquée dans les maladies a prions (Wong et al., 2000). La PrP€ liée au cuivre posséde une
activité superoxide dismutase (Brown et al., 1999) et des neurones PrnP0/0 sont plus
sensibles au stress oxydatif que des neurones PrnP+/+ (Brown et al., 1997). Néanmoins, la

surexpression de PrP® sensibilise des cellules 2 la mort cellulaire induite par la staurosporine
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et augmente 1’activité de la caspase 3, enzyme impliquée dans la voie apoptotique (Paitel et
al., 2002). Enfin, la PrP® cytosolique qui s’accumule anormalement consécutivement a un
dysfonctionnement du protéasome montre une plus forte résistance aux protéases et une

toxicité accrue (Ma et al., 2002).

£ Adhésion

La PrP© est tout d’abord un récepteur a haute affinité pour la laminine (Graner et al., 2000).
En se liant 2 ce partenaire, la PrP€ affecte 2 la fois 1’adhésion cellulaire neuronale mais aussi
la formation de neurites (Graner et al., 2000). D’autre part, I’interaction de la PrP¢ avec la
tyrosine kinase p59fyn elle-méme impliquée dans la croissance neuritique par 1’intermédiaire
de N-CAM (Mouillet-Richard et al., 2000) et I’interaction directe de la PrP¢ avec N-CAM
(Schmitt-Ulms et al., 2001) confirment un rdle potentiel de la PrPC dans 1’adhésion cellulaire.
Par ailleurs, le LRP (récepteur a la laminine) peut se lier & la PrP® présente sur d’autres
cellules, contribuant ainsi a la communication intercellulaire et a la survie. LRP peut aussi lier
la PrP™ ce qui lui conférerait un role dans la propagation de I’infectiosité. Cette interaction
entre ces deux partenaires s’établit par I'intermédiaire des glycoaminoglycanes (GAG) et
notamment des héparanes sulfates (Hundt et al., 2001) qui ont été largement décrits pour

intervenir dans 1’adhésion cellulaire.
+ Fonction synaptique

L’absence de PrP© au niveau des synapses conduit a une altération de la formation de celles-ci
ainsi que du rythme circadien. Ces analyses ont permis de suggérer que cette protéine pouvait
étre impliquée dans le systéme neurotransmetteur et la modification de 1’activité neuronale au
niveau du systeme nerveux central (SNC) (Collinge et al., 1994; Sales et al., 1998). La
capacité de la PrP a activer la protéine kinase fyn (Mouillet-Richard et al., 2000) retrouvée en
grande quantité dans les synaptosomes du cerveau, indiquent que la PrP pourrait jouer un

role dans la fonction synaptique.
+ Transport du cuivre

La PrP® peut interagir avec le cuivre avec une faible affinité et de maniére pH dépendante.
Cette interaction implique I’extrémité N-terminale de PrP, et implique des histidines présentes
dans la région octapeptide PHGGGWGQ répétée 5 fois (Viles et al., 1999). Le cuivre stimule
fortement 1’endocytose de la PrPC (Pauly and Harris, 1998) retrouvée au niveau des
endosomes précoces et une partie du Golgi (Magalhaes et al., 2002), suggérant un role de
PrP€ dans le transport du cuivre. Des souris dépourvues de PrPS montrent une concentration

50% plus faible de cuivre dans les fractions synaptosomales et subcellulaires endosomales
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comparativement 2 des souris sauvages pour la PrP¢ (Kretzschmar, 2000), une réduction de
I’activité superoxyde dismutase liée au cuivre/zinc, ainsi qu’une altération des réponses

physiologiques en présence d’un exces de cuivre (Brown and Besinger, 1998).
£ Protection des cellules souches hématopoiétiques contre 1’apoptose

PrP est localisée a la surface des cellules souches hématopoiétiques (HSCs) et est nécessaire
pour leur auto-renouvellement. Comme d’autres protéines a ancre GPI, PrP est localisée dans
les radeaux lipidiques au niveau de la membrane plasmique et pourrait ainsi réguler certaines
protéines de signalisation dont I’hormone affectant 1’activité des HSCs. PrP pourrait protéger
les HSCs de I’apoptose et donc prolonger leur renouvellement a long terme. PrP favorise ainsi

les greffes de HSCs durant les transplantations en série (Zhang et al., 2006).

¢ Glycosylation et localisation de la PrP

La PrP€ glycosylée peut-étre co-immunoprécipitée avec des anticorps dirigés contre des
protéines telles que grp94, la calnexine, la calreticuline, les chaperons de protéines associées
au RE intervenant dans le repliement, alors que la PrP non glycosylée est retrouvée associée
uniquement avec grp94, ce qui semble indiquer que les sucres et les chaperonnes doivent
avoir un role dans le repliement conformationnel de la PrP (Capellari et al., 1999).

De plus, la N-glycosylation influence la topologie de la PrP ; I’inverse est également vrai. En
effet, Walmsley a montré que contrairement aux autres formes de PrP, les formes PrP-Nterm
ou les formes tronquées au niveau de 1’ancre GPI ne sont pas glycosylées, indiquant que
I’ancre GPI, I’ancrage C-terminal a la membrane, ou encore certaines régions C-terminales
sont nécessaires a la N-glycosylation de la PrP (Walmsley et al., 2001). Pour revue (Mitra et
al., 20006).

Par ailleurs, la présence d’une ancre GPI permet I’ancrage de la PrP 2 la membrane au
niveau de structures semi-organisées appelées « rafts » riches en sphingolipides et stérols. La
PrP est rapidement endocytée par liaison a un récepteur d’endocytose transmembranaire
(Shyng et al., 1995), par des puits recouverts de clathrine (Madore et al., 1999) ou aux
cavéoles (Vey et al., 1996). Une forme mutante de la PrP® non glycosylée est résistante a la
dégradation dans les endosomes, ce qui suggére un rdle de la glycosylation dans les processus
de dégradation de la protéine (Capellari et al., 1999).

Depuis la description par 1’équipe de Liu de la nécessité de I’ancre GPI dans le transfert
intercellulaire de la PrP€ apres activation cellulaire (Liu et al., 2002b), le rdle de la

glycosylation dans les processus de propagation de 1’agent infectieux est proposé, bien qu’il
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reste encore 2 déterminer si la PrP> peut elle aussi étre transloquée de cellule a cellule selon

un processus similaire.

% Glycosylation et conversion PrP‘/PrP™

Ex vivo, dans des cellules de mammiferes en culture, si la N-glycosylation est inhibée, la
PrP*° est produite plus rapidement (Lehmann and Harris, 1997). Le méme effet a été obtenu
quand les sites de glycosylation de la PrP ont été délétés (Korth et al., 2000).

Par ailleurs, une mutation du géne entrainant une substitution au codon 183 et inhibant la
glycosylation a ce site est liée a une forme familiale de la maladie (Nitrini et al., 1997).
Cependant, ces résultats doivent €tre pris avec précautions puisque 1’équipe de Sabina
Capellari a montré que ’origine de la maladie serait non pas le manque de glycanes lui-

méme, mais la conséquence des substitutions des acides aminés (Capellari et al., 2000).

1.2.5.2 PrP%

Les deux protéines PrP€ et PrP* ne different que par des modifications post-traductionnelles.
En conséquence, elles possedent la méme séquence en acides aminés, mais des structures
tridimensionnelles différentes. Comme déja ennoncé dans la figure 5, la forme pathologique

serait essentiellement formée de feuillets B qui favorisent I’agrégation.

PrPC structure PrPSc model

Hélices o (%6) Feuillets {3 (%6)

PrPc 43 o
PrPSc 20 34
PI'P: 1—30 29 3 1 Ij:‘he"x 7
PrP residues 90-176

b C

Rappel de la figure 5

De plus, contrairement a la PrPC, la PrP* est relativement résistante 3 une digestion par la
protéinase K. La résistance a la digestion par la protéinase K varie en fonction de 1'espece
hote et/ou de la souche considérée. Elle ne clive que les 70 premiers acides aminés de la
molécule. Sur un gel polyacrylamide, elle aura donc une taille plus petite que la PrPC,

comprise entre 27 et 30 kDa (figure 7).
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Figure 7: Fragment de PrP résistant a la digestion par la protéinase K (PK).
Représentation linéaire de PrPC et PrP* ainsi que du fragment C-terminal résultant
de la digestion de prp% par la protéinase K pour créer PrP 27-30. Pour illustrer le
changement de conformation de PrP‘ en PrPSC, la molécule PrP>° est montrée avec
une coloration différente de I’hélice o, mais d’autres changements existent en C-
terminal (omis pour la clarté de la figure).

Son temps de demi-vie est supérieur a 24 heures dans des cellules chroniquement infectées
(Caughey and Raymond, 1991) alors que celui de PrP® est d’environ 6 heures. Dans le
systtme nerveux central, la PrP% ne s'accumule pas systématiquement dans les aires
cérébrales les plus riches en PrPC, suggérant un possible transport axonal de la PrP%. La PrP*
a aussi été détectée plus récemment dans des échantillons de rate, de muscles squelettiques et
d'épithélium olfactif de patients atteints de sCJ (Glatzel et al., 2003; Zanusso et al., 2003).

En raison de ses caractéristiques d’agrégation, la purification 2 homogénéité de PrP> n'a
jamais pu étre réalisée. En conséquence, les expériences de cristallographie et de résonance
magnétique nucléaire sont rendues difficiles. Il est probable que la structure tridimensionnelle
de la PrP* garde, et pour longtemps encore, ses secrets. Néanmoins, des études de
spectroscopie en spectre infrarouge ont montré que les agrégats de PrP*° forment une
structure remarquablement ordonnée, constituée de 34 % de feuillets B et 20 % d'hélices o
(Caughey et al., 1991). Des essais ont été réalisés pour développer un modele de PrP%¢ (Pan et
al., 1993). Des modeles de PrP* utilisant la structure de la PrP® modifiée indiquent que les
hélices a 2 et 3 sont inchangées. Ces modeles sont toutefois incomplets puisqu’ils ont été
établis 2 partir de molécules isolées alors que les PrP sont trouvées sous forme agrégées

(Wille et al., 2002). Les structures disponibles déduites des données de dichroisme circulaire,
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de FTIR (Fourier Transformed InfraRed spectroscopy) et de microscopie électronique
indiquent que la PrP*® serait constituée de 2 hélices a et de 4 feuillets  (Cohen et al., 1994;
Huang et al., 1996). Par ailleurs, plusieurs études indiquent la formation de trimeres (Riesner,
2003; Wille et al., 2002) conduisant a la fibrillisation, par la présence d’hélices B selon
Govaerts et al. (Govaerts et al., 2004) (figure 5).

V()

La structure tridimensionnelle de PrP™ n’a pas encore été completement élucidée mais bien
qu’elle ait la méme séquence primaire que PrPC, elle a des propriétés physico-chimiques

différentes :
£ majorité de feuillets B (Caughey et al., 1991) formant des hélices f (Wille et al., 2002)
+ insoluble, allant jusqu’a la formation d’agrégats (Cohen et al., 1994)
+ résistante a la protéinase K (d’out son nom PrP™)
+ une partie N-terminale complétement déstructurée

+ capable de convertir la forme normale en forme pathologique d’ou le terme de

« baiser de la mort » employé par Byron Caughey (Caughey, 2001).

Son pouvoir infectieux lui serait donc conféré par sa capacité a convertir les molécules de la
forme saine en molécules de la forme pathologique (mécanisme d’autocatalyse). Des souris
transgéniques, dont le géne codant la protéine PrP a été délété, ne contractent aucune infection
lorsqu’on leur injecte du prion infectieux (Bueler et al., 1993; Sailer et al., 1994). De plus, la
réintroduction du transgene Prnp dans ces souris restore la suceptibilité aux prions. La
présence de la protéine PrP® est donc indispensable au processus de production de la protéine
PrP™ et a I’invasion du systéme nerveux central, ce qui renforce donc 1I’hypothése « protein-

only ».
¢ Conversion de la PrP cellulaire en isoforme pathologique

La conversion de la PrP® en PrP™ pourrait se situer au niveau des DRM (microdomaines
résistants aux détergents) des membrabes cellulaires (Baron et al., 2002; Sanghera and
Pinheiro, 2002), du réticulum endoplasmique (Ivanova et al., 2001) ou des voies
d’endocytose. Le fait que la déplétion en cholestérol, qui induit la destruction des rafts, inhibe
la formation de PrP%, suggére que les rafts seraient le site de conversion de PrP¢ en PrP*
(Taraboulos et al., 1995). La colocalisation de PP avec des marqueurs des endosomes et des
lysosomes a conduit a I’hypothese de la conversion au niveau des voies d’endocytose (Arnold
et al., 1995). Le protéasome et le transport rétrograde de la PrP€ a travers le Golgi ont

également été proposés pour jouer un role dans la conversion. En effet, des protéines
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incorrectement assemblées ou conformées sont retenues au niveau du RE et soumises a la
voie de dégradation appelée ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation)
incluant une translocation a travers la membrane du RE vers le cytosol puis le protéasome
(Yoshida, 2007). Lorsqu’on inhibe la fonction du protéasome avec des inhibiteurs spécifiques,
la PrP s’accumule dans le cytosol sous forme d’une molécule mal conformée partiellement
résistante a la PK, pouvant en plus promouvoir la transconformation de molécules de PrP©
nouvellement synthétisées (Ma and Lindquist, 2001; Yedidia et al., 2001). Ces résultats

démontrent que la PrP® 2 elle seule a la capacité de promouvoir sa propre transconformation.

Ces mécanismes de conversion de PrP cellulaire en PrP pathologique ne sont pas encore

€lucidés. Plusieurs hypotheses ont été émises.
Mécanismes moléculaires de la conversion (figure 8).

L'hypothese de la "protéine seule" postule que 1'agent infectieux est une forme mal repliée de

PrP qui pourrait se répliquer selon deux mécanismes :

"

+ Selon le modele du « moule assistant » ou encore de " remaniement imposé par la
matrice" (template-directed refolding) : PP interagirait avec PrP¢ ainsi que d’autres

facteurs, permettant de lui imposer sa propre conformation.

+ Selon le modle de la nucléation : il existerait un équilibre entre la forme PrPC et la
forme PrP* qui apparaitrait spontanément mais serait extrémement instable. Cet équilibre
serait donc nettement en faveur de la forme PrP® sauf si des agrégats de PrP*° existent. En

interagissant avec ces agrégats préexistants, la forme PrP* serait stabilisée.

Aucune de ces deux hypotheses n'a été validée expérimentalement. Pour cela, il faudrait
reproduire la génération de novo de I’agent infectieux dans un systeme in vitro composé de
PrP5¢, PrP© et d'éventuels co-facteurs. Ainsi, Byron Caughey et ses collaborateurs ont mis au
point le premier test de conversion acellulaire (Kocisko et al., 1994). La conversion in vitro
consiste 2 incuber la PrP® radiomarquée et purifiée avec une matrice composée d'une
préparation purifiée de PrP> issue de cerveaux d'animaux infectés. Dans certaines conditions
tres strictes de température (37-40° C) et de pH (6-6,5), I'incubation de la PrP© radiomarquée
avec la PrP*° froide entraine la formation de molécules de PrP radiomarquées et résistantes 2
la digestion par la protéinase K. La réaction de conversion ne nécessite pas de synthese de
nouvelles molécules de PrP, suggérant qu'une interaction directe protéine-protéine est
suffisante pour 1'induction de la conversion. En d'autres termes, la Prp5¢ "impose" a la PrPC sa
conformation et certaines de ses propriétés physico-chimiques (Bessen et al., 1995) dans un

processus auto-catalytique. Au cours du temps, le test de conversion in vitro a été amélioré et

58



s'est rapproché de conditions plus physiologiques (concentrations salines, absence de
détergent etc...) (Baron et al., 2002; Horiuchi and Caughey, 1999).

Ce test de conversion in vitro a permis de mieux comprendre les mécanismes moléculaires
mis en jeu au cours de la conversion, d'étudier l'influence de la séquence primaire de PrP® sur
la barriere d'espece et a méme servi a sélectionner des molécules "antiprion”. La conversion in
vitro se produit uniquement dans des conditions ol la matrice de PrP> de départ est en large
exces par rapport a la PrP€ (exces molaire compris entre 10 et 100). De plus, le pourcentage
de conversion est limité : seulement 5 & 15 % de la PrP° radiomarquée initialement incubée in
vitro et convertie en PrP™. Ni l'allongement du temps d'incubation, ni 1'addition de nouvelles
molécules de PrP€ n'influent sur le rendement de la conversion.

La limitation du rendement de conversion pourrait s'expliquer par 1'absence, dans le milieu
réactionnel, de co-facteurs ou de molécules favorisant cette conversion. Cette hypothese est
supportée par le fait que I'addition de chaperons de protéines augmente trés significativement
le rendement de la conversion in vitro (DebBurman et al.,, 1997). D'autres familles de
molécules pourraient également étre des co-facteurs de la conversion: les
glycosaminoglycanes (GAG), les héparanes sulfate ainsi que les protéoglycanes qui
stimuleraient la formation de PrP™ in vitro (Wong et al., 2001) mais aussi I’ADN double brin

(Cordeiro et al., 2001). En effet, une étude montre que des anticorps dirigés contre I’ADN

1cs [cS

immunoprécipitent la PrP™ dans des homogénats de cerveaux, suggérant que le PrP
pourrait avoir une haute affinité pour les acides nucléiques (Zou et al., 2004). Enfin, signalons
que des molécules d'ARN isolées a partir de cerveaux de souris stimulent la formation de
PrP™ in vitro (Deleault et al., 2003). A ce jour, aucune étude n'a confirmé l'interaction directe
des molécules d'ARN et de PrP€ in vivo. Néanmoins, de nombreuses études ont démontré que
des acides nucléiques se lient avec une haute affinité a la PrP recombinante et participent a
certains de ses changements conformationnels (Adler et al., 2003; Gabus et al., 2001; Lima et
al., 2006; Liu et al., 2006; Moscardini et al., 2002; Nandi et al., 2002). Il est donc permis de
penser que les molécules d'ARN de I'hdte pourraient catalyser la formation de PrP* in vivo.
L'identification et la purification des molécules servant de co-facteurs a la formation de PrP™
seront des étapes essentielles dans la compréhension du mécanisme moléculaire par lequel la
PrP€ subit un changement de conformation entrainant la pathogenese.

Il deviendra alors possible de reconstituer in vitro, uniquement a partir d'éléments purifiés, les

réactions de conversion et d'amplification de la PrP™ et de démontrer, enfin, son infectiosité.
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D’apres Aguzzi et Polymenidou, M. Cell (2004)
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Figure 8 : Mécanismes moléculaires possibles de la conversion de PrP¢ en PrP*
Dans le modele « Nucléation-Polymérisation », les particules infectieuses PrP5¢ sont de
petits oligomeres qui agissent comme des amorces pour recruter, convertir et stabiliser
le mauvais repliement de la protéine normale PrP. Dans le modele « d’assistance par
un patron » ou du «moule assistant », la principale étape est la formation d’un
intermédiaire PrP* qui lierait un chaperon moléculaire (protéine X). Cet intermédiaire
pourrait intéragir avec PrP% pour produire les agrégats.

Le test de conversion in vitro précédemment mis au point par Byron Caughey a montré que le
processus de conversion se divise en deux étapes distinctes. La premiere est une étape de
liaison PrP“/matrice de PrP*°. La cinétique de la liaison est rapide ; cette étape ne nécessite

pas d'homologie de séquence stricte entre les deux isoformes protéiques.
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La seconde étape est la conversion a proprement parler. De cinétique lente, la conversion
nécessite une parfaite homologie de séquence entre les deux isoformes de PrP notamment
dans le domaine hydrophobe central de la protéine. L’existence de ces deux étapes laisse
supposer l'existence de sites spécifiques de liaison.

L’équipe de Byron Caughey a par ailleurs déterminé la taille minimale d’une particule de
prion infectieuse : selon leur étude, les particules les plus infectieuses font entre 300 et 600
kDa (soit un oligomere de 14-28 molécules de PrP), et I'infectiosité de la maladie diminue

avec la taille des agrégats (Silveira et al., 2005).

L’environnement local aurait un effet sur la structure de la protéine prion.

. o . c A . S
Dans certaines conditions, la protéine PrP™ peut étre convertie en PrP™, par un changement
dans la structure secondaire et quaternaire (agrégation), et par 1’acquisition de la résistance

aux protéinases. Ce changement pourrait étre influencé par différents facteurs :

4+ le pH: il a un effet sur la structure de la séquence N-terminale (DeMarco and

Daggett, 2005)
4 les sucres et notamment les glycosylation de PrP (DeMarco and Daggett, 2005)

+ la membrane lipidique : le changement de conformation de la PrP® se fait dans
les radeaux lipidiques (DeMarco and Daggett, 2005) ; de plus, le cholestérol
est un élément indispensable pour la conversion de PrP¢ en PrP* (Gilch et al.,

2005)

4 le cuivre : il induit localement la structure, par sa liaison aux régions riches en
répétitions octapeptidiques. 1l peut aussi altérer la structure secondaire et
tertiaire hors de ces régions, causant la formation d’une PrP riche en feuillets 3
et résistante aux protéinases. Le cuivre peut aussi moduler les différences entre
les souches et affecter le métabolisme et I’expression de la PrP€ (Choi et al.,
2006; DeMarco and Daggett, 2005). Enfin, selon les conditions, le cuivre
pourrait avoir deux effets opposés: un premier qui favorise le mauvais
repliement de PrP® menant 2 la conversion en protéine prion, et un autre qui
favorise le routage de PrP® a travers des voies empéchant I’interaction entre
PrP5¢ et PrP¢ (Varela-Nallar et al., 2006). Le cuivre est donc un élément tres

important a prendre en compte dans la mise au point de thérapies.
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¢ Routage intracellulaire
Au sein de la cellule

PrP€ est dirigé dans le réticulum endoplasmique via son peptide signal, ou une premicre
glycosylation et I’ajout de 1’ancre GPI sont effectués. Puis la protéine transite jusqu’a la

membrane cellulaire via le Golgi ou la deuxiéme glycosylation est effectuée.

Fibrils, plaques

[» Toxicity.
of Prpss |

|7 Aberrant Prpc-
mediated signaling

Endoplasmic
reticulum

Endosome/
- | 7 Aggregation/| lysosome
cell death 6

Proteasome

[7 ERAD |
inhibition

D’apres Mallucci le al., 2005

Figure 9 : Routage intracellulaire de la protéine PrP.

La protéine est produite dans le réticulum endoplasmique puis transite dans
I’appareil de Golgi avant de rejoindre la membrane cellulaire. PrP est ensuite
endocytée par la voie des endosomes pour étre dégradée, mais il arrive que la
dégradation ne fonctionne pas et dans ce cas, PrPSc s’agrege ce qui mene a la
mort de la cellule.

Elle est ensuite endocytée via la « voie clathrine » et peut aussi migrer dans les endosomes
tardifs ou les lysosomes par la voie non classique (cavéoline) (figure 9). Des perturbations au
sein du traffic intracellulaire de la protéine PrP, comme par exemple, I’absence d’élimination

par le protéasome peuvent engendrer une accumulation dans le RE et dans le cytoplasme,
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aboutissant 2 la toxicité et a la formation d’agrégats de PrP™ avec 1’aide d’éventuels

chaperons de protéines.

Au sein de ’organisme

Apres ingestion, leur résistance relative aux protéases et leur capacité a se servir des cellules

M intestinales permettent aux agrégats de Pr
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Figure 10 : Routage de la protéine PrP au sein de I’organisme.

a. Apres ingestion, PrP traverse la barricre intestinale via les cellules M
pour atteindre les cellules folliculaires dendritiques (FDC) qui
I’achemineront vers le cerveau via le sang et les cellules neuronales.

b. Les sites de réplication du prion sont le cerveau, les ganglions, la rate,
la plaque de Peyer et I’appendice. Les sites de transport du prion sont le
systeme lymphoide, le sang et les nerfs périphériques.
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PrP™ s’accumule ensuite dans les organes lymphoides (Mabbott and Macpherson, 2006) tels
que la rate, les follicules, les amygdales, I’appendice ... sans déclencher de réponse
immunitaire. Au contraire, les organes lymphoides permettraient a PrP% de se multiplier
(Prinz et al., 2002) avant de gagner le systéme nerveux, permettant ainsi la neuro-invasion.
Dans les organes lymphoides, ’accumulation précoce de PrP* se fait dans les centres
germinatifs et les cellules folliculaires dendritiques (FDC) ainsi que dans les macrophages.
Les cellules dendritiques les achemineraient ensuite jusqu’au cerveau (Aucouturier et al.,

2001; Huang et al., 2002) (figure 10) (pour revue, (Beekes and McBride, 2007).

< Mort neuronale
Causes de la mort neuronale

La formation de vacuoles intracellulaires et la mort neuronale due a 1I’induction de 1’apoptose
sont caractéristiques des EST.

L'accumulation de la PrP* et les signes de la neuropathologie sont co-localisés dans les
mémes aires cérébrales. Mais, le plus souvent, la neuropathologie précede dans le temps
I'agrégation des formes fibrillaires. Ainsi, la question de savoir si l'agrégation de la PrP5¢ est
la cause principale de la pathogenese reste entiere. Les mécanismes cellulaires et moléculaires
mis en place au cours de l'infection et responsables de la mort neuronale ne sont pas élucidés ;
pas plus que ceux responsables de la vacuolisation des neurones survivants, de la

multiplication astrocytaire et de 1'activation microgliale.
Plusieurs hypotheses non exclusives ont été émises (Chiesa and Harris, 2001) :

+ la perte de la fonction physiologique de la PrP®, une topologie ou une

localisation sub-cellulaire aberrante de la PrP®

+ la toxicité intrinséque des agrégats de PrP%¢ et/ou de fragments peptidiques de

la PrP formés de novo

+ une "cytotoxicité indirecte" causée par divers facteurs cellulaires sécrétés en

réponse a l'infection.
> LaPrP®

L'absence d'expression de la PrP® au cours du développement embryonnaire et post-natal ne
semble entrainer aucun dommage cérébral (Bueler et al., 1992; Mallucci et al., 2002). En

. . . C
revanche, plusieurs études semblent conclure que Il'expression de la PrP~ dans un
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compartiment sub-cellulaire inhabituel ou l'expression de formes de PrP“ aberrantes
pourraient entrainer des dommages cellulaires importants. L'expression de la PrP€ dans le
cytosol et 1'inhibition du fonctionnement du protéasome entraine la mort cellulaire. La PrP
cytosolique n'est pas soumise a une maturation normale puisque le peptide signal amino-
terminal n'est pas clivé et que I'ancrage GPI est absent, suggérant que la PrP néo-synthétisée
ne transite pas par le réticulum endoplasmique (Drisaldi et al., 2003). Ainsi, des molécules de
PrP¢ mal repliées pourraient €tre dirigées vers le cytoplasme et s'y accumuler, induisant la

mort cellulaire.
> LaPrP%

L'accumulation de dépots amyloides de PrP* est-elle suffisante pour expliquer les dommages

cellulaires ?

1- Les expériences de greffes neuronales ont montré que les dépdts de PrP* n'endommagent
que les neurones du greffon exprimant la PrP®. Les cerveaux de souris Prnp0/0 ne présentent
aucun changement pathologique (Brandner et al., 1996). La présence de la PrP€ est donc
requise pour le déclenchement des phénomenes de mort cellulaire.

2- L’accumulation d’amyloides de PrP n’est pas forcément associée a la maladie ; il y a donc
une dissociation entre 1’infectiosité et la présence d’amyloides. Il a été suggéré que cette
formation d’amyloides de PrP pourrait étre une protection en séquestrant les particules

infectieuses au sein de 1’agrégat inerte ((Piccardo et al., 2007).

Tous ces arguments sont en faveur d'une certaine innocuité des agrégats de PrP*°.

Le changement de conformation de la PrP au cours de la pathologie pourrait conduire a un
gain de fonction délétere, conséquence de la mise en place d'interactions spécifiques entre la
PrP%¢ et d'autres partenaires. Alternativement, le processus méme de conversion PrP/PrP%
pourrait étre un événement délétere en soi. Via un partenaire non identifié, la PrP*° induirait la
transduction d'un signal intracellulaire responsable de l'activation de la cascade des caspases

et de la mort neuronale (Ferreiro et al., 2006; Hetz et al., 2003).
» Role des cellules microgliales dans le processus de mort neuronale.

De nombreuses études suggerent un role actif des cellules microgliales dans I'établissement
des dommages cérébraux. La présence de cellules microgliales activées au voisinage

immédiat des dépots de PrP* est un fait que I’on retrouve dans tous les cerveaux d’individus
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atteints d'EST. Les cellules microgliales expriment fortement la PrP® et constituent un site
cellulaire potentiel de réplication de l'agent infectieux. In vitro, la présence de cellules
microgliales est indispensable a la neurotoxicité induite par le peptide amyloide contenant les
acides aminés 106 a 126 (partie de la protéine prion PrP nécessaire et suffisante a la toxicité)
sur des cultures primaires de neurones (Brown et al., 1997). Finalement, la question de savoir,
quelles fonctions réelles, les cellules microgliales assument-elles dans le processus de mort

neuronale, reste ouverte?

Plusieurs hypotheses peuvent étre émises :
+ la microglie participe a 1'élimination des agrégats protéiques par phagocytose

+ la microglie devient le site de réplication de l'agent infectieux et participe a sa
dissémination dans l'ensemble du cerveau voire de l'organisme, méme si un article
récent semble montrer qu’elle n’avait pas de rdle dans le transport et la réplication in

vivo (Priller et al., 2006)

4 entrant en état d'activation, la microglie synthétise des facteurs cytotoxiques solubles

qui participent a la mort neuronale.
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D’apreés Marella, 2004

Figure 11 : Role des cellules microgliales dans le processus de mort neuronale.

A la surface des neurones, PrP*® provoquerait une réponse immunitaire qui stimulerait la
production de la cytokine IL-6. Cette derniere induirait la prolifération des cellules
gliales qui elle-méme produisent de I’IL-6. Au final, une mort neuronale serait due a la
mort par apoptose de la microglie.
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PrP>¢ bloquerait la signalisation neuronale et tuerait les cellules nerveuses.

La production de la cytokine IL-6 est connue pour induire la prolifération des cellules gliales
qui a leur tour produisent de I'IL-6. Cette boucle d’auto-activation aboutirait a la mort
neuronale due a I’induction de 1’apoptose par la microglie (Marella and Chabry, 2004) (figure

11).

I.2.6 Notion de souche, de barriere d’espéce et modeles animaux
expérimentaux

1.2.6.1 Notion de souche

En 1961, un pas important fut franchi dans la compréhension des mécanismes moléculaires de
ces EST lorsque Richard Chandler parvint a transmettre la scrapie du mouton a des souris
(Chandler, 1961). Apres plusieurs passages successifs dans la méme espece, des souches
différentes de scrapie murines ont été caractérisées, bien que toutes furent initialement

établies a partir d'inoculats de cerveaux de moutons infectés.

Une souche de scrapie murine est définie par :
% les signes cliniques (comportement de 1'animal)
* la durée de la maladie (court ou long temps d'incubation)

% le profil 1ésionnel dans certaines aires cérébrales (nombre, taille et distribution des

vacuoles dans le cerveau)
% la présence ou l'absence de plaques amyloides

% la localisation cérébrale de dépdts de la PrP%.

Les caractéristiques de souches sont extrémement stables chez une souris de fond génétique
donné. Certains auteurs ont tenté de classifier les souches en fonction du profil de migration
électrophorétique de la PrP apres digestion 2 la protéinase K. En effet, les différentes
conformations stériques de la PrP exposent différents sites de coupure a l'action des enzymes
protéolytiques, ce qui a pour conséquence la formation de fragments de masses moléculaires
différentes. Combinée a la différence de ratio existant entre les formes de PrP non-, mono-, et
di-glycosylées, cette approche a permis de définir quatre types de conformation (type I, II III

et 1V, figure 12). Méme si cette classification ne rend pas compte de la complexité des
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souches de scrapie, elle a été un argument important pour établir la filiation entre vCJ et ESB

(Collinge et al., 1996; Hill et al., 1997).

1.2.6.2 Glycosylation et typage de souche

Les souches se distinguent sur un gel de polyacrylamide par les différences dans les fragments
de PrP* produits aprés clivage par la PK, qui reflétent eux-mémes une diversité dans la
conformation et le ratio des glycoformes (Collinge et al., 1996; Rubenstein et al., 1998). Ce
sont les différences de N-glycosylation qui permettent de classer les souches de CJ selon 4
types identifiés dans CJ et ’ESB (d’apres (Ermonval et al., 2003)). Cependant, le profil des
glycoformes a I’intérieur d’un type donné, révélé par électrophorese a une dimension (1D), ne
permet pas d’observer des structures plus complexes. Ainsi, 1’analyse sur gel a deux
dimensions a montré que la PrP% extraite de cerveau de patient IFF (Insomnie Fatale
Familiale) et sCJ (forme sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob), qui sont
indistinguables sur gel 1D (toutes deux du type 2), correspondait a deux types de N-
glycosylation (Pan et al., 2001), ce qui a permis de montrer que des différences qualitatives

dans les N-glycanes étaient a 1’origine de souche de prion différentes.

Cerveau
kDa v

14—

- e Forme di-glycosylée
30— — .
B e 5 s < Forme mono-glycosylée
- - s <—— Forme non-glycosylée
16—

i 2 3, 4 :

CJ classique Nouveau variant
CJ

Figure 12 : Classification des différentes souches de prion en fonction des différents
sites de coupure par les protéases et les différentes formes de glycosylation.

Dans le cas de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJ), 3 souches ont été répertoriées selon
leur différence de site de coupure a la protéinase K. Le nouveau variant de CJ (vCJ) a
encore un profil différent. Ainsi, a ce jour, quatre souches différentes ont été observées.

C’est aussi ce qui a permis récemment de mettre en évidence une nouvelle souche d’ESB
(Casalone et al., 2004). La trés bonne conservation chez chaque espece des profils de 1ésion

que l’on établit pour chaque souche, semble supporter 1’hypotheése qu’une glycosylation
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associée pour chaque souche doit diriger la PrP° vers des sous-populations neuronales portant

une PrP® possédant un profil de glycosylation trés proche (Collinge et al., 1996).

1.2.6.3 Notion de barriére d'espéce

La transmission d'une EST a une espece différente de celle de départ est toujours caractérisée
par un allongement de la période d'incubation au cours du premier passage. Dans certains cas,
tous les animaux inoculés ne développent pas la maladie. Si la maladie apparait, le temps
d’incubation tres long lors du premier passage a un nouvel héte, se raccourcit par la suite pour

se stabiliser au temps d'incubation caractéristique de la souche (figure 13).

La PrP* qui s'accumule de novo correspond toujours a la séquence de la PrP de I'hote et pas a
celle de l'inoculum (Bockman et al., 1987). La barricre d'espece dépend de l'espece
"donneuse" et de l'espece "receveuse". Le franchissement de la barriere d'espece est d'autant

plus aisé que les especes sont génétiquement proches (homme et primates).

En dépit de plus de deux siecles de cohabitation, la transmission naturelle de la tremblante du
mouton a I'hnomme n'a jamais été démontrée. Expérimentalement, la transmission orale de

I'ESB est possible vers le mouton, la souris, le chat, la cheévre, le vison.

Tous les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la barricre d'espece ne sont

pas connus ; néanmoins, trois facteurs semblent étre déterminants :

1- la dose infectante,
2-1la voie d’infection et

3- les similitudes entre 1’espece « receveuse » et I’espece « donneuse ».

Par ailleurs, il semble que la conformation de la protéine PrP plus que sa séquence primaire
soit impliquée dans le phénomene de barriere d’espece (Collinge, 2005). La barriere d'espece
la plus communément étudiée en laboratoire est celle qui existe entre le hamster syrien et la

souris.
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Figure 13: Notion de barriére d’espéce.

Selon Lasmezas, en 1997, la virulence de I’agent augmente avec le
nombre de passage. Si on inocule 1’agent de I’ESB a des souris, toutes ne
développeront pas la maladie. Apres un second passage, le nombre de
souris infectées sera plus grand ainsi que la rapidité de développement de
la maladie, et encore plus apres un troisieme passage.

1.2.6.4 Modéles animaux expérimentaux

Les souris dont le gene Prap (Prnp0/0) a été délété constitue un modele animal exceptionnel
pour I’étude du phénomene de barriere d’espece (Bueler et al., 1992). En dehors d'anomalies
physiologiques mineures (Collinge et al., 1994; Tobler et al., 1996), ces souris naissent, se
développent et se reproduisent normalement. Des souris transgéniques dont le géne Prnp
endogene a été remplacé par le gene Prnp de hamster sont susceptibles aux souches de scrapie
de hamster et insensibles aux souches murines (Scott et al., 1989). En résumé, la période
d'incubation et la susceptibilité sont au moins en partie déterminées par la séquence et le taux
d'expression de la PrP¢ de I'hote.

Par ailleurs, les souris hétérozygotes pour le gene Prnp (Prnp0/+), ont un temps d'incubation
de la maladie allongé. Le temps d'incubation de la maladie est inversement proportionnel au

taux d'expression de la PrP (Bueler et al., 1994).

L’obtention de ces souris Prap0/0 a également permis la mise au point d’anticorps, inexistants
a I’époque. En effet, 1'expression de la PrP est quasi ubiquitaire. Elle est, entre autres,

exprimée dans les lymphocytes et les organes lymphoides (Cashman et al., 1990). La
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production d'anticorps chez la souris sauvage est rendue difficile par le fait que 1'animal
présente une tres grande tolérance immunologique pour la PrP. L’immunisation de souris
Prnp0/0 a ainsi permis l'obtention d'anticorps monoclonaux anti-PrP de haute affinité, outils

indispensables aux recherches fondamentales et au développement de tests diagnostiques.

I1. Les Prions chez la levure Saccharomyces cerevisiae

I1.1 La levure : Organisme modele pour I’étude des prions

I1.1.1 Modéle de simplicité

L’atout principal de la levure est I’existance d’un haut degré de conservation avec les cellules
de mammiferes en terme de séquences géniques, protéiques et « voies de signalisation ».

Ainsi, les deux systtmes majeurs de défense dans la cellule lors de 1’accumulation de
protéines anormalement repliées sont conservés de la levure a I’homme. Ces deux

mécanismes sont :

# les chaperons moléculaires (Hsp40p, Hsp70p, Hsp90p ou Hsp27p) qui lient les
polypeptides mal repliés et facilitent leur repliement ou bien les ciblent vers une

dégradation rapide (Frydman, 2001)

+ le systtme ubiquitine-protéasome qui catalyse leur dégradation (Hershko and

Ciechanover, 1998; Schwartz and Ciechanover, 1999).

Ces deux systemes sont extrémement bien conservés au cours de 1’évolution: il y a 96%
d’identité entre le systeme ubiquitine de mammifere et de levure et 70-80% d’identité entre
les Hsp70p de mammifere et de levure.

Le haut degré de conservation des processus et des acteurs moléculaires et cellulaires entre
I’homme et la levure, fait de cette derniere un modele précieux pour de nombreuses études de
mécanismes fondamentaux et la mise au point de cribles d’isolement de composés
potentiellement actifs pour le traitement de différentes maladies, telles que des cancers, des

maladies infectieuses et neurodégénératives.

De plus, la levure est un organisme expérimental possédant un certains nombres d’avantages

pratiques dont certains sont mentionnés ci-dessous :
+ 90 minutes de temps de doublement (en milieux riches)

+ milieux trés simples et bon marché
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+ croissance en milieu liquide ou solide
% expression facile de génes étrangers

+ mutations faciles a réaliser (mutagenese dirigée au nucléotide prés sur tous les

génomes, tant nucléaires que mitochondriaux).
+ premier organisme eucaryote dont le génome a été entierement séquencé

+ de nombreux outils a dispositions.

I1.1.2 Existences de prions

Finalement, le point essentiel est I’existence chez la levure de protéines se comportant comme
des prions et présentant I’énorme avantage de ne pas étre toxiques tant pour la levure que pour
I’homme (Couzin, 2002) ; ceci permet ainsi de travailler sur une paillasse conventionnelle
«non sécurisée » de type L1. Aujourd’hui, plusieurs prions de levure ont été identifiés en

particulier [PST"] et [URE3], qui sont les plus étudiés.

I1.2 Les prions de levure

Chez la levure, les prions sont des déterminants « épigénétiques », transmis de facon non-
mendélienne aux cellules filles (Uptain and Lindquist, 2002; Wickner et al., 2002).

La découverte des prions de levure montre que le mécanisme de prionisation pourrait étre un
mécanisme tres général de régulation épigénétique comme la méthylation de I’ADN. Dans ce
cas, des protéines quand elles seraient surexprimées pourraient ainsi s’auto-inactiver (de fagon
réversible). Ces modifications pourraient étre bénéfiques pour les cellules, notamment en
termes d’adaptabilité au milieu : I'inactivation d’une protéine pourrait ainsi se faire sans qu’il
n’y ait de modification (mutation) du geéne. La cellule aurait ainsi la possibilité d’explorer de
nouvelles voies biochimiques et métaboliques tout en gardant la possibilité de revenir en
arriere et de récupérer 1’expression des protéines sous forme sauvage (True and Lindquist,
2000). La toxicité du prion de mammifere pourrait ainsi n’étre qu’anecdotique. Cette toxicité,
parce qu’elle a attiré I’attention des chercheurs, aurait permis de soulever « un coin » du voile
sur ce nouveau mécanisme de régulation. La découverte toute récente qu’une protéine de
I’aplysie, la protéine CPEB (Cytoplasmic Polyadenylation element Binding Domain),
impliquée dans le stockage a long terme de la mémoire (Si et al., 2003a), pourrait se
comporter comme un prion (au moins dans la levure) (Si et al., 2003b) va dans le sens de cette

hypothese.
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[URE3] et [PSI'] : 2 phénotypes a transmissions non « conventionnelles »

Vingt ans avant que Stanley Prusiner n’émette la théorie « Protéine seule », deux
déterminants épigénétiques ont été découverts durant des criblages de mutants dans la levure :
[PSI'], découvert en 1965 par Brian Cox (Cox, 1971; Serio and Lindquist, 1999) et [URE3],
découvert en 1971 par Francois Lacroute et Michel Aigle (Aigle and Lacroute, 1975;
Lacroute, 1971).

I1.2.1 [URE3] : le prion précurseur

Un mutant auxotrophe ura?2 est incapable de croitre sur un milieu dépourvu d’uracile mais il
devrait pouvoir se développer sur un milieu minimum (sans uracile) supplémenté avec de
I’USA (uréidosuccinate) car ce métabolite est le produit de I’enzyme codée par le gene URA2
(impliquée dans la voie de biosynthese de 'uracile). Cependant, une mutation additionnelle
dans le géne URE?2 est requise pour permettre I’incorporation de I’'USA et ainsi la croissance
des levures. Ceci est dii au fait qu’en présence d’une bonne source d’azote, Ure2p réprime
I’expression de la perméase qui permet ’import de I’'USA dans la cellule. Quand Frangois
Lacroute sélectionne des mutants capables d’incorporer I’USA, il identifie également une
seconde classe de mutant appelé [URE3] (Lacroute, 1971). [URE3] présente une dérégulation
du métabolisme azoté aboutissant en particulier a I’import constitutif de 1’uréidosuccinate
(d’ou I’appellation URE). Le phénotype est dii a la perte de fonction d’un régulateur du
métabolisme azoté : Ure2p. Les cribles génétiques utilisés pour obtenir des mutants touchés
dans I’'import de ce métabolite ont également permis d’obtenir des souches [ure2-] présentant
le méme phénotype. Ces autres mutants obéissent aux lois de la génétique mendélienne
permettant de conclure a I’existence d’une mutation génique. Le gene URE? ainsi caractérisé
code donc pour la protéine Ure2p. L’originalité de [URE3] résulte ainsi plus de ses propriétés

génétiques que nous allons détailler plus loin que du phénotype.

I1.2.2 [PSI+], le prion « superstar »

[PSI'] présente un phénotype différent de [URE3] car il amplifie 1’action des suppresseurs
d’ocre (UAA) comme SUQ5. [PSI'] est la forme prion de la protéine Sup35p. Cette protéine
est I’homologue du facteur de terminaison de la traduction eRF3 conservé chez tous les
eucaryotes. On peut noter que contrairement a URE2, SUP35 est un geéne essentiel. Les
souches contenant le prion [PSI'] étant viables, une fraction de la protéine Sup35p garde son
activité dans les cellules [PSI"]. [PSI"] est détecté par le niveau de suppression du codon non-

sens. Pour étre détecté, le phénotype [PSI'] nécessite donc d’utiliser un géne rapporteur
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inactivé par la présence du codon stop ocre. Classiquement, ce gene est ADE2. Une mutation
dans ce gene conduit a une auxotrophie pour I’adénine (souche de génotype ade2-1). En
présence d’adénine, la souche mutée pourra croitre, mais elle accumulera un pigment coloré
rouge. En effet le géne ADE2 code pour une des enzymes de la voie de biosynthese de
I’adénine. L’inactivation d’Ade2p provoque I’accumulation des substrats en amont de cette
enzyme. AIR est ’'un de ces substrats. Apres oxydation, AIR forme un pigment rouge. Une
souche de levure SUQS5 ade2-1 en contexte [psi] forme donc des colonies rouges, alors
qu’elle forme des colonies blanches en contexte [PSI']. Ainsi, quoiqu’ayant un génotype
ade2-1, une souche [PSI"] présente un phénotype autotrophe pour I’adénine. La protéine
Sup35p qui est un facteur de terminaison de traduction ne présente aucune analogie tant
structurale que fonctionnelle avec Ure2p. [PSI'] est actuellement le prion vedette chez les
champignons : une grande fraction des chercheurs travaillent sur les prions de levure et ses
propriétés sont les mieux caractérisées. De nombreuses expériences « clés » dans le domaine

des prions de champignons ont été réalisées avec les souches [PSI'].

L’hérédité non mendélienne de [URE3] et de [PSI+], est restée une énigme pendant
longtemps. Il a fallu attendre 1994 pour que Reed Wickner (Wickner, 1994) propose que le
déterminant [URE3] corresponde a la forme prion de Ure2p, une protéine non essentielle pour
la croissance et intervenant dans le catabolisme de I’azote et que le déterminant [PSI']
corresponde a la forme prion de la protéine Sup35p, facteur de terminaison de la traduction
(équivalent d’ERF3 chez les mammiferes) essentiel a la croissance. Dans les deux cas, les
cellules contenant la forme prion, possedent la protéine sous forme inactive et peuvent
facilement €tre distinguées des cellules contenant la forme « normale », non prion, par simple
différence phénotypique.

A partir de ce moment, le dogme central de la biologie moléculaire basé sur la transmission

des caracteres uniquement via les acides nucléiques était bousculé.

I1.2.3 Caractéristiques génétiques des prions de levures

Pour une revue récente et complete sur le sujet, on se referrera a I’article de synthese de Reed

B. Wickner (Wickner et al., 2006). Six caractéristiques génétiques sont bien connues :

+ Phénotype dominant

Si un haploide de phénotype [PRION'] est croisé avec un haploide de phénotype [prion-], le
diploide résultant présentera un phénotype [PRION™].
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+ Hérédité cytoplasmique

Si le cytoplasme d’une cellule donneuse de phénotype [PRION'] est mis en contact avec celui
d’une cellule receveuse de phénotype [prion-], la cellule receveuse verra son phénotype

transformé en [PRION*].

+ Ségrégation non-mendélienne

La sporulation de diploides de phénotype [PRION"] donnera le plus souvent des tétrades dont
toutes les spores sont de phénotype [PRION']. On obtient donc une ségrégation de type 4 : 0

au lieu de la ségrégation 2 : 2 prévue par les lois de Mendel.

+ Cure réversible

Une souche contenant un prion peut étre curée avec une dose de 1-5 mM de Chlorure de
Guanidium (GuHCI). Le phénotype [PRION'] peut réapparaitre spontanément avec une
fréquence de 10°/10°.

+ Genes sauvages : indispensable pour la propagation

La présence du géne sauvage est indispensable pour le maintien du phénotype [PRION'] : par

exemple, une cellule délétée pour le gene URE?2 ne peut maintenir le phénotype [URE3].

+ Surexpression du géne sauvage augmente la fréquence d’apparition des prions

La surproduction de la protéine augmente la fréquence d’apparition du phénotype [PRION"]
d’un facteur 10 a 1000.

I1.2.4 Caractéristiques physico-chimiques des prions de levures

Cingq caractéristiques physiques et chimiques principales sont maintenant bien répertoriées :

+ Une région N-terminale riche en glutamine/asparagine : la région N-terminale riche en

glutamine/asparagine a été déterminée comme étant le domaine prion (Masison and
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Wickner, 1995; Sondheimer and Lindquist, 2000). Ce domaine prion est flexible

facilitant ainsi les modifications de conformation.

+ Des répétitions d’un octapeptide dans le domaine prion: PQGGYQQ_YN,
uniquement pour la protéine Sup35p (PHGGGWGQ pour PrP).

+ Une formation d’agrégats.
+ Une formation de fibres amyloides (Patino et al., 1996).

+ Une résistance aux protéases (Patino et al., 1996).

I1.3 Les formes « normales » des prions [URE3] et [PSI']

I1.3.1 Ure2p : forme « normale » de la protéine prion [URE3]

Ure2p est un régulateur du métabolisme azoté codé par le gene URE2. Cette protéine bloque
la production de la perméase DalSp, codée par le gene DALS qui est nécessaire a I’entrée dans
les levures de D’allantoate mais aussi de l'ureidosuccinate (USA) du fait de la forte
ressemblance de structure de cette derniere molécule avec ’allantoate. Ces deux composés,
I’allantoate et I’'USA interviennent dans la chaine de biosynthese de I'uracile. Ainsi, des
souches délétées pour le geéne ura2 ne pourront pas croitre sur des milieux dépourvus
d’uracile sauf si dans le milieu il y a de I’allantoate ou de I’'USA et si en plus le géne URE?2

est délété pour permettre 1I’entrée de 1’allantoate ou de ’USA dans la cellule.

+ Sur un milieu contenant une source riche en azote (ammonium, glutamine), Ure2p
bloque le facteur de transcription Gln3p dans le cytoplasme en se fixant directement a
celui-ci. Ceci inhibe toute transcription de genes possédant la boite GATA dans leur
promoteur, dont le gene DALS ; la perméase DalSp n’est donc pas produite.

+ Inversement, sur un milieu pauvre en azote (proline, urée, GABA, arginine,
allantoate), Ure2p ne séquestre plus GIn3p, celui-ci pénetre dans le noyau et induit la
transcription du géne DALS. La perméase permet 1’entrée de ’'USA dans la cellule.
L’uracile est ainsi synthétisé et les cellules délétées pour le gene ura? peuvent se

développer.

En 1994, Reed Wickner (Bate et al., 2002; Wickner, 1994) a émis I’hypothese que le

phénotype [URE3] pourrait étre dii a une forme modifiée inactive de la protéine Ure2p codée
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par le gene URE?2. Cette forme modifiée, [URE3], ne pourrait pas réprimer la production de la
perméase DalSp responsable de I’entrée de I'ureidosuccinate. Qui plus est, [URE3] aurait la
propriété d’interagir avec Ure2p, ce qui provoquerait la transition de Ure2p vers [URE3] par

un mécanisme du méme ordre que celui évoqué dans la propagation du prion de mammifere.

I1.3.1.1 Structure

La protéine Ure2p est une protéine de 354 acides aminés.

La partie N-terminale de la protéine Ure2p (acides aminés 1-93) est non structurée et contient
un taux particulierement élevé en résidus asparagine, elle est composé de 44% de résidus
asparagine et glutamine alors que leur fréquence est inférieure a 10% dans le reste du
protéome.

Le domaine N-terminal correspond au domaine prion appelé PFD pour « Prion Forming

Domain ». Ce domaine est nécessaire et suffisant pour induire le phénotype prion [URE3].

En revanche, le domaine C-terminal (acides aminés 94-354) est trés structuré (Thual et al.,
1999) et riche en hélices o.

Le domaine C-terminal est suffisant pour complémenter une délétion du gene URE?2. 1l est
responsable de I’activité de la protéine mais n’est pas nécessaire a la formation de la forme
prion de la protéine. Le domaine C-terminal est homologue aux Glutathiones S-Transférase
(GST) bactérienne (Bousset et al., 2001; Umland et al., 2001) (figure 14). Comme les GST,
Ure2p se dimérise et possede la capacité de fixer le glutathion (Bousset et al., 2001; Thual et
al., 1999). En revanche il ne présente pas 1’activité enzymatique des GST (Choi et al., 1998).
Par ailleurs, deux études ont montré que les cellules délétées pour le gene URE2 sont
sensibles a des métaux lourds ou a des agents oxydants suggérant une activité de
détoxification pour la protéine Ure2p (Basu et al., 2004; Rai et al., 2003). Ces analyses ont été
confirmées par une étude récente montrant qu’in vitro Ure2p est pourvue d’une activité

glutathione peroxidase (Bai et al., 2004).
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Homologie avec la Gluthatione-S-Transférase
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Polaire, chargé (%) 6.2 26.3

D’apres Tuite, 2003

Figure 14 : Structure de la protéine Ure2p.

La protéine Ure2p est formée de deux domaines: un domaine N dans la partie N-
terminale et un domaine C dans la partie C-terminale. Le domaine prion se situe en
N-terminal. Il est riche en acides aminés polaire et non chargés.

11.3.1.2 Formation de fibres amyloides

Le domaine prion a lui seul peut générer des fibres amyloides résistantes aux protéases et
observables au microscope comme de fins filaments d’environ 4 nm de diametre (Taylor et

al., 1999) (figure 15).

Domaine prion
b (noyau central de I’amyloide)

A FIp
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D’apres Bousset et al., 2002

Figure 15 : Structure des fibres amyloides d’Ure2p.

a. Observation microscopique d’une fibre amyloide formée in vitro; b. Comme pour
Sup35p, Ure2p a I’état prion forme des fibres amyloides, avec un noyau central constitué
des domaines N-terminaux et une partie périphérique constituée de 1’ensemble des
domaines globulaires.
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11.3.1.3 Systemes rapporteurs pour la détection de [URE3]

% Systeéme utilisant ’'USA

La sélection des cellules [URE3] (portant la mutation ura2) est basée sur leur faculté a
incorporer I’USA et a croitre sur un milieu minimum (sans uracile) contenant une source riche
d’azote et d’USA, contrairement aux cellules de méme génotype mais de phénotype [ure3-0]

qui ne contiennent pas la forme prion de la protéine Ure2p (figure 16).

% Systeme utilisant la construction pDAL5-ADE?2

On peut aussi déterminer la présence du prion [URE3] par un syst¢tme de coloration blanc-
rouge (Schlumpberger et al., 2001) : Le géene ADE?2, intervenant dans la voie de biosynthese
de I’adénine, est mis sous le contrdle du promoteur du gene DALS. Ainsi dans des cellules
[URE3], GIn3p n’est pas séquestrée et la protéine Ade2p est traduite griace a 1’activation de la
transcription du gene ADE?2 a partir du promoteur du gene DALS ; les levures formeront alors
des colonies blanches sur un milieu riche et se développeront aussi sur un milieu dépourvu
d’adénine. Au contraire, dans des cellules [ure3-0], la protéine Ade2p n’est pas synthétisée ce
qui se traduit par un arrét dans la voie de biosynthese de 1’adénine et 1’accumulation d’un
pigment rouge ; les levures formeront alors des colonies rouges sur un milieu riche (figure 16)
et ne se développeront pas sur un milieu dépourvu d’adénine. En utilisant ce systéme
rapporteur, les cellules [ure3-0] et [URE3] sont différenciées par le phénotype [Ade] et la

couleur.
Récemment, de nouvelles alternatives ont été développée en placant d’autres genes

rapporteurs sous contrdle du promoteur DALS (URA3, kanMX ou CANI) (Brachmann et al.,
2006).
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Figure 16 : Systemes rapporteurs de [URE3].

A. Dans un milieu riche en azote, Ure2p a I’état non prion (non agrégée), inhibe la fixation du
facteur de transcription GIn3p sur ses genes cibles; en I’occurrence, le gene DALS qui code pour
une perméase laissant passer, entre autre, I’USA dans la levure (a). Au contraire, lorsque Ure2p
est a I’état prion (agrégée), Gln3p pourra aller activer la transcription de DALS5 et I’'USA pourra
alors entrer dans la cellule. Une cellule [URE3] pourra croitre sur un milieu USA, contrairement
a [ure-0] (b).

B. Dans les cellules dont le gene ADE?2 est sous le contrdle du promoteur DALS, et que Ure2p
est sous conformation normale (non agrégée), la protéine se lie a la protéine GIn3p qui ne peut
donc activer la transcription du gene ADE2. Comme dans le cas des cellules [psi-], la souche
[ure-0] formera alors des colonies rouges et ne pourra croitre sur un milieu dépourvu d’adénine.
Au contraire, lorsque Ure2p est sous conformation prion, la protéine Ure2p ne pourra se lier a
GlIn3p, qui pourra ainsi aller activer la transcription de ADE2. La souche [URE3] formera des
colonies blanches et pourra croitre sur un milieu dépourvu d’adénine.
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I1.3.1.4 Conversion conformationnelle d’Ure2p

Le processus de conversion est le méme que pour Sup35p décrit ci-apres hormis le fait que
I’unité oligomérique est plus petite puisqu’elle ne contient que 4 a 6 molécules (Serio et al.,
2000; Xu et al., 2001). Un modele de fibre amyloide proposé est celui en B serpentine ot

chaque unité d’Ure2p en zig-zag se situe dans un plan perpendiculaire a I’axe de la fibre

(Kajava et al., 2004) (figure 17).
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Figure 17 : Schématisation des conformations des prions de champignons.

a. Schéma d’une protéine prion avec son domaine prion non structuré et son domaine globulaire
ainsi que sur le panneau de droite, le modele en [ serpentine de Ure2p (Kajava et al, 2004) puis le
modele en hélice B de Sup35p (Kishimoto et al, 2004) et enfin le modele de HET-s (Ritter et al,
2005). b. Les différentes protéines prion avec leurs domaines prion respectifs : les domaines prion
d’Ure2p et de Sup35p sont riches en asparagine et glutamine, le domaine prion de Rnqlp est riche
en asparagine et glutamate. Le domaine prion de HET-s est situé en C-terminal et seuls Sup35p et
PrP possedent des répétitions d’un octapeptide.
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I1.3.2 Sup35p : forme non pathologique de la protéine prion [PSI"]

Sup35p est I’homologue chez la levure d’ERF3 chez les mammiferes : il forme avec Sup45p
(homologue chez la levure d’ERF1), un facteur de terminaison de la traduction, reconnaissant
le codon stop au niveau de I’ARNm.

SUP35 est un géne essentiel, le phénotype [PSI'] ne correspond donc qu’a une inactivation

partielle des protéines Sup35p.

11.3.2.1 Structure

Sup35p est une protéine de 685 acides aminés, essentielle pour la cellule. Elle est composée

de 3 domaines (figure 18).

Domaine Prion

Non polaire (%) 30.9 31.5 48.6
Polaire, non chargé (%) 65.0 26.2 22.7
Polaire, chargé (%) 4.1 42.3 28.7
Régionriche Régionriche
en Q/N en répétition octapeptidique
1 40 57

D’apres Tuite, 2003

Figure 18 : Structure de la protéine Sup35p.

La protéine Sup35p est composée de trois parties : un domaine N-terminal (résidus 1 a
123), la partie M (résidus 124 a 253) et la partie C-terminale (résidus 254 a 685). La
région C-terminale est nécessaire et suffisante pour la fonction cellulaire de
terminateur de traduction de Sup35p. La distribution des acides aminés non polaires,
non chargés et polaires chargés est tres différente d’une partie a I’autre. La partie N-
terminale constitue le domaine prion. Elle est essentiellement constituée d’acides
aminés polaires et non chargés. Le domaine prion « minimal » s’étend des résidus 1 a
97. Ce domaine peut étre divisé en deux : une région riche en asparagine et glutamine
et une région riche en répétition de 1’octapeptide (6 répétitions).
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1. Un domaine N-terminal, le domaine N, (acides aminés 1-123). Ce domaine peut étre
divisé en deux. Un premier domaine (acides aminés 1-42) riche en résidus asparagine
et glutamine nécessaire et suffisant pour induire le phénotype [PSI"] (Derkatch et al.,
1996) ; et un autre domaine contenant 6 répétitions d’un octapeptide PQGGYQQ_YN
riche en résidus asparagine et glutamine (acides aminés 43-123) nécessaire pour la
propagation du phénotype prion (DePace et al., 1998; Derkatch et al., 1999; Hara et
al., 2003; Kochneva-Pervukhova et al., 1998; Liu and Lindquist, 1999; Osherovich et
al., 2004).

2. Un domaine central nommé M (acides aminés 124-253). Ce domaine est
particulierement chargé par rapport au reste de la protéine car il est riche en résidus
acide aspartique, acide glutamique et lysine (40% du domaine). Ce domaine n’est
essentiel ni pour la fonction de la protéine ni pour la fonction prion. Il pourait
cependant jouer un rdle dans la stabilité du prion lors de la mitose et de la méiose
grace a une activité potentiellement « solubilisatrice » qui pourait contribuer peut-&tre

a la réplication des amorces infectieuses (Liu et al., 2002a).

3. Un domaine C-terminal nommé C (acides aminés 254-685). Ce domaine est essentiel
puisque sa délétion est létale pour la cellule (Ter-Avanesyan et al., 1993). Il est
homologue au facteur EF-1a et est suffisant pour la fonction de terminaison de la

traduction (Kushnirov and Ter-Avanesyan, 1998).

Le domaine prion est modulaire : la fusion du domaine N avec la GFP (Green Fluorescent
Protein) produit une forme agrégée pouvant servir d’amorce pour la formation d’agrégats
[PSTT] (Patino et al., 1996). Ainsi, le domaine prion est nécessaire et suffisant pour la
propagation des prions. Des résultats similaires ont été obtenus avec le domaine prion

d’Ure2p (Baxa et al., 2002).

11.3.2.2 Systeme rapporteur pour la détection de [PSI+]

La détermination de sa présence se fera également par un systeme de coloration blanc-rouge.
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Les cellules contenant les protéines sous forme prion sont ainsi différenciées par le

phénotype [Ade] et la couleur des colonies qu’elles forment (figure 19).

[psi-1, Sup35p a I’état non prion [PSI+], Sup35p a I’état prion

Absence d’Adelp Adelp
: AIR Adénine AIR > % Adénine
Colonies [Ade-] Colonies [Ade+]
Colonies rouges Pigment Rouge Colonies blanches

Figure 19 : Systéme rapporteur de [PSI+].

Sup35p est un facteur de terminaison de la traduction. Lorsque dans une cellule ayant un
codon stop dans son gene ADEI, Sup35p est sous conformation normale, non agrégée, la
protéine liera le codon stop et la protéine Adelp ne sera pas produite. Cette protéine €tant
nécessaire dans la chaine de syntheése de 1’adénine, son absence provoquera un arrét dans la
chaine et I’accumulation d’un pigment rouge. La souche [psi-] formera donc des colonies
rouges et ne pourra croitre sur un milieu dépourvu d’adénine. Au contraire, lorsque Sup35p
est sous conformation prion, c’est-a-dire agrégée, la protéine ne peut accomplir
correctement sa fonction et il pourra y avoir translecture. L’ ARN messager du gene ADE]
pourra étre traduit. La souche [PSI+] formera ainsi des colonies blanches et pourra croitre
sur un milieu dépourvu d’adénine.

11.3.2.3 Conversion conformationnelle de Sup35p
Les deux grandes étapes de la conversion de Sup35p en protéine prion sont les suivantes :

1. formation d’une unité oligomérique pouvant contenir 20 a 80 molécules (Serio et al.,

2000; Xu et al., 2001).

2. polymérisation de ces unités menant a une croissance bidirectionelle des fibres

amyloides.

Les régions riches en asparagine/glutamine des domaines prion favoriseraient les interactions
inter et intra-moléculaires et initieraient ainsi la formation de feuillets 3 et des agrégats. Les

séquences répétées d’octapeptides intensifieraient le processus d’agrégation.
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Des travaux récents du groupe de Suzette Priola montrent qu’en systeme mammifere, une
augmentation du nombre de répétitions d’octapeptides est corrélée avec une formation

rcS

spontanée beaucoup plus rapide d’amyloides PrP ™. Ceci est dii a une plus grande capacité de
liaison de cette derniére avec d’autres molécules PrP (Moore et al., 2006). On retrouve
d’ailleurs une augmentation du nombre de répétitions d’octapeptides dans des formes
génétiques familiales de CJ ; ces données confortent les résultats des expériences réalisées en
levure ou le nombre de répétitions octapeptidiques dans le domaine prion en N-terminal
influence le taux de protéines sous forme prion (Jiang et al., 2004; Liu and Lindquist, 1999).
En outre, le domaine prion présente un fort degré de flexibilité favorisant les changements de
conversion (Scheibel and Lindquist, 2001).

De nombreux modeles récents montrent que la forme amyloide aurait une structure en hélices
B avec des feuillets B perpendiculaires a 1’axe de la fibre et un arrangement parallele de
feuillets B (figure 17) (King and Diaz-Avalos, 2004; Kishimoto et al., 2004; Serio et al.,

2000).

Il a ét¢ montré en double hybride, que la protéine Sup35p liait la protéine Slalp par son
domaine riche en asparagine/glutamine. La protéine Slalp est impliquée dans la régulation de
I’assemblage des filaments d’actine (Bailleul et al., 1999). La délétion du gene SLAI diminue
I'induction de [PSI'] (Ganusova et al., 2006). Le cytosquelette d’actine jouerait un rdle
universel pour favoriser I’agrégation et la « prionisation » de diverses protéines mal repliées
ou ayant tendance a mal se replier puisque ces éléments du cytosquelette ont également été
montrés, en systeme levure, nécessaires pour la formation des agrégats poly-Q, impliqués

dans la maladie de Huntington (Muchowski et al., 2002).

Un récapitulatif des phénotypes des prions de levures est mentionné en figure 20.
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Figure 20 : résumé des différents phénotypes liés au prion de levure [PSI+].
Les levures contenant la protéine sous forme prion peuvent croitre sur un milieu
dépourvu d’adénine (a) forment des colonies blanches (d), la protéine Sup35p y
forme des agrégats (c), et est culottée apres centrifugation (b).

I1.4 Les autres prions de champignons

Le premier critere de choix pour identifier d’autres protéines prion est la richesse en
asparagine et glutamine commune a Sup35p et Ure2p. Pour cela, des analyses
bioinformatiques ont été réalisées par Melissa D. Michelitsch et Jonathan S. Weissman, afin
d’identifier les protéines de S.cerevisiae contenant au moins 30 glutamines et asparagines sur
80 acides aminés successifs, soit 37,5% (Michelitsch and Weissman, 2000). 107 polypeptides,
soit 1,7% du protéome, possedent cette caractéristique. Une autre étude menée par Neal
Sondheimer et collaborateurs consistait a effectuer des alignements de séquences (BLAST)
entre les bases de données du NCBI et les domaines prion de Sup35p et Ure2p.
Certains criteres mentionnés dans le tableau 6 sont caractéristiques d’un prion :

- hérédité cytoplasmique,

- transmission non-mendéliene,

- état prion métastable et
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- curable.

Cependant, certains prions ne possedent que certaines de ces caractéristiques.

I1.4.1 [PIN*], la « maman » des prions

Son phénotype prion est nommé [PIN'] pour [PSI"] Inducibility car dans les souches [PIN],
la surexpression de Sup35p induit [PSI'] alors que dans les souches [pin’] ce n’est pas le cas
(ce qui lui a valu son surnom de « maman ») (Derkatch et al., 1997). Ceci pourrait s’expliquer
par le fait que [PIN] titre des facteurs cellulaires inhibiteurs de la formation de [PSI'] ou
encore que les amorces de [PIN+] servent d’amorces pour la formation des agrégats [PSI'].

Cette protéine a ensuite été identifiée par les deux études bioinformatiques citées ci-dessus et
a été nommée Rnql pour Rich in asparagine and glutamine. Elle est constituée de 405 acides
aminés et contient un domaine riche en asparagine et glutamine situé entre les acides aminés
153 et 405. Des protéines chimeres contenant le domaine catalytique C de Sup35p et le
domaine riche en glutamine/asparagine de Rnql ont ét€ construite afin d’étudier leurs
capacités a basculer dans I’état inactif [PSI"]. Ces expériences ont montré que la protéine
Rnqlp était de fait un nouveau prion de la levure. Des expériences semblables a celles
décrites précédemment montrent que le domaine riche en Asn et Gln possede les mémes
caractéristiques que les domaines NM des genes orthologues de SUP35. De plus, sa
surexpression entraine 1’agrégation de Rnqlp, agrégation qui se transmet de facon dominante
(Patino et al., 1996). Irina L. Derkatch et collaborateurs ont également décrit que Ure2p et
Newlp peuvent étre 2 ’origine du phénotype [PIN*]. La présence d’[URE3] ou de [NU']
(prion de Newlp) induit I’apparition de [PSI'] (Derkatch et al., 2001; Osherovich et al.,
2004). La fonction de Rnqlp est encore inconnue. Récemment il a été montré que des mutants

de Rnqlp ont un défaut dans la sporogenese (Orlowska-Matuszewska and Wawrzycka, 2006).

11.4.2 [NU"]

[NU"] est la forme prion de la protéine New1p. Cette derniere est constituée de 1197 acides
aminés. Le domaine riche en asparagine/glutamine, et comme Sup35p, les répétitions d’un
oligopeptide se situent entre les acides aminés 1 et 153 de Newlp. Des protéines chimeres
contenant le domaine catalytique C de Sup35p et les domaines riches en glutamine/asparagine
de New1p induisent un phénotype prion nommé [NU"] semblable au phénotype [PSI'], c’est-
a-dire de suppresseur de codon stop. [NU"] peut étre transféré par cytoduction et curé par un
traitement au Chlorure de Guanidium (GuHCI) (Osherovich et al., 2004). [NU"] constitue

ainsi un quatrieme prion de levure.
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I1.4.3 Autres prions de S.cerevisiae

[ISP*], impliqué dans la régulation de la terminaison de la traduction, comme [PSI"] (Volkov

et al., 2002).

[GR], impliqué dans la résistance aux glucosamines, analogues structuraux du glucose qui
inhibent la croissance sur un milieu avec des sources de carbones non-fermentables (Uptain

and Lindquist, 2002).

[B], protéase B vacuolaire codée par le géne PRB1 (Roberts and Wickner, 2003). Les cellules
manquant de [B] ne peuvent faire des méioses ou former des spores et sont sensibles a la

privation nutritive contrairement a ceux qui possédent [f].

I1.4.4 Autres prions de champignons : chez Podospora anserina

[HET-s], « le prion qui reconnait le non-soi »

Dans les années 1950, des analyses génétiques de I’incompatibilité végétative chez le
champignon filamenteux de P.anserina ont permis de mettre en évidence un élément
génétique non-mendélien : [Het-s] (Rizet and Esser, 1953). Ces mycéliums de P.anserina
subissent des évenements de fusions cellulaires végétatives et spontanées. Ces fusions
cellulaires, appelées anastomoses menent a un mélange cytoplasmique et a la formation
d’hétérocaryons « végétatifs » (cellules contenant différents types nucléaires). La viabilité de
ces hétérocaryons est génétiquement contrOlée par plusieurs loci: les loci HET (pour
hétérocaryon imcompatibility). Parmi eux, le locus het-s qui existe sous deux formes
alléliques distinctes het-s et het-S dont les protéines résultantes different de 13 acides aminés
sur les 289 composants la protéine (Turcq et al., 1991). Elles sont impliquées dans une
réaction de mort cellulaire par incompatibilité végétative. Lorsque les deux protéines sont co-
exprimées dans la méme cellule, il y a mort de la cellule (Saupe, 2000) évitant ainsi des
croisements entre cellules de fonds génétiques différents et la transmission d’éventuels virus.
Encore une fois, un prion n’est pas forcément mauvais et peut étre au contraire bénéfique pour
la cellule. D’ailleurs, on peut noter que [Het-s], [PIN*] et [B] different de [URE3] et [PSI']
dans le sens ou ils ne sont pas détectés comme ayant une perte de fonction de la protéine
correspondante.

Selon la définition de Reed Wickner (Wickner, 1994), les analyses ont montré que cet
élément était bien un prion (Coustou et al., 1997). Cependant le domaine prion n’est pas riche
en résidus asparagine/glutamine et ce dernier est situé dans la partie C-terminale entre les

résidus 218 et 289.
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La preuve ultime du caractere infectieux d’une protéine peut étre obtenue si 1’introduction de
la protéine recombinante purifiée dans un organisme est suffisante pour propager le caractere
infectieux. Marie-Lise Maddelein et collaborateurs ont purifié la protéine recombinante HET-

s et testés différentes méthodes pour 1’introduire dans Podospora (Benkemoun et al., 2006).

Bombardement de particules de tungsten
M, e

e \» e
HET- s recombinante [ @ Agréguts amyloides g Forme soluble’ Agrégats um\r}uphes
¢ —a“w 1 9, p
vm \PK ¥ o9 .'. ... *
Souche [Het-5*] normale L 4 e % L ]

(non infectieuse) B 4/

HET-s endogéne normale 20 Conversion Pas de
conversion

JAY AWV VA

Propagation dans le mycélium l

Phénat’P? ahfe"é [ Souche [Het-s] infectieuse Souche [Het-s*] normale
aprés 2 jours

D’apres Maddelein, 2002

Figure 21 : Technique de biolistique.

Des bombardements de particules de tungstene (bleu) introduisent la protéine
recombinante (rouge) dans le champignon. La souche de départ, de phénotype neutre
[Het-s*], exprime la protéine HET-s sous forme soluble dans le cytoplasme (vert).
Apres bombardement, des particules de tungstene peuvent €tre visualisées dans le
mycélium et I’introduction de la protéine HET-s recombinante contrdlée par marquage
a la fluorescéine. Conversion : modification de la protéine cellulaire normale en forme
prion. La forme prion [Het-s] se propage ensuite a toute la souche grace a la
communication cytoplasmique entre articles le long des hyphes.

L’avantage de la technique de la biolistique, décrite dans la figure 21, est de permettre
I'introduction de molécules dans des mycéliums entiers. En effet, le mycélium des
champignons filamenteux présente une continuité cytoplasmique favorisant la propagation
d’éléments infectieux. Ainsi, méme si I'introduction de la protéine recombinante est un
évenement rare, 1’apparition de la forme infectieuse [Het-s] dans un article (cellule non
cloisonnée du mycélium) peut se transmettre a la protéine HET-s endogene et envahir
rapidement tout le champignon. Grace a cette continuité cytoplasmique, 1’essai biolistique
s’est montré tres efficace : l'introduction de la protéine recombinante HET-s a permis
d’induire le caractere infectieux [Het-s] dans presque 100 % des souches neutres [Het-s*]. Le

caractere infectieux de la protéine recombinante HET-s de Podospora a ainsi été démontré
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clairement et, par 1a méme, confirmé I’existence de protéines infectieuses ou prions capables
de former des agrégats dans une souche [Het-s] (Coustou-Linares et al., 2001) et des fibres
amyloides in vitro (Dos Reis et al., 2002).

En 2005, I’équipe de Christiane Ritter a montré que la forme prion formait aussi, tout comme

Sup35p, des fibres amyloides riches en feuillets B (Ritter et al., 2005).
[C']
[C*] (pour Crippled growth) est impliqué dans la croissance du mycélium. Il induit une

morphologie anormale des hyphes, une accumulation de pigment, une longévité courte et

réduit la fertilité femelle (Silar et al., 1999).

Les caractéristiques de différents prions de champignons sont résumées dans le tableau 6.

Tableau 6 : caractéristiques des différents prions de champignons

Caractéristiques des prions [PSI+] [URE3] [Het-s] [RNQ+] N
[PIN+]

Métastable + + + +

induit par la surexpression + + + +

dela protéine normale

protéine ayant 2 états + + + +
conformationnels
mime la pertede fonction + + - ND

dela protéine

dominant + + + +
hérédité non-mendélienne + + + +
hérédité cytoplasmique + + + +
domaine prion (PD) + + o +
PD riche en glutamine + + - +

et asparagine

répétitions octapeptidique + - - -
dans le PD

variants de souches + + ND ND
curable + + + +
curé parune délétion d’Hsp104 + + ND +
curé par une surexpression + - ND -
d’Hsp104

curé par GuHCI + + - +

ND:Non Déterminé
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11.4.5 Prions Divers

CPEB

Chez [laplysie, la protéine CPEB, possede un domaine N-terminal riche en
glutamine/asparagine. Cette protéine est impliquée dans la régulation de la traduction des
ARNm dormants, impliqués dans le stockage de la mémoire a long terme (Si et al., 2003a). Si
et collaborateurs ont montré par ailleurs que chez S.cerevisiae cette protéine peut se
comporter comme un prion (Si et al., 2003b). Par exemple, si le domaine N-terminal est
fusionné avec la GFP, des agrégats de GFP sont observés par microscopie. Il reste
maintement a démontrer que CPEB se comporte bien comme un prion chez I’aplysie. Si tel

est le cas, 1l s’agirait encore d’un prion bénéfique pour la cellule.
TIA1

Cette protéine est une protéine humaine impliquée dans I’assemblage de granules de stress
(SGs) lors de I’initiation de la traduction. En culture, elle adopterait une conformation prion

qui régulerait la traduction en réponse a un stress (Gilks et al., 2004).

11.4.6 Conclusion

Un prion est une protéine pouvant exister sous deux états différents. L’un d’entre eux, 1’état
prion, est riche en feuillets B et a tendance a former des agrégats et des fibres amyloides, le
rendant par conséquent insoluble et résistant aux protéases. D’un point de vue séquence, il
possede un domaine prion nécessaire et suffisant pour former des fibres amyloides. Les prions
de levures peuvent €tre schématisés assez grossierement par un domaine globulaire bien replié
lié a une queue responsable de la formation des prions : le domaine prion (figures 16A). Ce
dernier peut étre situé en partie N-terminale comme dans le cas de Sup35p et Ure2p, mais
aussi dans la partie C-terminale comme dans le cas de Het-s. Des modeles de structures
différents ont été proposés pour chacun des trois prions: le modele B-serpentine pour les
fibres d’Ure2p (Kajava et al., 2004), un repliement en hélices § pour Sup35p (Kishimoto et
al., 2004; Perutz et al., 2002), et une structure en feuillets [ pour HET-s (Ritter et al., 2005)
(figure 17). On peut noter que le modele proposé pour PrP* est un repliement en hélices
B comme pour Sup35p, (Wille et al., 2002).

Il apparait qu’un plus grand nombre de protéines pourraient €tre considérées comme des
prions si on prend comme critere I’existence d’un domaine fonctionnellement équivalent au
domaine NM de Sup35p. Les comparaisons de séquences augurent dans ce cas de 1’existence

de plusieurs dizaines de prions potentiels chez Saccharomyces cerevisiae (Sondheimer and
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Lindquist, 2000), mais aussi dans d’autres organismes tels que le nématode C.elegans ou la
drosophile (Michelitsch and Weissman, 2000). L’ensemble de ces données apporte des
éléments majeurs a la compréhension des mécanismes moléculaires d’apparition et de
maintien des prions de levures. Ces données sont cependant difficilement généralisables aux
prions de mammiferes. Force est de constater que les criteres de définition d’un prion de
levure ne s’appliquent pas a la protéine PrP (ou [het-s]), qui est a la base du paradigme prion.
En effet, ni PrP, ni Het-s ne sont particulierement riches en glutamine/asparagine. Tout ceci
suggere qu’il existe certainement de nombreuses protéines prion a découvrir. Ces dernieres
n’ont pas forcément un role négatif pour la cellule comme nous avons pu le voir avec CPEB,
[HET-s] ou [B] (tableau 7). De plus, I’état prion d’une protéine n’est pas forcément associé a
une perte de fonction (figure 22), comme nous pouvons le voir dans les cas de [URE3] et
[PST']. 1l est aussi important de noter qu’il existe de nombreuses protéines qui forment des
agrégats amyloides qui sont totalement inoffensifs pour 1’hote. Prenons un exemple parmi tant
d’autres : la protéine Curli chez Escherichia coli. Curli forme des fibrilles qui se déposent a la
surface cellulaire et favorisent ainsi I’adhésion cellulaire au substrat pour la colonisation de
surfaces inertes permettant ainsi la formation des biofilms (pour revue, (Barnhart and
Chapman, 2006)). Ceci n’est pas restreint au monde microbiologique, en effet il existe
également de multiples exemples chez les organismes supérieurs tels que les insectes ou les

mammiferes par exemple (Stefani, 2004).

Tableau 7 : Protéines prions ainsi que les phénotypes qui leurs sont associés

Especes Protéine Etat Etat PDriche répétition fonction phénotype
impliquée nonprion prion en GIn/Asn octapeptide cellulaire prion
Mammifere PrP PrPc PrPsc Non Oui inconnue Sévere
209 aa aa. 5191 neurodégénérescence
S.cerevisiae Sup35p [psi-] [PSI+] Oui Oui terminateur suppression
685 aa aa.1-124 aa. 41-97 de traduction non sens
S.cerevisiae Ure2p [ure-0] [URES3] Oui Non represseur croissance sur
354 aa aa.1-80 de transcription milieu minimum
S.cerevisiae Rnqlp [rng-] [PIN+] Oui Plusieurs inconnue induction de
405 aa aa.153-406 séq. Dégénérées [PSI+]
Panserina HET-s [Het-s*] [Het-s] Non Non imcompatibilité induction de
289 aa des hétérocaryons la mort cellulaire
en présence de HET-S
A.cdlifornica ApCPEB1 - - Oui Oui régulation de la
687 aa aa. 1-150 aa. 84-138 traduction d’ARNm mémoire a
spécifiques long-terme

aa:acides aminés; PD: Domaine Prion; GIn: Glutamine; Asn: Asparagine

92



[wre3-0], UreZp in normal state

)

\ & a g
H\._LH\- Ghap--_’, Allantoaie 15 .:3]..3;,;,-
| Jrpsdtresd irraniabe

[URE3), UreZp in prion state

@)

[psi], Sup3s in normal state

Qips

@ o

[pirr], Rngip in normal staie

e o

T

BEPS

[E-0), PrE pre-enzyme form

P o
:_aumh. g %
L pia

[[] transmission

by vyloduction
== -~ = - -~ - T e
. 3 L - -
x"" F .—._\.'H- A i—— -""_ %
: ', b .y - ;, - y
I' L — ! _.""-. - k" HH , '.I I ..-'"". — e !
- S = | L* - ; .
| Fa s | |- - g o, o
| / . W J J L .
T r 4, S S T M J
e, ‘.:.-'_:'.- i -~ e T # H‘ﬂ- 3 P

[PIN]. Rngip in prion state

PP

[F]s prien farm, PrE active

[Het-5*], HET-% in soluble state

mixed cell viEabie

< e =

T F - L e N ~a m L5 % e, s
§ fusion 1

——T . ¥

g | ety E,T w - £ .

[Het-s], HET-5 in prion state

—_—T T

death of mixed call

D’apres Benkemoun, 2006

Figure 22 : différents prions de champignons et les phénotypes résultants.
Dans les cellules [URE3], Ure2p est inactivée et le facteur de transcription GIln3p
est alors libre d’activer I’expression de la perméase DalSp, ce qui permet la
croissance sur un milieu supplémenté en uréidosuccinate (USA). Dans les cellules
[PSI+], Sup35p est inactivée, ce qui conduit a une suppression de mutation non
sens. Dans les cellules [PIN+], I’'induction de novo de [PSI+] est possible. Dans
les cellules [B], PrB est dans sa forme active. Quand des cellules [Het-s]
fusionnent avec des cellules het-S, on observe une mort cellulaire. (D’apres
Benkemoun et al, 2006).



I1.5 Notion de souches et barriere d’espece

I1.5.1 Souches

Un des aspects les plus discutés des prions de mammiferes est I’existence de souches
différentes, qui different tant dans la période de latence de la maladie, les 1ésions cérébrales,
les manifestations neuropathologiques que de la distribution de PrP*° dans le cerveau (Bruce,
1993). En effet, certains ont longtemps considéré que 1’existence de ces différentes souches

était incompatible avec 1’hypothese « protéine seule » et préconsait plutdt la piste virale.

Ce phénomene de souche a aussi été étudié pour [PSI'], [URE3] et [PIN'] pour lesquel il
existe aussi différentes formes, appelés variants (Cox, 1971; Derkatch et al., 1996). Aucun
variant de [Het-s] n’a encore été décrit. Les variants de [PSI"] ont été découverts en premier,
et sont les mieux caractérisés. La plupart des variants de [PSI'] sont distinguables par leur
phénotype de suppresseur de la traduction et sont appelés « strong », «moderate » ou
« weak » suivant la sévérité de la suppression (Derkatch et al., 1996). [ETA"] est considéré
comme un variant « weak » de [PSI']. Les variants « weak » sont moins stables et plus
facilement curés par le chlorure de guanidium (Derkatch et al., 1996). Le variant « strong »
est dominant sur le variant « weak » dans un croisement génétique (Derkatch et al., 1999). Ils
peuvent aussi se distinguer par la différence de solubilité de Sup35p in vivo et par I’efficacité
avec laquelle ils médient la conversion a I’état prion in vitro (Uptain et al., 2001). Le variant
« strong » possede beaucoup moins de Sup35p soluble, et donc beaucoup plus de protéines
agrégées formant des foci et pourra convertir Sup35p a I’état prion de fagon beaucoup plus
efficace allant jusqu’a un facteur 20 par rapport au variant « weak » (Uptain et al., 2001). Une
explication consiste a dire que la protéine Sup35p adopte des conformations intrinseques
différentes ayant la capacité de convertir la forme normale en forme prion de fagon plus ou

moins efficace (Uptain et al., 2001).

Une publication récente montre que la région minimale du domaine prion de Sup35p capable
de maintenir [PSI"] est la région 1-64 et que la variabilité des souches [PSI"] dépend de la
différence de repliement de la région contenant les répétitions octapeptidiques (Shkundina et
al., 2005).

Les variants [PSI'] apparaissent soit spontanément, soit lorsque le prion est induit de novo par
la surproduction de Sup35p ou de fragments N-terminaux spécifiques (Derkatch et al., 1996).
Une fois établis, les variants sont stables, c’est-a-dire qu’ils ne passent plus spontanément

d’une forme « weak » a « strong » et vice et versa.
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Les variants [URE3] n’ont été décrits que tres récemment (Schlumpberger et al., 2001). Parce
qu’il est difficile de se rendre compte d’une différence de croissance sur un milieu
supplémenté en USA, les différents variants ne sont distinguables que dans les souches
contenant le systeéme rapporteur pDALS-ADE?2 ou les levures contenant le prion forment des
colonies blanches alors que celles qui sont curées forment des colonies rouges. Ainsi, les
différents variants sont identifiables par des nuances de coloration : rouge pour 1’état non
prion, rosée pour un prion « faible » et blanche pour le prion « fort », plus difficile a curer que
les autres. Ceci est valable également pour identifier les prions [PSI'] puisqu’il existe un
systeme rapporteur du méme type, basé sur les différences de coloration. Ainsi, une colonie
contenant un prion fort présentera une couleur blanche et formera de nombreux foyers de
fluorescence si la protéine prion est fusionnée a la GFP, traduisant la formation d’agrégats de
protéines insolubles.

Par ailleurs, des études de microscopie électronique de populations de fibres de Ure2p et de
NM (domaine prion de Sup35p) ont montré une diversité de fibres s’auto-perpétuant avec des
morphologies distinctes (Baxa et al., 2002; DePace and Weissman, 2002; Glover et al., 1997;
Taylor et al., 1999). De telles différences pourraient également expliquer 1’existence de
souches et de variants.

De méme, lorsqu’on introduit des fibres ayant poussé a 4°C dans des cellules [psi], cela
donne une souche « strong » alors que des fibres ayant poussées a 37°C donnent des souches
«weak » (King and Diaz-Avalos, 2004; Tanaka et al., 2004). Ceci montre que les
phénomenes de souches peuvent, au moins, en partie, étre diis a des variations dans la
formation des fibres amyloides. Ces expériences sont tres importantes puisqu’elles
démontrent clairement le modele « protéine seule » chez S. Cerevisiae et ces expériences
démontrent aussi clairement le phénomene de souche : suivant la conformation de la protéine

infectieuse de départ, on obtient différentes souches.

I1.5.2 Barriere d’especes

Ce phénomene a d’abord été décrit pour les prions de mammiferes. Il correspond a
I’impossibilité pour un prion d’une espece animale a infecter une autre espece. Comprendre
ce mécanisme est tres important puisque cela permettrait éventuellement d’éviter la

transmission d’un prion animal a I’homme.

Deux explications ont d’abord été proposées :
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1. les différences des séquences protéiques de la protéine PrP entre deux especes A et B,

empécherait ’interconversion de PrP entre especes.

2. Des facteurs cellulaires spécifiques de 1’espece interviendraient dans la conversion de

la protéine cellulaire en protéine prion.

Des études sur la protéine Sup35p de différentes especes de levure révelent aussi une barriere
d’espece pour les prions de levure. Alex Santoso et collaborateurs ont travaillé sur 8 especes
différentes de levures dont S.cerevisiae. lls se sont d’abord appercus que, malgré les distances
évolutives, les domaines N et M étaient conservés. Ils ont ensuite montré que les domaines
prions des différentes levures s’agrégeaient mais ne permettait pas la formation d’agrégats
[PSI] dans S.cerevisiae. Leurs résultats montrent que la barriere d’espece résulte d’une
remarquable spécificité d’interaction médiée par un épitope bien défini de 18 acides aminés

situé dans le domaine prion (Santoso et al., 2000).

I1.6 Propagation des prions

Modele actuel de conversion de novo et de propagation des prions

D’apres la suggestion de J.S. Griffith (1967) proposant qu’une protéine infectieuse anormale
peut se lier a la forme normale et la convertir en forme anormale, deux modeles ont été
largement discuté pour expliquer la propagation des prions : le modele de propagation assisté
par une amorce (Griffith, 1967; Prusiner, 1991) et le modele de conversion de novo (Jarrett

and Lansbury, 1993) (figure 23).

P . sol . L, eq.
La forme normale de la protéine prion: P™ existe en équilibre avec une forme
structurellement distincte mais instable : P*. Cette derniere pourrait étre convertie en forme

prion stable : [P] par une des deux voies :

1. Propagation : Apres une interaction avec une « amorce » prionique (Pseed), la forme
instable P* peut étre stabilisée et devenir stable [P] ; un processus qui ne nécessite pas
de formation d’agrégats ou fibre amyloide : [P]n. De nouvelles « amorces » prioniques
sont générées par « dissolution » de la forme amyloide via un ou plusieurs facteurs

cellulaires (Y).

2. Conversion de novo : Apres une interaction avec un facteur cellulaire (X), la forme

P* devient [P]...puis la suite est identique au cas précédent.
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Parce que les prions sont infectieux et « transmissibles », ils sont capables de se répliquer afin
de se propager. Durant la derniere décennie, la majorité des scientifiques a accepté
I’hypothese de Stanley Prusiner selon laquelle la forme infectieuse de la protéine PrP se
propage par un procédé auto-catalytique sans recours a des acides nucléiques spécifiques

(Prusiner, 1982).
Depuis, plusieurs écrits ont conforté et méme démontré le modele de la protéine infectieuse :

+ La transformation « biolistique » d’agrégats amyloides [HET-s] dans des cellules
[HET-s*] ([prion-]) résulte en une conversion de presque 100% en mycéliums

contenant le prion [HET-s] (Maddelein et al., 2002).

+ La transformation de sphéroplastes de levures [psi-] par des liposomes contenant le

prion [PSI'] conduit a des cellules [PSI"] (Sparrer et al., 2000).

£ Des fibres amyloides de Sup35p (produites in vitro) sont directement introduites dans
des sphéroplastes de levures. La propagation et la conversion de [PSI'] est également

observée (Santoso et al., 2000; Tanaka et al., 2004).

PSI}l

i / P* seed
. N
de novo X
conversion \.
- I"P] | | >' prﬂpagﬂtinn
protease t —
resistant v
form i
g -

D’apres Tuite, 2004

Figure 23 : Modéeles de propagation des prions de levure.

Deux modeles ont été proposés pour tenter d’expliquer la propagation des levures :
Propagation : une forme instable P* peut €tre stabilisée et devenir stable [P] apres
une interaction avec une « amorce » prionique (Pseed). Ce modele de
« propagation » ne nécessite pas de formation d'agrégats ou fibre amyloide : [P]n.
ensuite, des nouvelles « amorces » prioniques sont générées par fragmentation de la
forme amyloide via un ou plusieurs facteurs cellulaires (Y) (ex : Hsp104p).
Conversion de novo : la forme P* peut étre stabilisée et devenir stable [P] apres une
interaction avec un facteur cellulaire (X), Puis la suite est identique au cas
précédent.
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La propagation des prions de levures est assez facile a estimer par deux méthodes :

1. T’expression de la protéine de fusion Sup35p-GFP dans une cellule [psi] donnera au
microscope une coloration fluorescente diffuse dans la cellule alors que dans une
cellule [PSI'], la protéine de fusion Sup35p-GFP donnera des foci trés brillants

correspondant trés certainement a des agrégats de la protéine dans la cellule (figure
24).

2. Les cellules [psi-] portant 1’allele adel-14 (contenant un codon prématuré non sens
UGA), donnent des colonies rouges sur un milieu riche tandis que dans ce méme fond
génétique, des cellules [PSI"] apparaitront rosées ou blanches. Une faible efficacité de
propagation du prion [PSI'] se traduira par I’apparition de colonies blanches avec des

secteurs rouges [psi’] (Tuite and Koloteva-Levin, 2004) (figure 24).

[PSI*]

D’apres Tuite, 2004

Figure 24 : méthodes d’estimation de la propagation du prion de levure [PSI+].
A. L’expression de la protéine de fusion Sup35-GFP dans une cellule [psi-] donnera
au microscope une coloration fluorescente diffuse alors que dans une cellule [PSI+],
des agrégats sont visualisables.

B. Des cellules [psi-] portant 1’allele adel-14 donnent des colonies rouges sur un
milieu riche alors que des cellules [PSI+] ayant le méme fond génétique donnent des
colonies blanches. Une faible efficacité de propagation du prion se traduit par
I’apparition de colonies blanches avec des secteurs rouges.

En levure, la détermination du mode de transmission d’un caractere, nucléaire (hérédité

mendélienne classique) ou cytoplasmique (phénotype prion par exemple) est facile a
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déterminer en utilisant la méthode de transfert cytoplasmique appelée cytoduction (Wickner,
1994). La cytoduction permet a des levures d'échanger du cytoplasme. Pour ceci, il faut
utiliser une souche portant une mutation nucléaire dite kar qui empéche la caryogamie apres
la conjugaison. La levure dicaryotique obtenue redevient alors trés rapidement
monocaryotique. Ainsi, si une souche de levure [psi-] est mise en contact avec une souche
[PSI+] et portant la mutation kar, les deux souches résultantes seront [PS/+] sans qu’il y ait

eu d’échange nucléaire.

Les domaines prion des protéines prion de levure sont indispensables pour la conversion a
I’état prion. En mélangeant des extraits de cellules [psi’] avec des extraits de cellules [PSI']
exprimant le fragment de Sup35p correspondant au domaine NM, la protéine enticre Sup35p
devient progressivement insoluble. De plus, cette capacité de conversion en protéine prion est
propagée car si la protéine nouvellement convertie est ajoutée a un nouvel extrait de cellules

[psi’], les protéines solubles qu’il contient deviendront a leurs tours insolubles.

I1.7 Facteurs cellulaires et propagation des prions de levure

I1.7.1 Chaperons de protéines

Pour la survie des cellules, en particulier dans des conditions difficiles ou en réponse a des
situations de stress, des mécanismes de protection ont été créés et maintenus lors de
I'évolution. II s’agit des protéines de choc thermique, ou protéines de stress ou encore HSP
pour « heat shock proteins ».

Trois grandes familles de protéines de choc thermique ont été décrites selon leurs tailles : 27
kDa, 70 kDa et 90 kDa.

L'induction de protéines de choc thermique a été décrite pour la premiere fois en 1962 chez la
drosophile apres chauffage des glandes salivaires de 25°C a 37°C (Ritossa, 1962). Ces
protéines sont exprimées a la suite de toute situation qui compromet la survie cellulaire. Parmi
ces situations se trouvent l'augmentation de la température, I'exposition a des métaux lourds
ou a d'autres agents chimiques engendrant des mauvais repliements des protéines. Ces
protéines sont synthétisées en réponse non seulement aux différents stress, mais aussi a des
stimuli physiologiques ou physiopathologiques.

Le role des Hsps consiste alors a protéger l'ensemble vital des protéines cellulaires en

assistant leur renaturation ou bien en les dirigeants vers la voie de la dégradation pour
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empécher leur agrégation qui nuirait a la viabilité de la cellule. Ainsi, la réponse des protéines
de choc thermique peut €tre considérée comme un mécanisme universel de défense contre
toute forme d'agression.

Les Hsps ont un domaine N-terminal ATPasique qui régule la fonction du domaine adjacent
de liaison du substrat (SBD). Quand I’ATP est liée, le SBD est « ouvert » pour rapidement
lier le substrat et le libérer (cycles rapides liaison/largage). L’hydrolyse de I’ATP en ADP
convertit le SBD en une conformation « fermée » (cycles lents liaison/largage). L’échange de
nucléotide restaure une liaison a I’ATP et ainsi une conformation ouverte permettant une
libération du substrat et la recapture d’un nouveau substrat (figure 25). L’activité ATPase est
stimulée par la liaison du substrat (Mayer et al., 2000), indiquant une communication entre
ces deux domaines, influencée par 'interaction avec des co-chaperons. Les Hsp40p, une
famille conservée de co-chaperons des Hsp70p, stimulent I’activité ATPase des Hsp70p. Les
Hsp70p sont aussi régulées par des co-chaperons contenant des motifs répétés
« tétratricopeptide » (TPR). Hopl chez les mammiferes (Stilp chez la levure) possede deux
TPR qui permettent la liaison simultanée de Hsp70p et Hsp90p formant ainsi un lien physique

entre ces deux Hsps.

Hsp40, Stilp, (Cpr7p, Cnslp)

& D

Hsp70ATP Hsp70APP
“Ouvert”: “Fermé”:
Rapide échange avec le substrat Liaison avec le substrat
ATP
Feslp
ADP

D’apres Jones, 2004

Figure 25 : régulation des chaperons de protéines Hsp70.

La fonction des Hsp70 est finement régulée par I’hydrolyse de I’ATP et
les échanges de nucléotides, qui régulent la liaison du substrat. Hsp40
stimule I’hydrolyse de 1I’ATP, favorisant ainsi la liaison au substrat
tandis que Feslp (facteur d’échange de nucléotides) accélere I’échange
entre I’ADP et I’ ATP, favorisant ainsi la libération du substrat.
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L’apparition spontanée des prions pourrait intervenir lors d’un événement de mauvais
repliement ou mépliement (misfolding) tandis que le phénomene inverse, c’est-a-dire la
disparition du prion pourrait résulter d’un échec dans la propagation de la forme mal repliée
ou d’une mauvaise ségrégation de ce caractere durant la division des cellules. Des
mécanismes assurant la réplication (génération) de nouveaux prions ainsi que leur
transmission aux cellules filles (ségrégation) doivent exister. Des facteurs cellulaires
pourraient ainsi moduler ces deux étapes: taux d’agrégation et de dissolution des agrégats de

facon a conduire a un équilibre optimal pour la propagation.

I1.7.2 Hsp104p : essentiel a la propagation des prions

Le chaperon de protéine Hsp104p est un facteur cellulaire indispensable pour la propagation
de [PSI"] probablement en désagrégeant partiellement les agrégats (aucun homologue n’a pu
encore étre décrit chez les mammiféres). Ceci permet leur fragmentation ainsi que leur
propagation dans les cellules filles issues de la division (Chernoff et al., 1995).

Dans le cas d’une surexpression d’Hspl104p, les agrégats seraient completement dissous ce
qui se traduirait par une cure.

Dans le cas d’un déficit d’Hsp104p, les agrégats ne seraient plus dupliqués par dissolution
partielle et ils seraient donc perdus au cours des divisions cellulaires par dilution (Chernoff et
al., 1995; Patino et al., 1996) (figure 26). Ainsi, trois a cinq mM de Chlorure de Guanidium
(GuHCl) suffisent a curer les cellules trés probablement en inhibant I’activité ATPase
d’Hsp104p (Chernoff et al., 1995).

Le chlorure de guanidium est utilisé pour dénaturer les protéines in vitro mais cette propriété
n’est certainement pas responsable de 1’effet antiprion du chlorure de guanidium car les
concentrations utilisées pour dénaturer les protéines in vitro sont de 1’ordre du molaire.

Tous les prions de levures ont besoin d’Hsp104p pour leur réplication (Tuite and Cox, 2003).
Le GuHCI agirait en inhibant la réplication des prions. Les prions seraient alors dilués au
cours des divisions et disparaitraient apres plusieurs générations. Une étude récente suggere
aussi que I’inhibition de Hsp104p par le GuHCI ménerait a une dépolymérisation des agrégats
de Sup35p indépendemment des divisions cellulaires mais ces résultats n’ont pas pu étre

reproduits (Wu et al., 2005).
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Figure 26 : Hsp104p et propagation des prions de levure.

a. La surexpression ou la délétion de Hsp104p menent au méme phénotype
de cure. En effet, sa surexpression provoque la dissolution totale des agrégats
[PSI+] et leur perte par dissolution alors que la délétion de Hspl04p
empéche la dissolution des agrégats menant dans les deux cas a I’absence de
propagation des prions.

b. Une expression normale de Hsp104p permet la dissolution partielle des
agrégats et donc leur propagation.

R oRe o eSS

Hspl04p est une protéine induite par différents stress dont le stress thermique. Elle est
impliquée dans la désagrégation des protéines mal repliées permettant soit leur
ressolubilisation, soit leur dégradation (Parsell et al., 1994). Deux grandes hypotheses ont été

proposées pour expliquer la nécessité d’Hsp104p dans la propagation des prions.
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Hsp104p dissout-elle les agrégats de prion ?

Un modele plausible stipule qu’en désagrégeant les prions, Hsp104p permettrait la formation
de petites unités formant ainsi les amorces ou propagons servant a favoriser la conversion de
protéines prions nouvellement synthétisées (Chernoff et al., 1995; Kushnirov and Ter-
Avanesyan, 1998). Si une telle fragmentation ne se produisait pas, les agrégats de prion
augmenteraient en taille et réduiraient en nombre. La transmission aux cellules filles ne se
ferait donc plus de facon efficace (Wegrzyn et al., 2001).

Si ce mécanisme était commun a tous les prions de levure, on pourrait espérer éliminer tous
les prions par surexpression d’Hsp104p. Or ce n’est pas le cas. La surproduction d’Hsp104p
dissous totalement les agrégats de Sup35p mais pas ceux de [URE3] et de [PIN"] (Derkatch et
al., 1997; Moriyama et al., 2000). Nous pouvons suggerer que les agrégats de ces derniers
sont plus gros ou plus difficiles 2 dissoudre et que le mécanisme d’élimination de [PSI"] par

un taux €élevé d’Hsp104p est Sup35-spécifique.

Hsp104p est-elle nécessaire pour la stabilisation des intermédiaires nécessaires a la

formation des prions ?

Cette hypothese a été proposée par Yury Chernoff en 1995 (Chernoff et al., 1995) et se trouve
supportée par des données in vitro montrant que HsplO4p catalyse la formation
d’intermédiaire oligomérique (Shorter and Lindquist, 2004).

Cependant, il est a noter que la protéine Sup35p peut étre incorporée dans des agrégats méme
quand I’activité de Hsp104p est inhibée (Ness et al., 2002).

Hsp104p n’agit pas seule : il y aurait une alliance avec les chaperons de protéines Hsp70p et
Hsp40p mais le mécanisme par lequel ces derniers affectent la propagation des prions est

également peut clair.

I1.7.3 Les Hsp70p

Les Hsp70p sont d’autres chaperons de protéines impliqués dans les phénomenes
d’agrégation de protéines.

Les Hsp70p sont essentielles et exprimées a toutes les températures, contrairement a Hsp104p
qui est seulement exprimée apres un choc thermique (Craig and Jacobsen, 1984).

Ces deux types d’Hsp jouent un rdle dans la dissolution des agrégats de protéines mais elles
agissent a des niveaux différents de la formation des agrégats. Tandis que Hsp104p solubilise

les protéines déja agrégées chez la levure (rle curatif), Hsp70p agit en empéchant la
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formation des agrégats (role préventif). Hsp70p est codée par le gene HSP70 qui correspond a
une famille multigénique : les genes SSA et SSB.

La protéine Ssalp (Hsp70p) semble agir de concert avec Hsp104p pour garder les protéines
sous forme agrégée apres un stress thermique (Glover and Lindquist, 1998). La surexpression
de Ssalp antagoniserait 1’effet curatif de la surexpression de Hsp104p sur les prions (Newnam
et al., 1999) (figure 27). Alors que les protéines Ssbp (Hsp70p) semblent « empécher » le
phénomene d’agrégation (Chacinska et al., 2001; Chernoff et al., 1999) en favorisant la
surproduction d’Hsp104p. Cependant on verra que les nombreux genes formant la famille des

HSP70 ont des effets complexes et parfois contradictoires.

C=>

stp104p
f Ssa1p> §
oS O
C4>

stp104p
f Ssbp D §

Figure 27 : Effet des différents chaperons de protéines dans la propagation des
prions de levure.

Hsp104p est nécessaire a la propagation des prions mais d’autres chaperons de protéines
ont des roles importants dans les phénomenes de propagation des prions. En effet, sur le
panneau du haut, nous pouvons observer que le chaperon de protéine Ssalp de la famille
des Hsp70 empéche I’effet de cure provoqué par la surexpression d’Hsp104p : Ssalp a un
effet « pro-prion » alors que le chaperon de protéine Ssbp de la famille des Hsp70 favorise
la surexpression d’Hsp104p et donc la cure des prions : Ssbp est un facteur « anti-prion »
(panneau du bas).
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La sous-famille SSA

Dans la levure, la famille génique SSA est formée de quatre genes homologues. Ces genes
sont tres similaires mais ont des niveaux d’expressions différents (Stone and Craig, 1990;
Werner-Washburne and Craig, 1989; Werner-Washburne et al., 1987). Tandis que Ssa2p est
exprimée constitutivement, Ssalp, Ssa3p et Ssadp, comme Hsp104p, ne sont exprimées qu’en
réponse a un choc thermique. En phase exponentielle, Ssa2p représente 80% des Hsp70p
cytosoliques alors que Ssa3p et Ssadp ne sont pas exprimées. L’expression de Ssalp,
répresseur de sa propre synthese et de celle de Ssadp (Stone and Craig, 1990), augmente lors
d’une élévation de température. Ssa3p et Ssadp sont exprimées dans des conditions de choc
thermique, lors de la méiose ou en phase stationnaire. La délétion simultanée de ces 4 genes
est létale, mais 1’expression de seulement un gene est suffisante pour la viabilité.

Des expériences montrent une conservation des Hsp70p des levures a ’homme puisqu’une
expression d’une Hsp70p de primate dans une souche de levure délétée pour les quatre genes
SSA restaure la croissance de la souche (Tutar et al., 2005).

Le groupe de Daniel C. Masison a montré que la forme de Ssalp liée a I’ADP favorisait la
perte du prion [PSI/+]. Au contraire, la forme liée a I’ATP qui permet une liaison rapide du
substrat puis sa libération ne déstabilise pas le prion [PSI'] (Jones et al., 2004; Jones and
Masison, 2003). De méme, un mutant SSA/-2/ ayant une mutation I’empéchant de se lier au
substrat présente un défaut dans la propagation du prion (Jones and Masison, 2003). Par
ailleurs, il a aussi été montré que le domaine de liaison a I’ATP qui est trés important pour la
fixation de facteurs d’échange de nucléotides (Feslp par exemple) est indispensable pour la

propagation du prion (Loovers et al., 2006).

La sous-famille SSB

La sous-famille Ssbp des Hsp70p est composée de deux protéines identiques : Ssblp et Ssb2p
(Nelson et al., 1992). Contrairement aux protéines Ssap, les protéines Ssbp ne sont pas
indispensables pour la viabilité des cellules et leur expression n’est pas induite par un choc
thermique. Elles participent au repliement des polypeptides « naissants » grace a leur

association aux ribosomes (Nelson et al., 1992).
D’autres chaperons de protéines semblent étre impliqués, comme les protéines Hsp40p ou les

protéines comme Feslp qui sont impliquées dans 1’équilibre Hsp70-ADP/Hsp70-ATP. Leur

surexpression ou des mutations affectent la stabilité des prions [PSI'] (Wickner et al., 2004).
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Les protéines Hsp40Op jouent un rdle dans la propagation d’autres prions et pourraient
préserver une certaine spécificité. Par exemple, le prion [RNQ'] est modulé par une protéine
de la famille des Hsp40, Sislp (Lopez et al., 2003; Sondheimer et al., 2001), tandis que
[URE3] est curé par une surexpression d’une autre Hsp40, Ydjlp (Moriyama et al., 2000).
Les effets des Hsp70p, Hsp40p et autres co-chaperones ont été synthétisés récemment (Jones
and Tuite, 2005). 11 a aussi été démontré que la surexpression de Ydjl curait le prion [URE3]
en interagissant directement avec la région C-terminale de Ure2p, a un moment tres précoce

de la formation des fibres, rallongeant ainsi le processus de nucléation (Lian et al., 2007).

I1.7.4 Les ARN ribosomaux

11.7.4.1 Les ribosomes : structure et fonction dans la syntheése protéique

Les cellules eucaryotes, comme les cellules procaryotes, contiennent des ribosomes. Ces
particules cellulaires, composées d'ARN et de protéines, sont impliquées dans la synthese
protéique. Dans les cellules eucaryotes, les ribosomes sont environ un tiers plus gros que dans
les cellules procaryotes, et ils peuvent évoluer librement dans la matrice cytoplasmique ou
bien adhérer aux membranes du réticulum endoplasmique. Dans les cellules spécialisées dans
la synthese et dans la sécrétion des protéines, plus de 90% des ribosomes sont associés aux
membranes du réticulum endoplasmique rugueux. Les ribosomes sont de petits corps
sphéroidaux qui, dans les cellules eucaryotes, ont un diametre de 23 nm et un coefficient de
sédimentation de 80S (la notation S ou Sveldberg, indique le coefficient de sédimentation.
C’est une unité de mesure du poids moléculaire des grandes molécules organiques déterminé
par ultracentrifugation). Ils sont formés de deux sous-unités : une grande sous-unité de 60S, et
une petite sous-unité de 40S. Chaque sous-unité ribosomale est a son tour formée de protéines
et de différents ARN, dits ARN ribosomaux. La grande sous-unité contient ' ARNr 28S (25S
pour les levures), I'ARNr 5,8S et I'ARNTr 58S ; la petite sous-unité ne contient que 'ARNr 18S.
Chez les Eucaryotes, les ribosomes sont assemblés a 1'intérieur du noyau. Les ARN 188, 5,8S
et 28S sont synthétisés dans le nucléole sous la forme d'un précurseur moléculaire de taille
bien supérieure : ’ARN 45S. L'ARN 5S est lui synthétis€é en dehors du nucléole, dans le
nucléoplasme tandis que les protéines ribosomales sont importées du cytoplasme vers le
noyau. Une fois préts, tous les composants migrent dans le noyau ou ils sont associés pour
former les sous-unités du ribosome. Celles-ci sont ensuite exportées séparément du noyau au

cytoplasme (figure 28).
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Les procaryotes possedent des ribosomes ayant un coefficient de sédimentation de 70S. Ils

proviennent de l'association d’une sous-unité 50S avec une sous-unité 30S, composées

également de molécules d'ARNr mais plus petites et de moins de protéines (figure 28).
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40S:
185+
33 protéine:

Protéines
rib oso males 60S:
5S+28S +5.8S+

~49 protéines

Assem blag e

Procaryote| Levure | Eucaryote
16S 18S 18S Petite sous-unité
ARNr 5S 5S 58
238 758 78S Grande sous-unité
5,85 5,85

Figure 28: biogenése du ribosome chez la levure et tableau de
correspondance entre les différents ARNr des procaryotes, des eucaryotes

et de la levure.

I’ ARN précurseur 45S est synthétisé dans le nucléole alors que I’ARN 5S a une
synthese extra-nucléolaire. L’ ARN 45S donnera les trois ARN 28S, 18S et 5.8S.
Les protéines ribosomales sont ensuite importées du cytoplasme vers le noyau
ou a lieu I’assemblage des sous-unités du ribosome. La grande sous-unité du
ribosome est formée d’environ 50 protéines et des ARN 58S, 28S et 5.8S alors
que la petite sous-unité est formée d’environ 33 protéines et de I’ARN 5S.

Une fois parvenues dans le cytoplasme, les sous-unités s’associent pour former les ribosomes

et commencent leur activité de syntheése en traduisant les messages qui arrivent du noyau sous

forme d'ARN messager (ARNm) (figure 29).

Pendant la synthese protéique, il arrive souvent que de nombreux ribosomes s'attachent a une

molécule d'’ARN messager, formant de la sorte des agrégats connus sous le nom de

polyribosomes ou polysomes. Dans chaque ribosome, la sous-unité la plus grande dispose

d'une surface concave qui recoit la sous-unité plus petite et présente trois protubérances qui

forment une région en forme de couronne. L'ARN messager se loge dans l'espace séparant les

deux sous-unités (ou a lieu la traduction) et le ribosome s'en sert comme d'un rail pour
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progresser et assurer son déchiffrage. Le fragment d'’ARN est alors protégé contre les enzymes

de dégradation tels que les ribonucléases (nucléases).

Figure 29 : structure d’un ribosome et sa fonction de traduction.

a. Le ribosome est une structure essentiellement formée d’ARN (jaune) et de
protéines (bleu).

b. La traduction est l'interprétation des codons de 'ARNm en acides aminés. Le
code génétique est le systtme de correspondances (code) permettant a 'ARN
d'étre traduit en protéine par une cellule. La traduction s'effectue dans le
cytoplasme. Elle correspond a la polymérisation d’acides aminés selon 1'ordre
donné par les codons de I'ARNm. La traduction a besoin d'énergie, des
ribosomes, des ARN de transfert (ARNt), de l'activité enzymatique et d'un plan
apporté par ' ARNm.

11.7.4.2 Les ribosomes : fonction de chaperon de protéines

N

Tres peu de publications documentent cette notion tout a fait novatrice. La premiere
publication date de 1992 (Das et al., 1992) et identifiait 1’activité de chaperon de protéines
dans le ribosome en général. Par la suite, d’autres travaux utilisant le modele procaryote ont
montré que cette activité de chaperon de protéines était localisée dans la grande sous-unité du
ribosome (Bera et al., 1994; Chattopadhyay et al., 1994; Das et al., 1996; Kudlicki et al.,
1997) puis finalement dans le domaine V du grand ARN ribosomal 23S, in vitro et in vivo
(Chattopadhyay et al., 1996; Chattopadhyay et al., 1999). Cette fonction de chaperon des

protéines assisté par I’ARN ribosomal 23S du ribosome est beaucoup plus efficace et plus
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rapide que le repliement spontané (ou « self-folding ») de celles-ci (Sanyal et al., 2002). En
d’autres termes, si une protéine est dénaturée par un procédé thermique ou chimique, elle
subira naturellement une renaturation mais qui ne sera que tres lente et tres partielle, alors que
si le ribosome entier, ou seulement la grande sous-unité ou bien méme seulement I’ARN
ribosomal 23S sont ajoutés, la renaturation observée sera nettement plus rapide.

Comme nous le verrons dans la suite de ce manuscrit, nos résultats montrent que deux
drogues antiprion différentes inhibent spécifiquement cette fonction d’assistance au
repliement des protéines de I’ARN 23/25S/28S. De nombreuses évidences laissent penser que
le ribosome jouerait un role prépondérant dans le repliement des protéines et donc dans les
maladies du mauvais repliement de protéines.

Un modele peut étre proposé : en cours de traduction, aidée par les ribosomes, la protéine
subie déja un premier repliement partiel lui permettant par la suite d’atteindre un état final, ol
elle sera correctement repliée et active, alors que si ce dernier ne se fait pas elle sera dirigée
vers le systeme ubiquitine/protéasome de contrdle qualité et dégradée. Ces deux voies sont
aujourd’hui bien connues ; ce qui I’est beaucoup moins est 1’existence d’un troisicme état
nommé « état intermédiaire » permettant a une protéine sortant du ribosome, partiellement
repliée et ayant des propriétés intrinseques a 1’agrégation de former des fibres amyloides.
Nous proposons que I’ARNr 23S catalyse, favorise, la formation de cet état intermédiaire
compétent pour former les fibres amyloides. Cette fonction de I’ ARNr 23S/25S/28S serait une
fonction « ancestrale », maintenue depuis les origines des protéines (dans un monde ou les
ARN seraient apparus les premiers et dont on pense qu’initialement les protéines existaient
probablement sous formes agrégées (Dworkin et al., 2003)). Cette fonction serait a rapprocher
de la fonction de traduction, de catalyse de la liaison peptidique, qui est une fonction elle

aussi portée, au sein du ribosome, par I’ARNr 23S (qui est ainsi un « ribozyme »).

11.7.4.3 Les deux activités du ribosome : existence d’inhibiteurs ?

Aujourd’hui, il existe de nombreux inhibiteurs de la fonction de traduction du ribosome qui
agissent a différents niveaux (Bottger, 2006; Hermann, 2005; Tenson and Mankin, 2006;
Yonath, 2005) (figure 30). Certains inhibent uniquement la fonction de traduction du
ribosome comme la Streptomycine par exemple alors que d’autres inhibent en plus de la
traduction, la fonction chaperon de protéine du ribosome comme par exemple le

Chloramphénicol. En revanche, aucun inhibiteur spécifique de 1’activité chaperon de
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protéines n’a été répertorié. De telles molécules permettraient de disséquer le rdle in vivo de

cette activité.
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Figure 30 : les différents inhibiteurs connus de la syntheése protéique par
le ribosome.

Le chloramphenicol et la puromycine lient la sous-unité 50S et inhibe la
liaison des peptides aux ribosomes. La tetracycline et la streptomycine
empéchent la liaison de I’ ARNt au site accepteur du ribosome.

I1.8 Effets bénéfiques des prions

Les protéines capables de former des prions chez la levure régulent divers processus
cellulaires. Les protéines prions de levure représentent un nouveau mécanisme épigénétique
qui a pu étre d’une importance bien plus importante que celle soupgconnée dans les
mécanismes de régulation physiologiques. Les prions peuvent se manifester par un phénotype
de perte de fonction, de gain de fonction ou bien les deux. La protéine prion [HET-s] résulte

en un gain de fonction et est impliqué dans 1’incompatibilité entre souches différentes
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(Coustou et al., 1997). [URE3] résulte en une inactivation de la protéine et se manifeste en
une altération de la préférence de 1’assimilation des sources riches en azote (Wickner, 1994).
Le prion [PSI'] réduit la fidélité de la terminaison de la traduction ; ceci peut se voir tant
comme une perte de fonction mais également comme un gain de fonction (Eaglestone et al.,
1999; Shorter and Lindquist, 2005; True and Lindquist, 2000). Le fait que le domaine prion
soit extrémement conservé au cours de 1’évolution peut poser la question de 1’effet bénéfique
des prions ! Mick Tuite et collaborateurs ont montré que suivant 1’exposition aux hautes
températures ou a 1’éthanol, des souches [PSI'] survivaient mieux que des souches
isogéniques [psi’] (Eaglestone et al., 1999). De méme une étude menée par Susan Lindquist
va dans le méme sens : elle a comparé les souches [PSI"] et [psi’] sur des milieux contenant
des sources de carbones, d’azote, de métaux, d’inhibiteurs de différents processus cellulaires
et a différentes températures. Il en ressort que les souches [PSI'] semble s’adapter beaucoup
plus facilement que les souches [psi’] (True and Lindquist, 2000).

De plus, parce que le domaine prion est modulaire (Patino et al., 1996; Ter-Avanesyan et al.,
1993), sa fusion avec d’autres protéines devrait potentiellement permettre la régulation d’un

large spectre de protéines.

I11. Maladies a fibres amyloides

Les amyloides sont généralement associés a des maladies humaines (tableau 8), bien que dans
certains organismes les amyloides ont une fonction pour la cellule : certains ceufs de poissons
sont couverts d’une couche extérieure d’amyloides pour les protéger de la dessication
(Podrabsky et al., 2001). De méme, les amyloides présents a la surface d’E.coli sont
impliqués dans 1’adhésion aux supports (Chapman et al., 2002). Bien que de nombreuses
protéines formant des amyloides n’ont pas de séquences primaires communes, elles
contiennent toutes des structures en feuillets B perpendiculaires a 1’axe de la fibre. De plus,
elles sont toutes résistantes aux protéases et présentent une biréfringence suite a un marquage
par le rouge Congo (Dobson, 2003). Leur insolubilit¢ empéche la détermination de leur
structure par les techniques de cristallographie par rayons X ou par cristallographie en
solution. Le fait qu’ils aient une structure similaire avec des séquences en acides aminés
différentes laisse penser que des molécules actives contre un amyloide donné peuvent Etre
aussi actives contre d’autres amyloides. Un exemple récent est le criblage de molécules
efficaces contre les prions de levures qui se sont révélées également actives contre les prions

de mammiferes (Bach et al., 2003; Bach et al., 2006; Tribouillard et al., 2006).
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Au moins cinq types de protéines prion forment des amyloides : PrP%, [PSI'], [URE3],
[PIN'] et [HET-s]. Ces prions sont la résultante d’une auto-propagation sous forme
d’amyloides des protéines PrP, Sup35p, Ure2p, Rnqlp et HET-s, respectivement. Deux autres
protéines dont le comportement est proche des prions sont [B] et [C]. Ce sont respectivement
une enzyme dont la forme prion est la forme active et une protéine kinase qui ne forment pas
de fibres amyloides. Ainsi, un prion peut étre un amyloide ou non et la forme prion peut étre
soit la forme inactive soit la forme active de la protéine (figure 31). Récemment, une méthode
a été mise au point afin de purifier et analyser des protéines formant des agrégats amyloides,
par la dissolution des complexes non amyloides via des détergents, la purification des
amyloides par centrifugation puis I’analyse de ces amyloides sur gels agarose contenant du
SDS (Kushnirov et al., 2006).

Un point important a noter pour la formation des prions et des fibres amyloides est que la
composition en acides aminée est plus importante que la séquence en acides aminés. En effet,
si dans le domaine prion des 5 protéines listées précédement, on mélange 1’ordre des acides
aminés tout en conservant leur composition, on conserve la capacité pour les protéines a
former des prions in vitro et des fibres amyloides in vitro (Ross et al., 2004).

Les maladies a prions, font parties des maladies neurodégénératives a dépdts amyloides
(maladies en général, liées a I’age pour les formes non génétiques). L’incidence de ces
maladies de part le vieillissement des populations est en constante augmentation dans les pays
riches. Nombreux pensent qu’il devient urgent de trouver des traitements contre toutes ces
maladies pour lesquelles des mémes mécanismes communs sont impliqués dans leur
apparition. La protéine prion PrP et le peptide amyloide [ responsable de la maladie
d’Alzheimer ont, par exemple, quelques similarités de séquences a des endroits bien
particuliers permettant la liaison avec des métaux tels que le cuivre ou le zinc et ont aussi
quelques similarités physico-chimiques (Barnham et al., 2006). Un article récent d’Elisabete
Ferreiro montre que le traitement de neurones corticaux par le peptide amyloide PrP 106-126
neurotoxique ou par le peptide amyloide 3 induit la libération de calcium par I’intermédiaire
des canaux RyR et IP3R du réticulum endoplasmique. Ceci provoque une augmentation du
calcium cytosolique mais aussi d’especes réactives de 1’oxygene conduisant par la suite a une
mort apoptotique impliquant la libération du cytochrome c¢ par la mitochondrie et enfin,
I’activation de caspases menant a la perte neuronale (Ferreiro et al., 2006). Les principales
ressemblances entre la maladie d’Alzheimer et les maladies a prions sont I'implication des
ROS, I'implication des ions « métalliques » ou encore la capacité des protéines a former des

agrégats ; ainsi, nous pouvons imaginer des thérapies communes utilisant soit des anti-
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oxidants (vitamine E, vitamine C, NADH, coenzyme Q10...), soit des agents chélateurs de

métaux ( desferrioxamine, clioquinol, D-(-)-penicillamine...) ou encore des inhibiteurs de

I’agrégation de protéine (colorants, acridines, anthracyclines, phtalocyanines, phénoliques...)

(pour revue, (Zhang, 2006)).

Tableau 8 : maladies a fibre amyloide et exemple d’une fibre amyloide

Serum Amyloide A
Amyline (IAPP)
a-synucléine
Superoxyde dismutase
Huntingtine

PrP

Chaine légere
des immunoglobulines

Protéine Maladie
Peptide AP Alzheimer
Transthyretine Amyloidose systémique sénile

Amyloidose systémique secondaire

Diabete de type IT

Parkinson

Amyloidose amyotrophique

Huntington

Encéphalopathie Spongiforme Transmissible

Amyloidose systémique primaire

(Jiminez et al, 1999)

: o0
Les brins [ sont paralleles pour o0
former un feuillet B. Les feuillets B
s’organisent deux a deux pour

former un protofilament.

Figure 31 : toxicité ou non toxicité et inactivation versus activation des

prions.

Toutes les protéines sous conformation prion ne sont pas forcément
toxiques ou inactives. En effet, la forme prion peut étre toxique comme
pour PrP ou non toxique comme pour [URE3], [PSI"] et [PIN"]. De méme,
inactive ([URE3], [PSI'] et [PIN']) ou au
contraire la forme active de la protéine ((HET-s]). Enfin, la prionisation ne

la forme prion peut étre

Amyloide Toxique

Amyloide Actif

Auto-régulation positive

D

( X ™
o0 H &

Encéphalopathie
Spongiforme
Transmissible

[URE3], [PSI*], [PIN"]

[Beta], [C]

passe pas nécessairement par la formation de fibres amvloides ([B1).
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I11.1 Maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives sont des maladies qui affectent le fonctionnement du
cerveau de facon progressive au cours de son évolution. En fonction des régions du systeme
nerveux atteintes par la maladie, les troubles pourront affecter la motricité, le langage, la
mémoire, la perception, la cognition... (figure 32) Dans de nombreux cas, les causes exactes
du déclenchement de la maladie restent inconnues.

Outre les maladies a prions, les maladies neurodégénératives les plus connues et les plus

répandues sont :

La Maladie d’Alzheimer : c’est la plus commune des maladies neurodégénératives. Elle est
caractérisée par la présence de deux types de 1€sions corrélées a la formation d’agrégats et de
dépots : les plaques, qui correspondent a des Iésions extracellulaires causées par
I’accumulation du peptide amyloide {3 et les enchevétrements de fibrilles ou « tangles », qui
correspondent a des lésions intracellulaires causées par 1’agrégation de la protéine du
cytosquelette Tau. L apparition de ces Iésions est corrélée avec un dysfonctionnement et une
dégénérescence synaptique ainsi qu’a une mort neuronale dans des régions du cerveau

impliquées dans 1’apprentissage et la mémorisation (Mattson, 1997).

La Maladie d’Huntington : c’est une maladie génétique causée par une expansion des
répétitions de codons CAG codant pour un domaine polyglutamine dans la partie N-terminale
de la protéine huntingtin. Cette maladie est caractérisée par une neuro-dégénérescence
progressive corrélée avec la formation d’agrégats ou inclusions d’huntingtin dans le systéme
nerveux des patients atteints. Cette expansion du codon CAG est réminiscente des mutations
insertionnelles qui conduisent a une augmentation du nombre de motif octapeptidique dans

PrP.

La Maladie de Parkinson : c’est la plus répandue des maladies neurodégénératives apres la
maladie d’Alzheimer. Elle est caractérisée par une dégénérescence des neurones
dopaminergiques conduisant le patient a une déficience progressive de la capacité, a contrdler
les mouvements de son corps. Les genes impliqués sont ceux codant pour 1’a-synuclein et la
Parkin. Le marqueur biologique de la maladie est I’apparition de corps de Lewy (inclusion

cytoplasmique composée essentiellement d’ a-synuclein).
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Figure 32 : Différentes maladies neurodégénératives.

a. Localisation anatomique des lésions observées dans différentes maladies
neurodégénératives.

b. Agrégation de protéines visibles en microscopie : A : la maladie d’Alzheimer;
les tétes de fleches représentent des “tangles” intracellulaires et les fleches, des
plaques amyloides extracellulaires. B : La maladie de Pick ou I’on observe des
inclusions de la protéine tau. C : Les maladies a prion avec leurs dépots amyloides.
D : La maladie de Parkinson avec ses multiples corps de Lewy. E, F : La maladie
de Machado-Joseph avec ses inclusions intranucléaires de la protéine ataxine 3.
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Toutes ces maladies ainsi que les maladies a prions sont liées a un probléme de repliement de
protéines. Il convient donc de revenir a des notions de base au sujet de la synthese protéique
et du repliement protéique ainsi que des mécanismes existants pour éliminer les protéines mal

repliées et/ou agrégées.

II1.2 Repliement d’une protéine et conséquences s’il ne se

produit pas correctement

Les protéines sont synthétisées dans la cellule par les ribosomes a partir des ARNm eux-
mémes transcrits a partir des genes. Le repliement d’une protéine peut se faire en fin de
traduction lorsqu’elle est libérée dans le cytoplasme ou dans le réticulum endoplasmique
(repliement post-traductionnel) (Hartl and Hayer-Hartl, 2002) mais aussi en cours de

traduction (repliement co-traductionnel) (Hardesty and Kramer, 2001) (figure 33).
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Figure 33 : les différents systemes de repliement ou de dégradation d’une protéine.
Les chaperons moléculaires ont une fonction dans le repliement des protéines et la
dégradation des protéines mal repliées. Les chaperons Hsp70/40 favorisent le repliement
de protéines nouvellement synthétisées. Ils peuvent aussi faciliter la reconnaissance des
protéines anormalement repliées, menant a leur ubiquitination par le complexe CHIP et
leur dégradation par le protéasome. Les cercles rouges représentent 1’ubiquitine.

Ce repliement est aidé par des chaperons de protéines tels que les protéines de la famille des

Hsp70p et des Hsp90p ou bien par le ribosome lui-méme via son grand ARN. En effet ces
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protéines néosynthétisées se retrouvent dans un milieu relativement hostile. Dans la cellule,
les protéines sont constamment exposées a des conditions qui favorisent leur dénaturation
comme une température trop élevée, la présence de petites molécules réactives causant
I’oxydation des protéines, de nombreuses enzymes modifiant les protéines, de hautes
concentrations en sels favorisant la dissociation des multimeres, la présence de nombreux
acides gras agissants comme des détergents, ou bien la présence d’autres protéines mal
repliées (Goldberg, 2003). Ainsi, environ 30% des protéines nouvellement synthétisées sont
rapidement dégradées car elles sont mal repliées suite aux mauvaises conditions du milieu
environnant mais aussi au mauvais fonctionnement des chaperons de protéines. Ces dernieres
fonctionnent de plus en plus mal avec I’dge de I’individu ; C’est pourquoi I'incidence des

maladies dues a des mauvais repliements de protéines augmente avec I’age (figure 34).

NORMAL
STATE

DISEASE
STATE

amourphous aggregate

S @ |®

genetic or |
extracellular —

factors Y \
/ misfolded state
l Ub

natively : g
unfolded state - *
L%

protaasoma complax :._\ amyloid pores J
o 7
D’apres Thomas R. Jahn, 2005

mature fibril

Figure 34 : passage d’un état normal a un état pathologique.

Les Hsps et le systeme ubiquitine-protéasome (Ub) empéchent 1’agrégation
des protéines mal repliées en catalysant leur repliement correct ou leur
dégradation, respectivement. Chez les individus agés, une augmentation de
protéines mal repliées peut mener a une saturation de ces mécanismes de
défense. Ces protéines partiellement repliées s’associent avec d’autres pour
former des oligomeres qui formeront par la suite des fibrilles provoquant
ainsi la maladie. Dans ce modele, les fibres amyloides matures
correspondraient a une «voie de garage », seuls les intermédiaires
d’agrégation de type oligomérique seraient toxiques.
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Aujourd’hui, de plus en plus de maladies apparaissent comme liées a un mauvais repliement
de certaines protéines ; citons 1’allele AF508 du geéne CFTR (70% des alleéles mutés dans les
populations occidentales) causant la mucoviscidose ou la capacité de la protéine de membrane
CFTR (impliquée dans le transport des ions chlorures) a atteindre un repliement correct est
tres réduite.

De plus en plus d’évidences indiquent que la capacité a former des fibres est une propriété
intrinseque des protéines (Dobson, 1999). Le repliement des protéines est constitué d’une
série d’étapes séquentielles allant de 1’état non natif jusqu’a I’état natif et fonctionnel. Ainsi,
le repliement d’une protéine présenterait deux faces : une face « claire » ol tout se passe bien
et ou la protéine acquiert une fonction normale et une face « obscure » ou cette dernicre se
trouve dans un environnement propice a 1’agrégation, provoquant éventuellement la maladie.
Tout est 1ié a un équilibre fragile entre la face « claire » et la face « obscure » du repliement

de la protéine (Jahn and Radford, 2005; Stefani, 2004) (figure 35).
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Figure 35 : un équilibre fragile entre I’état normal et anormal.
La surface montre les multiples conformations faisant passer vers un
état natif via la formation de contacts intra-moléculaires, ou vers la
formation de fibres amyloides via des contacts inter-moléculaires.

Les causes actuellement avancées de ces mauvais repliements de protéines sont d’éventuelles

mutations dans la séquence en acides aminés, un changement dans 1’environnement local ou
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encore une forte concentration en protéine « sauvage ». Connaitre les « forces » réellement
impliquées dans cette transition serait une révolution dans la compréhension de la dynamique
structurale des protéines et surtout dans les mécanismes d’apparition des maladies humaines
liées au mauvais repliement des protéines (Jahn and Radford, 2005). Une forte identité de
séquence (supérieure a 40%) entre deux protéines, favoriserait aussi 1’agrégation de ces
dernieres alors qu’au contraire une basse identité de séquence défavoriserait 1’agrégation et le

mésappariement des protéines (Wright et al., 2005).
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Figure 36 : les différents systemes empéchant le mauvais repliement d’une protéine : protéasome et
systeme ERAD.

a. Le systeme ubiquitine-protéasome : Les protéines ciblées pour la dégradation sont identifiées par
liaison covalente avec I’ubiquitine. L ubiquitination est accomplie par une serie d’enzymes (E1 : enzyme
activant I’ubiquitination, E2 : enzyme conjuguant I’ubiquitine et E3 : ubiquitine ligase). Les substrats
ubiquitinylés sont reconnus et dégradés par le protéasome 26S.

b. Le systtme ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation): Cette voie permet aux protéines
mal repliées, présentes dans le réticulum endoplasmique, de retourner dans le cytoplasme pour y étre
dégradées par le systeme cytoplasmique ubiquitine-protéasome. Le réticulum endoplasmique est riche en
chaperons de protéines, en molécules impliquées dans le transport du cytosol vers le protéasome.



I1 existe des systemes empéchant la formation de ces protéines mal repliées :
+ la voie de dégradation ubiquitine/protéasome (figure 36)

% la voie controle/qualité au niveau du réticulum endoplasmique : ERAD (figure 36)

Mais il arrive que ces systemes soient « dépassés » par une accumulation de protéines mal
repliées ou agrégées, ce qui peut aboutir a la maladie. Par ailleurs, des mutations inactives de
différents genes codants pour les différents acteurs du systeéme ubiquitine/protéasome sont
asociées a la maladie d’ Alzheimer, de Parkinson mais aussi a des dépots intracellulaires de la
protéine prion (Allen et al., 2007; Yoshida, 2007). De plus, il a été montré que les protéines
agrégées pouvaient avoir une fonction inhibitrice sur le protéasome (Bence et al., 2001; Ross

and Pickart, 2004; Verhoef et al., 2002).

Les mécanismes d’apparition et de propagation des protéines agrégées sont encore trés mal
connus de méme que la relation entre agrégation et dégradation par les systemes
controle/qualité. Lorsque le voile sera levé, de nouvelles approches thérapeutiques sérieuses
pourront voir le jour. En effet, des molécules qui régulent la réponse au stress du réticulum

pouraient étre des candidats médicaments (Yoshida, 2007).

Ainsi, des molécules actives contre les prions pourrait peut €tre avoir des applications pour le
traitement d’autres maladies a dépdts protéiques telles que la maladie d’Alzheimer (A), la
maladie de Parkinson (a-synuclein), le diabete de type II (amylin/IAPP), I’ ALS (amyotrophic
lateral sclerosis, superoxide dismutase) et bien d’autres, méme si dans tous ces cas les
protéines impliquées ne sont pas infectieuses contrairement aux maladies a prions (Barnham

et al., 2006; Ferreiro et al., 2006; Monaco et al., 20006).

Par ailleurs, le groupe de Susan Liebman a mis au point un criblage en levure pour identifier
des inhibiteurs de I’étape initiale de I’oligomérisation du peptide AP42. Le principe a été de
fusionner le peptide AP42 au domaine fonctionnel de Sup35p ; ceci provoque la formation
d’oligomeres compromettant 1’activité de terminaison de la traduction de Sup35p causant
ainsi une fréquence plus importante de translecture du codon stop prématuré dans le gene
adel-14. Ce systeme rapporteur permet ainsi d’étudier le degré de polymérisation en
controlant la croissance des levures sur un milieu déficient en adénine (Bagriantsev and

Liebman, 2006), et ainsi d’identifier des agents inhibant 1’agrégation de cette protéine.
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IV. Diagnostics et Thérapies des maladies a prions

IV.1 Diagnostic

Aujourd’hui, il n’existe aucun diagnostic pre-mortem efficace. Seuls les symptomes cliniques
tres larges tels I’anxiété, la dépression, 1’apathie .... sont observés au début de la maladie. Il
existe par contre des diagnostics post-mortem par analyse histologique du cerveau mais ils
sont coliteux. De plus, des faux-négatifs peuvent tre obtenus si I’échantillon de tissu a été
prélevé dans une région saine du cerveau. D’importants progres sont donc a faire sur le front
du diagnostic. Un article récent montre ['utilisation de protéases de bactéries pouvant
dégrader intégralement la PrP%° (Muller-Hellwig et al., 2006) ; en effet, ils ont identifié six
souches de bactéries présentes a la surfaces de certains fromages possédant des enzymes
protéolytiques capables de dégrader et inactiver la PrP* dans des conditions natives (30°C,
pHS8). Ceci présente un grand intérét pour 1’industrie agroalimentaire. Un autre champ
d’application serait la décontamination de machines et d’instruments chirurgicaux. De
nombreuses méthodes de décontamination existent déja mais elles sont beaucoup plus
drastiques et donc non applicables pour des matériaux délicats. Des protéases actives a 30°C
et a un pH neutre représentent une alternative tres séduisante. Ceci servirait a la prévention en

amont mais pour un diagnostic sur un patient atteint, les tests actuels sont encore insuffisants.

IV.1.1 Tests post-mortem

L’étendue de I’épidémie d’encéphalopathie spongiforme bovine a motivé la commission
européenne a financer le développement de systemes d’évaluation et de tests biochimiques
ayant pour but de détecter rapidement les animaux infectés. Cinq tests basés sur la sensibilité
(fréquence d’animaux de référence infectés qui sont détectés par le test) et la spécificité
(fréquence d’animaux de référence sains qui ne sont pas détectés par le test) ont été approuvés
par la commission européenne. Les deux plus connus sont les tests de détection développés
par le CEA/Biorad et par Prionics. Ces tests sont basés sur I’'immuno-détection de 1’isoforme
PrP% aprés protéolyse : la digestion pendant deux heures a 37°C de cette isoforme par la
protéinase K ne dégrade pas sa partie C-terminale, contrairement a la protéine PrP© qui apres
un tel traitement est enticrement dégradée ; il en résulte une protéine d’environ 27-30 KDa

pouvant étre détectée par western-blot ou par ELISA en utilisant un anticorps anti-PrP.
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IV.1.2 Nécessité d’un diagnostic pré-symptomatique

Actuellement, a partir du moment ou un animal est infecté au sein d’un troupeau, le seul
moyen de s’assurer que le reste du troupeau ne transmettra pas la maladie a I’homme est de
tuer le cheptel entier. D’un point de vue économique et €thique, il s’agit d’une véritable
catastrophe.

Chez I’homme, les modes de contamination peuvent étre multiples : iatrogene, lors d’une
intervention chirurgicale via un instrument mal désinfecté et contaminé, lors d’une transfusion
sanguine, lors d’une transplantation d’organe, ou encore lors de I’ingestion de nourriture
contaminée (figure 37). Pour toutes ces raisons, il est indispensable de disposer de diagnostics

pré-symptomatiques afin :

1- d’éviter les contaminations alimentaires ou sanguines et

2- de traiter le patient au plus tot.

Pour cela, plusieurs approches ont été développées :

+ Anticorps conformationnel reconnaissant Prp%

Pendant longtemps, 1’objectif premier a été I’obtention d’anticorps conformationnels,
spécifiques de PrP%, qui affranchirait ainsi de 1’étape de protéolyse au cours de laquelle une
majorité de la PrP* est perdue. Ces anticorps augmenteraient ainsi la sensibilité des tests.
Malgré la différence de conformation entre les deux protéines, personne n’a réussi a
concevoir un tel anticorps. Ce n’est qu’en 1997 que Carsten Korth et collaborateurs (Korth et
al., 1997) ont décrit un anticorps (15B3) qui reconnait spécifiquement la PrP%° bovine, murine
et humaine mais ne reconnaissant pas Prp© (indiquant qu’il est spécifique d’un épitope de
PrP>¢ commun 2 ces especes). Malheureusement, cet anticorps présente une trop basse affinité
avec les protéines et rend les tests peu fiables. Aujourd’hui, de nombreuses recherches sont
toujours en cours dans le domaine. Ainsi, un anticorps anti-ADN, OCD4, prélevé dans le
cerveau humain et animal, infecté par le prion et pas dans les cerveaux controles non-infectés
(Zou et al., 2004) semble immuno-réagir avec de 1’ADN formant un complexe avec PrP*°. De
méme, une équipe a développé un anticorps reconnaissant spécifiquement le motif répété
tyrosine-tyrosine-arginine de la forme prion dans laquelle 1’accessibilité a ces motifs est

augmentée (Paramithiotis et al., 2003).
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Figure 37 : Quelques exemples de la nécessité de la mise au point de diagnostics
précoces.

Augmenter la sécurité des banques de sang et des molécules issues des tissus
humains devrait €tre possible avec des méthodes de détection des prions, tres
sensibles. De plus, les manipulations chirurgicales de tissus nerveux et la
transplantation d’organe pourraient €tre pratiquées de facon également plus sire.
Finalement, un test sensible et quantitatif devrait permettre des diagnostics précoces
permettant ainsi un traitement précoce des patients mais aussi de réaliser plus de
tests cliniques pour tester de nouvelles voies thérapeutiques.

+ Concentration de PrP> et ligands spécifiques

Une stratégie alternative pour augmenter la sensibilité de la détection de PrP> est
d’augmenter la concentration du marqueur (PrP%) dans I’échantillon avant détection : I’acide
de sodium phosphotungstique précipite spécifiquement PrP% (Safar et al., 1998). Cette
procédure, couplée avec une détection chémoluminescente, a été développée pour un test a
haute sensibilité de détection de PrP*° dans les tissus de patients tels que le thymus, le rectum,
la rétine, le nerf optique et la rate (Wadsworth et al., 2001). Cependant, aucune détection dans

le sang n’a été possible.
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+ L’amplification de PrP*

La PMCA (Protein Misfolded Cyclic Amplifiation) est une technique qui simule in vitro la
réplication des prions in vivo (Saborio et al., 2001). C’est une technique qui au niveau du
concept est similaire a celui de la PCR (Polymerase Chain Reaction) sauf qu’elle concerne
I’amplification des protéines sous forme prion et non pas celle des acides nucléiques (figure
38). Les échantillons subissent en alternance des cycles d’incubation et de sonication en
présence d’une grande quantité de PrP¢. Le nombre de cycles peut étre répété autant de fois
que nécessaire pour produire de facon exponentielle une grande quantité de PrP*. Grace a
cette méthode « révolutionnaire », PrP* peut étre amplifiée et détectée dans un simple

échantillon de sang.

Les avantages de cette technique sont nombreux : 1- sensibilité (deux rounds d’environ 100
cycles de sonications peuvent permettre de détecter des quantités de protéines prion de 1’ordre
de la fentomole), 2- différents parametres peuvent étre modifiés pour I’optimisation de
I’amplification de PrP*° suivant I’individu, et 3- les molécules de PrP> amplifiées par PMCA

peuvent également étre détectées par d’autres techniques tres sensibles.

Cette méthode présente aussi quelques inconvénients : 1- une semaine est nécessaire pour la
réalisation de deux rounds complets d’amplification, 2- ’homogénat de cerveau normal est un
mélange de plusieurs constituants, 3- le rendement diminue avec le temps ; et enfin 4- les
molécules de PrP* peuvent provenir de souches prion pouvant avoir des difficultés 2 étre

amplifiées in vitro (Supattapone et al., 2006).

Outre son application dans les diagnostics, la PMCA peut avoir d’autres applications : 1-
Elucider les mécanismes moléculaires des phénomenes de barrieres d’especes et de souches
encore inconnus a ce jour, 2- connaitre les facteurs impliqués dans la conversion de PrP€ en
PrP>¢ afin d’élucider les mécanismes moléculaires de la propagation des prions (Supattapone

et al., 2006) et 3- cribler des inhibiteurs de la propagation des prions.
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Figure 38 : technique de PMCA (Protein Misfolded Cyclic Amplification).
Un homogénat de cerveau infecté (contenant PrP*°) est dilué dans un homogénat
de cerveau sain (contenant PrP®) et incubé a 37°C. Durant cette étape, quelques
molécules de PrPC sont converties en PrP* et sont ajoutées pour la croissance
des oligomeres de PrP%. Une étape de sonication casse les oligomeres de Prp*
en petites unités, générant ainsi de nouvelles amorces pour la conversion de
nouvelles PrP. Ces étapes sont répétées par cycles dans le but d’amplifier la
quantité de PrP%° présente initialement dans 1’échantillon.

Etant donné que les maladies a prions constituent un probleme majeur de santé publique du
fait de leur caractere infectieux, le développement de méthodes pour diagnostiquer la maladie
est essentiel afin de réduire la propagation de la maladie. Au cours de ces cinq dernieres
années, de nouvelles stratégies prometteuses ont été développées pour la détection de la

maladie de fagon précoce, non invasive et sensible, a partir d’un simple échantillon de sang.

125



En plus des méthodes de détection, il est nécessaire d’éradiquer la maladie c’est-a-dire,
trouver des traitements efficaces sur la base des connaissances des mécanismes fondamentaux

d’apparition et de propagation des prions.

IV.2 Thérapies contre les maladies a prions

Le modele de cellules chroniquement infectées le plus communément utilisé a été établi en
1987 par Richard Race et collaborateurs (Race et al., 1987). Des neuroblastomes murins ont
été incubés en présence de broyat de cerveaux de souris infectées par la souche RML (souche
de tremblante provenant du laboratoire de william Hadlow a Hamilton, MT aux Rocky
Mountain Laboratory). Apres plusieurs passages successifs des cellules, des tests d'immuno-
détection ont révélé la présence de PrP€ et de PrP*.

A la suite de ces travaux, d'autres modeles cellulaires chroniquement infectés par diverses
souches de prions murins et ovins, ont été établis (Archer et al., 2004; Bosque and Prusiner,
2000; Nishida et al., 2000; Vilette et al., 2001).

En dépit de nombreuses tentatives, aucune lignée cellulaire infectée avec des agents d'EST

humaines n'a encore été obtenue.

IV.2.1 Approches pharmacologiques

L'établissement des neuroblastomes chroniquement infectés a permis une premiere sélection

de molécules ayant une activité "antiprion" comme par exemple :

- le rouge Congo et ses dérivés (Caughey and Race, 1992; Demaimay et al., 2000)
- les polyanions sulfatés (Caughey and Raymond, 1993)

- les antibiotiques polyéniques comme I'amphotéricine B (Mange et al., 2000)
- la filipine (Marella et al., 2002),

- les dérivés porphyriques (Caughey et al., 1998b)

- la Quinacrine et la Chlorpromazine (Doh-Ura et al., 2000; Korth et al., 2001).

Ces composés se sont, pour la plupart, révélés inactifs lors d'essais thérapeutiques chez

I'animal (Collins et al., 2002; Demaimay et al., 1997; Priola et al., 2000).
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L’intervention thérapeutique est envisageable a différents niveaux (figure 39) :
& inhibition de la synthese de PrP®
stabilisation de la PrPC, en rendant la modification conformationnelle moins favorable
inhibition de Iinteraction PrP</PrP*
déstabilisation et induction de la disparition de la PrP*

inhibition de la conversion de PrP® en PrP>°

- F &

inhibition des médiateurs neurotoxiques qui pourraient €tre synthétisés en réponse a

I’accumulation de PrP*°,

PrPsc

PrP* PrP* PrPsc \

PrPc
I %
Proteme X Proteme X l

CURE

Protéine X

Figure 39 : les différentes voies d’actions thérapeutiques.

L’intervention thérapeutique est envisageable a différents niveaux : soit par
inhibition de la synthése de PrPS, soit par stabilisation de la PrP soit par
inhibition de l'interaction PrP¢ /PrPSC, soit par déstabilisation et induction de la
dispsarition de la PrPSC, soit encore par inhibition de la conversion de PrP¢ en
PrP>.

De plus, les approches thérapeutiques peuvent étre envisagées a différents moments de

Pinfection :

1- une approche curative : traitement de la maladie au stade clinique apreés neuroinvasion par
compensation des dommages neuronaux et gliaux et inhibition de la réplication de 1’agent

infectieux. Les molécules doivent dans ce cas €tre capables de franchir la barriere hémato-
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encéphalique (BHE). Cependant, compte-tenu des nombreuses lésions subies par le cerveau
en phase clinique, il est peu probable que ces dommages puissent étre réversés par un simple
traitement pharmacologique. Néanmoins, les travaux de Mallucci ont ouvert une nouvelle
voie de recherche a ce sujet (Mallucci et al., 2003). En effet, Les auteurs ont utilisé des souris
transgéniques dans lesquelles le géne PrP® est sous le controle d’un promoteur inductible.
Apres infection par PrP%, les auteurs ont permis 1’expression de PrP€ et a partir du moment
ou les premiers symptomes de la maladie sont apparus, ils ont empéché la transcription du
gene PrP. Ils ont observé un blocage de la progression de la maladie et méme une régression
de la maladie 2 partir du moment ot la protéine PrP n’était plus produite, empéchant ainsi la
conversion de PrP® en PrP*. Ces résultats montrent qu’apres 1’apparition des symptomes, il
n’est pas trop tard pour effectuer un traitement permettant d’éradiquer la maladie.

Cependant, cette approche présente certaines limites. Par exemple, dépléter la protéine
normale par un knock-out ou par I’intermédiaire d’un anticorps anti-PrP aura certainement des
effets déléteres puisque nous savons maintenant que la protéine joue un role important dans la
survie cellulaire et la signalisation cellulaire ; de méme, inhiber la croissance des fibres
amyloides peut aussi causer des dommages cellulaires car la présence de corps d’inclusion est

maintenant connue comme étant nécessaire pour la protection neuronale (May et al., 2006).

2- un traitement de la maladie au stade préclinique avant la neuroinvasion (aprés exposition

périphérique). Les molécules doivent agir au niveau des cellules immunitaires.

Aujourd’hui, il devient urgent d’avoir des traitements efficaces contre les maladies a prions
pour éviter 1’épidémie d’encéphalopathie spongiforme bovine, de maladie de Creuzfeldt-
Jacob ou bien encore de tremblante du mouton dans le monde. Cependant, cela reste encore
difficile a mettre au point étant donné la méconnaissance de la biologie des prions. Il est fort
possible que le traitement efficace sera une combinaison de différentes thérapies (May et al.,

2006).

1V.2.2 Approches immunologiques

Bien qu’aucune réponse immunitaire spécifique n’ait pu étre détectée chez les individus

infectés, plusieurs essais thérapeutiques ciblant le syst¢éme immunitaire ont été évalués.
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Des cellules qui sont trés importantes pour la propagation des prions sont les cellules
folliculaires dendritiques (FDC) (Brown et al., 1999). Ces cellules immunitaires ont une forte
capacité d'endocytose et elles transitent en continu entre la périphérie de 1'organisme ou elles
sont en charge de la détection des antigeénes et les centres germinatifs ou elles jouent un rdle
prépondérant dans le développement de la réponse immunitaire contre ces mémes antigenes.
Mais face au prion, elles seraient impuissantes puisque 1'agent infectieux semble s'accumuler
dans ces cellules folliculaires. PrP*® s’accumule dans les tissus lymphoides avant d’atteindre
le systeme nerveux central via les FDC ou la pathologie se traduit par une activation et une
prolifération des cellules microgliales (macrophages du cerveau) (Heppner et al., 2001) ainsi
que de I’expression de cytokines pro-inflammatoires (Perry et al., 2002). Il semblerait
possible qu’une intervention sur le systtme immunitaire pourrait affecter la réplication des
prions dans le systeme lymphoide, et bloquer ou ralentir la neuro-invasion comme cela a été

montré lors d’expériences de déplétion du TNF-a et du complément (Mabbott et al., 2000).
Concernant ces approches immunologiques, trois alternatives ont été envisagées :

1. Stimulation du systéme immunitaire inné : I’administration d’oligodéoxynucléotides
CpG, motifs apparaissant a une forte fréquence dans I’ADN bactérien et stimulant le
systtme immunitaire inné (Wagner, 2002), a permis d’augmenter tres
significativement la période d’incubation de souris infectées (Sethi et al., 2002). Ce
retard dans le développement de la pathologie pourrait étre le résultat d’un effet
adjuvant des CpG conduisant a la production d’anticorps, ou bien d’une modification
de I’architecture de la rate en raison des traitements répétés, ce qui pourrait conduire a
une sur-stimulation des cellules immunitaires et aussi a une déplétion fonctionnelle

des cellules folliculaires dendritiques (FDC).

2. Suppression de la fonction des FDC afin de réduire les sites de réplication du prion : le
blocage de I’interaction entre les FDC et les cellules, médiée par la lymphotoxine b,

V()

conduit a une diminution de la maturation des FDC et de I’accumulation de PrP™" dans
les centres germinatifs et a un retard significatif de I’apparition des symptomes

(Mabbott et al., 2000; Montrasio et al., 2000; Prinz et al., 2002)
3. Elimination de PrP* via I'utilisation d’anticorps spécifique de PrP.

Plusieurs publications récentes ont mentionné que des anticorps dirigés contre PrP® peuvent
empécher I’infection par PrP5¢ in vitro (Enari et al., 2001; Peretz et al., 2001; Perrier et al.,
2004). Ces données indiquent qu’une interférence avec I’interaction inter-moléculaire de PrP®

empéche la conversion PrP¢ en PrP*.
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Cependant, un anticorps dirigé contre PrP®, la forme cellulaire normale de PrP, pourrait avoir
des conséquences facheuses en immunothérapie in vivo puisque PrPC est une protéine
ubiquitaire ; la circulation d’anticorps contre celle-ci induirait une lyse complément-
dépendante dans beaucoup de cellules. Ainsi, I’utilisation de tel anticorps pourrait induire des
maladies auto-immunes. Enfin, ces anticorps pourraient, en empéchant la fonction normale de
PrPC, induire des phénomenes d’apoptose dans le cerveau (Solforosi et al., 2004) ou encore
causer ’activation de cascades de signalisation inappropriées (Mouillet-Richard et al., 2000).
Pour contourner tous ces problemes, I'utilisation d’anticorps dirigés spécifiquement contre
PrP5¢ est attractive. Un papier récent montre que la protéine prion posséde un motif Tyr-Tyr-

Arg accessible 2 un anticorps uniquement dans la forme PrP*® (Paramithiotis et al., 2003).

Des vaccins thérapeutiques ont aussi été testés pour d’autres maladies neurodégénératives
comme la maladie d’ Alzheimer avec des anticorps dirigés contre le peptide AP (Schenk et al.,

1999).

Avant tout, un premier critére essentiel pour étre un bon composé antiprion est la capacité de

franchire la barriere hémato-encéphalique.

Actuellement, ce qui est le plus recherché est un composé qui en plus, empéche la conversion
de PrP® en PrP* (Caughey et al., 2006) : soit un inhibiteur direct empéchant 1’interaction
entre PrP° et PrPSC, soit un inhibiteur indirect affectant 1’expression de PrP (Mallucci et al.,
2003), son « turn-over » ou sa liaison avec des ligands. Tres récemment, De petites molécules
d’ARN interférant ont été utilisées pour inhiber I’expression de PrP donc la conversion de

PrP€ en PrP> (Daude et al., 2003).

IV.2.3 Les différentes molécules déja testées

Aujourd’hui, de nombreuses molécules ont été testées mais la grande majorité s’est révélée
inactive ou toxique, a long terme. La liste ci-dessous, répertorie les molécules les plus connus

et déja testées.
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+ L’iododoxorubicine (IDX)

Cette molécule est connue pour son activité antitumorale mais des études chez des patients
chez lesquels on a détecté des amyloidoses ont aussi montré que le traitement par
I’anthracycline 4’-iodo-4’-deoxy-doxorubicine (IDX) entrainait une résorption partielle des
dépots amyloides en s’intercalant entre les feuillets B de le PrP% (Gianni et al., 1995).

Cependant, I’IDX est tres toxique et ne traverse pas la BHE.
+ Tétracycline

En raison de leur homologie structurale avec une partie de I'IDX et de leur capacité a passer
la BHE, la tétracycline a été évaluée dans le traitement des EST. Sa capacité a interagir avec
les agrégats de PrP%¢ a été établie en utilisant des fibrilles amyloides générées par des peptides
synthétiques 106-126 (Tagliavini et al., 2000). Ces études ont montré que la tétracycline

pouvait prévenir I’agrégation et la résistance aux protéases des peptides synthétiques.
+ Composés liés aux Glycosaminoglycanes (GA Gs)/Polyanions polysulfatés

-Le Rouge Congo (CR)

Le Rouge Congo est un pigment couramment utilisé en histopathologie pour marquer les
dépots de protéines amyloides. In vitro, cette molécule inhibe 1’accumulation de PrP%¢ dans
des cellules chroniquement infectées (Caughey and Race, 1992). Le Rouge Congo
stabiliserait la PrP>, I’empéchant de se déplier pour atteindre un état intermédiaire nécessaire
a la transconformation de PrP€ en PrP5¢ (Caspi et al., 1998). In vivo, les résultats semblent

contradictoires.
-La suramine

La suramine est un composé polysulfaté utilisé depuis longtemps dans le traitement des
trypanosomioses. Lorsque des cellules sont traitées avec ce composé, 1’apparition de novo de
PrP5 est totalement inhibée méme apres plusieurs passages sans traitement (Gilch et al.,

2001).
+ Porphyrines tétrapyroles

Les tétrapyroles représentent des inhibiteurs potentiellement efficaces dans le sens ou elles
ont été décrites pour se lier fortement et de facon sélective aux protéines et changer ainsi leur

conformation (Hunter et al., 1997). Les tétrapyroles sont structurellement proches du rouge
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congo. Elles ont été testées dans différents systemes et leur activité antiprion a été démontrée

(Caughey et al., 1998b; Priola et al., 2003; Priola et al., 2000).

+ Peptides synthétiques «p-sheet breaker peptides »

Il a été montré que des peptides synthétiques pouvaient interagir avec la PrP et former un
complexe agrégé (Kaneko et al., 1997). Les travaux de Joélle Chabry ont mis en évidence que
des peptides synthétiques composés d’une partie centrale de la séquence de la PrP (PrP106-
126, 109-141, 113-141) inhibaient efficacement la transconversion de PrP¢ en PrP>¢ dans un
modele de conversion acellulaire (Chabry et al., 1998). Les résultats obtenus avec le peptide
109-141 ont par ailleurs permis de suggérer que des interactions spécifiques entre PrP€ et
PrP5¢ s’établissaient par I'intermédiaire de la région centrale de la molécule. Cette hypothese
est soutenue par 1’observation que des molécules de PrP délétées pour la séquence 114-121 ne
se convertissent pas en isoforme résistante a la PK aprés expression dans des cellules de

neuroblastomes infectés (Holscher et al., 1998).

+ Polyanions

Les polyanions sont des molécules tres fortement chargées (négativement) qui interagissent
avec la membrane cellulaire. Ils sont connus pour inhiber I’entrée de certains virus de maniere
non spécifique. Le dextran sulfate (DS500), le pentosan polysulfate (PPS), la suramine et

I’HPA- 23 sont efficaces dans différentes combinaisons souche/hote.
- Le DS500

Le DS500 est un polymere de glucose contenant 2 groupes sulfates par sucre dont le poids
moléculaire est de 500 kDa. Apres inoculation de Prp% par voie intra-péritonéale, une seule
injection de 250 mg de DS500 prolonge la période d’incubation chez la souris infectée et
réduit la sensibilité a I’infection, seulement dans les phases précoces, un mois avant ou 2

semaines apres 1’infection (Ehlers and Diringer, 1984; Farquhar and Dickinson, 1986).

- Le PPS

Des études in vivo chez la souris indiquent que le DS500 est toxique, alors que le pentosan
polysulfate (PPS) présente une toxicité réduite (Diringer, 1991). Le pentosan polysulfate

(PPS) est un xylose sulfaté (1,4-D-xylopyranoside polysulfaté de poids moléculaire variant de
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3500-5000). L’effet in vivo du PPS est trés dépendant de la dose, de la voie d’administration,

de la souche d’ATNC et du modele animal considéré.

- Les héparanes mimétiques

De nouvelles molécules appelées HM (Héparan Mimetics) mimant la structure des
glycosaminoglycanes (GAGs), et en particulier des héparanes sulfates, initialement
synthétisés pour leur capacité de régénération tissulaire (d’ou leur autre appellation de RGTA
pour Regenerating Agents) (Blanquaert et al., 1995; Meddahi et al., 2002), ont été testées
dans le traitement des maladies a prions. Ces molécules support de 1’adhésion et de la
prolifération cellulaire (Bernfield et al., 1999) peuvent se lier a la PrP au niveau de sites
spécifiques (Warner et al., 2002) et jouent un rdle prépondérant dans 1’endocytose de la PrP et
le métabolisme des prions (Ben-Zaken et al., 2003). Elles agissent en outre comme co-
récepteurs pour la liaison de la PrP avec la recepteur de la laminine LR (Hundt et al., 2001).
Deux études récentes ont montré que deux HM inhibaient efficacement et de facon dose

rcS

dépendante la PrP™ dans différentes lignées cellulaires (Adjou et al., 2003; Schonberger et
al., 2003). Cet effet inhibiteur est tres rapide in vitro. En effet, on observe une diminution du
taux de PrP™ apres 24h de traitement et son élimination totale aprés 96h et jusqu’a 50 jours.

Les HM semblent se lier avec la PrP© inhibant ainsi la conversion de PrP¢ en PrP™.

+ La dapsone

C’est une phénylsulfone prescrite habituellement comme antibactérien ou antiparasitaire qui
peut passer la BHE et qui a été utilisée dans le traitement de la lepre. L’administration par
voie orale de dapsone a 2 mg/kg des le début de la contamination et poursuivie pendant toute
la période d’incubation et la phase clinique, entraine une augmentation du temps de survie de

30% chez les animaux traités (Manuelidis et al., 1998).

+ La Quinacrine

La Quinacrine est une molécule qui a longtemps été prescrite dans le traitement du paludisme
et du trypanosome. Un traitement de neuroblastomes murins en culture avec la Quinacrine
inhibe totalement 1I’accumulation de PrP™ (Doh-Ura et al., 2000; Korth et al., 2001). La
spectroscopie RMN a permis de déterminer que la Quinacrine se lie sur la protéine PrP
humaine recombinante au niveau du tripeptide *YYQ?*’ de I'hélice o 3 (Vogtherr et al.,

2003). Ce tripeptide est localisé pres du site d’interaction putatif avec un facteur cellulaire X
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qui serait impliqué dans la propagation de PrP*°. L’effet de la Quinacrine pourrait donc passer
par une compétition avec le facteur X pour la liaison a la PrPC.

Une étude récente montre également que 1’effet antiprion de la Quinacrine serait lié a sa
capacité a déstabiliser les membranes lipidiques par une redistribution du cholestérol
(Klingenstein et al., 2006). Cette molécule, utilisée depuis longtemps en médecine, est vite
apparue comme la molécule « miracle » pour traiter des patients atteints de CJ.

Cependant, une étude in vivo a montré que 10 mg/kg/jour de Quinacrine par voie orale
pendant 5 ou 65 jours aprés une inoculation intracérébrale a des souris ne permettait pas
d’augmenter la survie des animaux (Collins et al., 2002). Les effets cytotoxiques de cette
molécule consécutifs a une administration réguliere (dysfonctionnement du foie, psychose,
cardiomyopathie) ont conduit I’équipe de Prusiner a tester des énantiomeres de la Quinacrine
(Ryou et al., 2003) comme cela avait déja été fait pour le paludisme (Webster et al., 1991).
Grace a des études de structure-activité, des bis-acridines ont été créés. Elles présentent une
activité dix fois plus forte que la Quinacrine. La chimie combinatoire joue donc un rdle tres
important pour I’optimisation des molécules actives, par I’ajout ou la suppression de

groupements (Dollinger et al., 2006).

+ La Chlorpromazine

La Chlorpromazine est une phénothiazyne utilisée depuis de nombreuses années comme
antipsychotique et connue pour passer la BHE. Cette molécule est capable d’inhiber
I’accumulation de PrP® dans le modele de neuroblastome murin avec une IC50 de 3 uM

(Korth et al., 2001).

+ Polyamines branchées

Les polyamines branchées telles que le polyéthyleneimine (PEI) et les polyamidoamides
(PAMAM) ont été décrites pour inhiber totalement I’accumulation de PrP* dans des cellules
ScN2a (Supattapone et al., 2001). Ces composés se lieraient directement a la PrP%° et
stimuleraient la protéolyse de la PrP* dans les endolysosomes dans les 3h qui suivent

I’administration.
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+ Approches thérapeutiques ciblant la protéine PrP°€

- « Knock-out » du gene PrPC dans les souris adultes

La délétion du géne neuronal PrP¢ dans des souris adulte n’a montré aucun effet délétere
majeur (Mallucci et al., 2002). Ces souris sont résistantes a I’inoculation du prion (Mallucci et
al., 2003). Ces résultats suggerent que des approches thérapeutiques visant a réduire

I’espression de PrP peuvent étre efficace sans étre trop déléteres.

- Acides ribonucléiques

L’utilisation de petits ARN appelés ARN interférence (RNAiQ), dirigés contre I’ARNm codant
la PrP® ovine : Ces RNAIi ont été transfectés dans des cellules RK13 (rabbit kidney epithelial
cells) transfectées avec un vecteur exprimant les genes Prnp murin et ovin et dans des cellules
Rov9 (lignée de cellules épithéliales de lapin chroniquement infecté par le prion ovin)
exprimant des taux élevés de PrP® ovine. Une inhibition significative de 1’expression de la
PrP ovine dans les 2 types cellulaires (Tilly et al., 2003) est observée.

Plus recemment, 1’équipe d’ Alexander Pfeifer a montré que des shRNA (short hairpin RNA)
anti- PrP, incorporés dans des lentivirus (capables d’infecter des cellules ne se divisant pas
comme les neurones par exemple) répriment la réplication du prion aussi bien, in vitro dans
une lignée de neuroblastomes infectée par une souche murine du prion que, in vivo chez des
souris chimériques ou les cellules souches embryonnaires ont été transfectées par le lentivrus
portant le ShRNA, allongeant ainsi significativement la survie de ces souris apres infection par
I’agent du scrapie (Kong, 2006; Pfeifer et al., 2006).

Par ailleurs, Daniela Proske a isolé des petits acides ribonucléiques appelés aptameres qui se
lient & la PrP® humaine au niveau des acides aminés 90-129. Ces aptameres, permettent de
réduire la synthese de PrP5 de novo en 16h dans une lignée cellulaire de neuroblastome (3F4-
ScN2a) qui exprime de facon stable la PrP murine endogene et une PrP chimérique souris-
hamster-souris (MHM?2) (Proske et al., 2002). Le mode d’action de ces aptameres passerait
par une inhibition de la conversion de la PrP€ en PrP* selon le modele de polymérisation par

noyau de nucléation, en se liant initialement a la PrPC.
& Modulateurs de la mort neuronale

Plusieurs stratégies ont été développées afin de prévenir ou de compenser la perte neuronale
caractéristique de la pathogenese. La mort neuronale qui survient est majoritairement reliée a

un mécanisme d’apopotose, provoquée par un dépdt de protéines et de médiateurs
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neurotoxiques sécrétés par les cellules gliales. Des drogues anti-apoptotiques telles que la
flupirtine et la mémantine ont montré un effet cytoprotecteur dans des modeles expérimentaux
mettant en jeu des cellules neuronales exposées au peptide 106-126 connu pour ses propriétés
neurotoxiques in vitro et in vivo par induction de 1’apoptose (Forloni et al., 1993; Perovic et
al., 1995). La flupirtine, dérivé de puridine, augmenterait I’expression de Bcl2 qui est une

molécule anti-apoptotique.

Autres voies thérapeutiques prometteuses
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Figure 40 : Différentes voies d’actions thérapeutiques contre les
maladies a prion.

Aujourd’hui plusieurs molécules chimiques sont actives dans des systemes
cellulaires de maladies a prion. Plus récemment des molécules vaccins ont
été découvertes ou encore les ARN antisens ont montré une activité.

IV.3 Criblage de molécules antiprion

Depuis le début de ce manuscrit, nous avons abondamment évoqué le criblage in vivo en
levure. Ce criblage est effectivement tres utile puisqu’il est tres simple et permet de tester un
grand nombre de molécules en tres peu de temps. Les molécules efficaces en levure peuvent
ensuite étre testées ex vivo contre le prion de mammifere. Le fait de faire un premier criblage
en levure permet de faire un premier tri et ainsi de tester moins de molécules dans le systeme
ex vivo de mammifere dont on sait que le crible est plus fastidieux. Enfin les molécules
efficaces ex vivo en systtme mammifere sont ensuite testées in vivo dans des modeles murins

de maladie a prion.
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IV.3.1 Criblage in vitro en systeme mammifere

Tester in vivo des composés antiprion potentiels est tres long et tres coliteux. La plupart des

cribles initiaux sont donc des tests in vitro (figure 41).
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Figure 41 : Criblage « haut-débit » d’inhibiteurs de PrP*° en systtme mammifeére
Des cellules de neuroblastomes murins N2a infectées par I’agent du scrapie sont mises
a croitre dans des plaques 96 puits pendant plusieurs jours en absence ou en présence
des drogues a tester. Les cellules sont lysées, traitées a la protéinase K (PK) pour
éliminer 1’isoforme normale de la protéine prion (PrP) et quantifiées pour observer
I’accumulation de PrP résistante par dot blot via un immunomarquage avec des
anticorps anti-PrP.

a. Dot blot via un immunomarquage avec des anticorps anti-PrP sur des cellules N2a
apres traitement ou non a la PK de lysats infectés ou non par I’agent du scrapie. Les
lysats infectés par 1’agent du scrapie présentent bien une résistance a la PK.

b. Représentation d’un criblage en dot blot de différents composés pour I’inhibition de
I’accumulation de PrP*°. Le curcumin (10 uM), un inhibiteur connu, sert de contrdle
positif et les cellules non traitées, de controle négatif.

Plusieurs lignées cellulaires chroniquement infectées par essentiellement deux souches de
prion, RML (Rocky Mountain Laboratory scrapie strain) (Race et al., 1987) et 22 (Nishida

et al., 2000)) ont été développées : des lignées neurales murines :

- N2a (Butler et al., 1988; Race et al., 1987),
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- SMB (Clarke and Haig, 1970),
- GTI (Schatzl et al., 1997)) et
- des lignées cellulaires de fibroblastes (Vorberg et al., 2004).

De plus, des cellules épithéliales de lapin exprimant la PrP® de mouton, infectées par la
souche scrapie 127L (Sabuncu et al., 2003; Vilette et al., 2001) ou encore, trés récemment,
une lignée cellulaire de cerveau d’élan infectée par le CWD (Raymond et al., 2006) ont aussi

été développées.

Cependant, avec ce type de systémes, aucun composé isolé contre le prion de mammifére ne
s’est révélé etre vraiment efficaces in vivo ; méme s’ils semblaient €tre de tres bons candidats
puisqu’en plus d’étre actifs ex vivo ils franchissent la barriere hémato encéphalique.

Par exemple, la Quinacrine (classe des acridine) a été trouvée inactive contre la maladie chez
I’homme en tests cliniques (Nakajima et al., 2004) et en modele souris infectées par la
tremblante (Collins et al., 2002) alors qu’elle est tres active ex vivo en tests cellulaires N2a
(Doh-Ura et al., 2000). La méme chose a été observée recemment pour la mefloquine (classe
des quinoline), tres active in vitro en cellules N2a mais complétement inactive in vivo chez la

souris (Kocisko and Caughey, 2006).

De plus, ce criblage en cellules mammiferes, de par sa lourdeur (par exemple toutes les
expériences doivent étre réalisées en P2/P3) et sa complexité, ne permet clairement pas un

criblage haut-débit.

Pour pallier a ces inconvénients, un criblage informatisé a été mis au point pour identifier des
composés antiprion parmi une banque virtuelle de molécules qui pourraient lier la molécule
chaperone « X », et ainsi empécher la réplication du prion. De ce crible est sorti une molécule,
la 2-aminopyridine-3,5-dicarbonitrile, qui est maintenant en test chez ’animal (May et al.,

2007).

Récemment, une technique bien plus simple a été mise au point au laboratoire. Une méthode
de criblage haut débit en systeme levure a été développée. Le pari initial était que les
mécanismes controlant 1’apparition et/ou le maintien des prions étaient conservés de la levure
a ’homme. La grande facilité d’emploi, le faible cofit et I’'innocuité de la levure pouvaient

étre mises a profit pour réaliser du criblage haut-débit (Bach et al., 2003).
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IV.3.2 Criblage in vivo en systéme levure

L’équipe a ainsi mis au point une méthode en deux étapes, basée sur la levure S. cerevisiae
pour faire du criblage haut-débit de nouveaux inhibiteurs de prions (figure 42).
Cette méthode de criblage décrite dans les articles 1 et 2 de ce manuscrit, est basée sur le

systeme de coloration blanc-rouge détaillé précédement.

Dans un crible primaire, les molécules de différentes chimiotheéques (regroupant environs
2500 composés) sont testées pour leur activité contre le prion [PSI'], puis les quelques
molécules efficaces sont ensuite testées contre le prion [URE3] : sont considérés comme
potentiellement actifs les produits capables de curer les prions de levure, c’est-a-dire de faire
changer la couleur des colonies, du blanc (cellules [PSI"] ou [URE3]) vers le rouge (cellules

[psi’] ou [ure3-0]) sur milieu riche.

Etant donné la grande divergence, tant de séquence primaire que de fonction biochimique, des
protéines responsables de 1’apparition de ces deux prions, des molécules actives a la fois
contre les deux, sont supposées agir sur des mécanismes généraux de contrdle des prions de

levure et non sur des mécanismes spécifiques a I’un ou I’autre de ces prions.

D’un point de vue pratique, les levures contenant un prion sont étalées sur un milieu solide
riche YPD (Yeast extract Peptone Dextrose), dans des boites de pétri carrées et des petits
filtres (a antibiogrammes) sont placés a la surface de I’agar. Sur ces filtres, sont déposés les
composés a tester. Ils vont diffuser dans le milieu, autour de la pastille, créant ainsi un
gradient de concentration : en une seule manipulation, tout un gradient de concentration est

ainsi testé.
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Figure 42 : Criblage haut-débit en systeme levure d’inhibiteurs des prions.
Des cellules de levures contenant un prion sont étalées sur un milieu riche, puis
des filtres a antibiogramme sont déposés a la surface du milieu afin de déposer
dessus les différentes drogues a tester. Les boites sont mises a incuber 3 jours a
25°C puis 3 jours a 4°C. Les drogues déposées diffusent dans le milieu autour du
filtre et, si une molécule se révele avoir une activité antiprion, un halo de colonies
rouges apparait autour du filtre. En effet, les colonies qui étaient blanches au
départ car contenant un prion deviennent rouges suite a la cure de la protéine prion
par la molécule. Cette molécule est ensuite testée contre un deuxieme prion de
levure et si elle se révele toujours active, elle est testée contre le prion de
mammifere en systeme cellulaire puis éventuellement in vivo dans des modeles
animaux. Le DMSO, solvant, des drogues testées est utilis€ comme controle
négatif (en haut a gauche) et le Chlorure de Guanidium (GuHCl) comme contrdle
positif (en bas a droite).

Afin d’augmenter la perméabilité membranaire des levures, les souches utilisées ont été
délétées pour le géne ERG6 (codant pour une enzyme de la voie de biosynthese de
I’ergostérol : constituant des membranes). Le géne ERG6 est remplacé par le marqueur
d’auxotrophie TRP1 (Bach et al., 2003; Bach et al., 2006), en effet une 1étalité synthétique
existe entre I’inactivation du gene ERG6 et celle du gene TRPI+. En remplacant le gene
ERG6 par le gene TRP1 wt, nous sommes siires que toutes les souches ergbA sur lesquelles

nous travaillons ne sont pas trp1-.
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Afin d’augmenter la sensibilité du test, une quantité sub-efficace de Chlorure de Guanidium
(GuHCl) est ajoutée directement dans le milieu de culture (200uM, environ 1/20 de la

quantité efficace pour inhiber Hsp104p et donc curer les prions).

De ce premier crible, 6 composés ont été isolés. Ils présentent tous une forte synergie avec
une basse concentration en GuHCI. Cette synergie suggere que ces molécules agissent via une
voie distincte de celle d’Hsp104p (figure 43). Cing des 6 molécules isolées forment une
nouvelle classe, appelée Kastellpaolitines (en référence a Saint-Pol de Léon, pres de Roscoff),

la sixieme étant la phénanthridine, une molécule déja connue et commercialisée.
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Figure 43 : les premiers composés a activité antiprion isolés grace a un crible levure.
Les Kastellpaolitines et la phénanthridine sont les premieres molécules a avoir été isolées
a partir du crible en levure. La 6AP et la 6AP-8CP sont des dérivés tres proches de la
phénanthridine mais encore plus actifs. La Quinacrine et la Chlorpromazine sont issus des
criblages ex vivo en systemes mammifere et qui se sont avérés aussi actifs in vivo contre
les prions de levure.
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Pour tester le pari initial de conservation des mécanismes de contrdle des prions de la levure a
I’homme, la Quinacrine et la Chlorpromazine, quelques unes des molécules efficaces in vitro
contre le prion de mammifere (Korth et al., 2001), ont également été testées chez la levure et
se sont révélées actives (figures 43 et 44). Inversement, grace a la collaboration avec le
laboratoire du Pr. Dominique Dormont du CEA de Fontenay-aux-roses et avec le laboratoire
du Dr. Didier Vilette de I'INRA de Jouy-en-Josas, nous avons observé que la plupart des
molécules issues du test levure présentent également une activité contre le prion de
mammifere (prion murin). En effet, les molécules antiprion issues du test levure présentent
une activité antiprion dans un systéme de neuroblastomes murins semblable a celui développé
par le groupe de Stanley Prusiner (Korth et al., 2001) (collaboration avec le Dr. Dominique
Dormont) mais également dans deux systemes tres différents basés, I'un sur des cellules
épithéliales de lapin, les cellules ROV (Vilette et al., 2001) (collaboration avec le Dr. Didier
Vilette) (figure 44), et 'autre sur des cellules neurogliales de souris, les cellules MOV

(Archer et al., 2004), toutes deux infectées par le prion ovin.
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Figure 44 : tests des molécules antiprion dans les systemes mammifere et
levure.
a. La 6 aminophenanthridine (6AP) est active contre les prions en systeéme
levure (en bas a gauche) comme le contrdle positif, le chlorure de guanidium
mais également comme la Quinacrine et la Chlorpromazine (des molécules
antiprion isolées dans des cribles en systtme mammifere).
b. La 6AP est aussi active contre les prions en systtme mammifere. En effet,
en présence de 6AP, la PrP devient sensible a un traitement a la protéinase K.
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Le fait que ces molécules soient actives dans ces deux systemes (levure et mammifere)
confirme leur activité contre le prion de mammifere. Ces résultats sont trés importants car ils
constituent, a notre connaissance, la premiere indication fonctionnelle d’une conservation des
mécanismes de contréle des prions de la levure a ’homme. A ce titre ils valident notre
méthode de criblage basée sur la levure, mais aussi, de facon importante, I’utilisation de la
levure pour étudier les mécanismes de « prionisation ». Ceci a permis le dépdt d’un brevet
aupres du CNRS pour protéger cette méthode ainsi que les premieres molécules qu’elle a

permis d’isoler.

I1V.3.3 Test in vivo chez les mammifeéres

Apres avoir criblé des molécules intéressantes soit in vivo en levure soit in vitro en systeéme

mammifere, il est nécessaire de les tester in vivo en systtme mammifere.

Malheureusement, les maladies a prions sont connues pour avoir une longue période
d’incubation ; pour pallier a ce probleme, des souris transgéniques ont été développées avec
un temps d’incubation réduit. Par exemple, les souris Tg7 (Priola et al., 2000; Race et al.,
2000) qui surexpriment la PrP de hamster : de hautes concentrations de PrP infectieuses
administrées au niveau intracérébral provoquent I’apparition de la maladie au bout de 44 jours
et au bout de 90 jours si le mode d’administration est intra-péritonéal. Un autre exemple : les
souris Tga20 (Fischer et al., 1996) qui surexpriment la PrP de souris : le temps d’incubation
est sensiblement le méme que celui obtenu pour les souris Tg7.

Finalement, les souris Tg338 infectées par la souche ovine 127S et exprimant la PrP ovine,
présentent des périodes d’incubation relativement courtes allant jusqu’a un mois (Beringue et

al., 2000; Vilotte et al., 2001).

Ce dernier modele a été choisi pour tester nos molécules in vivo, contre le prion de
mammifere. Ces modeles sont les plus rapides, en revanche, ils sont probablement

extrémement stringents, du fait de la forte surexpression de PrP.
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V. Objectif et projet de la these

V.1 L’objectif majeur de ma these

L’objectif est d’utiliser les drogues a activité antiprion, isolées au laboratoire, comme des

hamecons moléculaires pour aller « pécher » leurs cibles cellulaires dans le but de :
+ mieux comprendre leurs mécanismes d’action antiprion,
+ d’identifier de nouveaux mécanismes contrélant la « prionisation » et

& finalement d’identifier d’éventuels effets secondaires de ces molécules

Connaitre les mécanismes moléculaires précis d’action antiprion de ces molécules pourrait
ainsi permettre des avancées importantes dans le domaine des maladies a prions, mais aussi
d’autres maladies neurodégénératives ou encore des maladies associées a un mauvais
repliement de protéine.

Ces maladies de « mauvaises conformations de protéines » incluent la maladie d’Alzheimer
(AD), la maladie de Huntington (HD), la maladie de Parkinson (PD), I’ALS (Amyotrophic
Lateral Sclerosis), le diabete de type II et bien siir les maladies a prions (Cohen and Kelly,
2003). Bien que toutes les protéines impliquées dans ces maladies aient des séquences tres
différentes et soient localisées dans des compartiments cellulaires différents, elles ont des
caractéristiques communes de « mauvais repliement » et d’agrégation (Ross and Pickart,
2004).

Ainsi, de nombreuses approches thérapeutiques dirigées contre la cible prion sont également
utilisées en parallele contre d’autres maladies neurodégénératives (May et al., 2006). Un
article récent va dans ce sens, en montrant que dans un modele de maladie de Huntington basé
sur des embryons de zebrafish, des molécules antiprion de la classe des N’-benzylidene-
benzohydrazide inhibent également 1’agrégation des polyQ ainsi que leur toxicité, suggérant
ainsi que les agrégats polyQ et les prions pouraient partager des « épitopes » communs

(Schiffer et al., 2006).
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L’incidence des maladies liées au mauvais repliement des protéines augmente avec 1’age de
I’individu. Etant donné que 1’dge moyen ainsi que l’espérance de vie de la population
augmentent, il devient urgent de développer des thérapies efficaces contre toutes ces

maladies. Ceci nécessite de comprendre leurs mécanismes d’apparition et de propagation.

A terme, I’identification de ces facteurs cellulaires devrait nous permettre également de mettre
au point de nouvelles méthodes de criblage basées sur le dosage de leur activité. Ces
méthodes in vitro devraient étre encore plus sélectives que notre systeme in vivo actuel tout en

permettant toujours le criblage haut débit.

V.2 Projet de recherche

Les molécules antiprion utilisées dans cette étude sont la 6-amino phénanthridine (6AP) et le
Guanabenz, molécule issue d’un criblage d’une chimiotheque de molécules au moins en

phase 2 de tests cliniques, déja sur le marché contre 1’hypertension.

Pourquoi avoir choisi la 6AP et le Guanabenz ?

Initialement, c’est la phénanthridine qui a été isolée comme ayant une activité antiprion. Cette
molécule a ’avantage d’étre disponible commercialement, ce qui permet de s’en procurer
facilement de grandes quantités. La collaboration avec différents chimistes (Jean Michel
Vierfont, Hervé Galons) nous a permis d’optimiser I’activité de cette molécule en lui rajoutant
un groupement amino en position 6. Ce qui a donné la 6-amino phénanthridine (6AP),
molécule tres active dans le systeme levure mais aussi dans le systtme mammifere (article 1).
Le Guanabenz (GA) a été isolé comme étant actif contre les prions de levure mais aussi de
mammifere suite au criblage d’une collection de molécules toutes au moins en phase 2 de
tests cliniques. Ayant déja passé les tests cliniques, il pourrait étre ainsi utilisé chez ’homme
trés rapidement en traitement compassionnel (article 5).

Ces 2 molécules sont actuellement testées in vivo dans des modeles murins de maladies a
prions : les premiers résultats sont trés encourageants.

Afin d’essayer de répondre a mon principal objectif, deux approches ont été utilisées pour

identifier les cibles intracellulaires de la 6AP et du GA :
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V.2.1 Une approche génétique basée sur la levure de boulanger Saccharomyces

cerevisiae

S. cerevisiae a été le premier organisme eucaryote dont le génome a été séquencé (Goffeau et

N

al.,, 1996), ce qui a mené a différentes bases de données contenant toutes les séquences

annotées avec leurs informations fonctionnelles. De 1a est parti un nombre d’études pionnieres

utilisant des approches génomiques et protéomiques systématiques. Un exemple est la

technique du double hybride qui a permis d’identifier plus de 2700 interactions putatives

impliquant au moins 2000 protéines de levure ((Schwikowski et al., 2000; Uetz et al., 2000).

Les localisations subcellulaires de plus de 1300 protéines ont pu étre identifiées grace a des

fusions systématiques avec la GFP (Green Fluorescent Protein) aux protéines ((Ross-

Macdonald et al., 1999). De plus, diverses collections sont disponibles commercialement:

une collection de 5500 souches dans chacune desquelles un des genes de
levure (Yeast Open Reading Frame (ORF) Collection, Open Biosystem,
Huntsville, AL) est placé sous le contréle du promoteur inductible GALI ;
cette collection est stockée en plaques 96 puits permettant d’étudier
systématiquement 1’effet de la surexpression de chacun des genes de levure sur
le phénomene que I'on étudie : effet d’une drogue, d’une mutation, de la

surexpression d’un géne humain etc ...

Une collection de souches de levure délétées pour chacun des génes de levure,
initialement développé par le Saccharomyces Genome Deletion Project
(Giaever et al., 2002; Winzeler et al., 1999). Cette collection contient 4850
souches mutantes haploides viables et a été utilisée avec succes pour identifier
des nouveaux genes et mécanismes impliqués dans la tolérance aux radiations
(Birrell et al., 2001), des maladies humaines mitochondriales (Steinmetz et al.,
2002) ou encore pour caractériser les effets de molécules pharmacologiques

(Chan et al., 2000).

Pour toutes ces raisons, la levure est un modele tres utile et précieux pour tenter d’élucider les

mécanismes moléculaires et cellulaires affectés par une drogue et donc impliqués dans

I’apparition de maladies.
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Notre crible génétique n’est pas basé sur ces collections mais le but reste identique : identifier
des protéines dont la surexpression empéche la cure par nos drogues et ainsi favorise la
formation et la propagation des prions (figure 45). Ce crible est détaillé dans I’article 4 de ce

manuscrit.

Transformation
in yeast

cDNA library in yeast plasmids
(GAL promoter)

Selection of clones
resistant to cure on GALACTOSE medium
containing drug

White colonies [PSI+]

GALACTOSE medium GLUCOSE medium GALACTOSE+antiprion drug
+ antiprion drug + antiprion drug

D’apres Tribouillard et al., 2007

Figure 45 : schématisation du crible génétique pour l’identification de protéines
“pro-prion”.

Une banque de cDNA (qui peut étre de diverses origines) exprimée sous contrdle d’un
promoteur inductible au galactose dans un plasmide de levure est transformée dans une
souche [PSI+] (formant des colonies blanches) et les cellules sont étalées sur un milieu
contenant du galactose (condition ol I’expression des cDNA est fortement induite) et les
drogues antiprion. L’effet de cure rend les colonies rouges. Les colonies qui restent
blanches malgré la présence des drogues antiprion expriment un cDNA dont la
surexpression empéche la cure par nos drogues. Ces colonies blanches sont restriées sur le
méme milieu et aussi en parallele sur un milieu contenant du glucose a la place du
galactose. Les vrais positifs doivent rester blancs sur le milieu inductible mais deviennent
rouges sur le milieu ou I’expression du cDNA est réprimée (milieu glucose). Dans
I’exemple montré, un clone apparait étre un faux positif (FP) puisqu’il reste blanc sur le

milieu contenant le glucose. La résistance n’est donc pas causé€e par la surexpression du
cDNA.

147



V.2.2 Une approche biochimique

L’approche biochimique est décrite dans les articles 3 et 4 de ce manuscrit.

C’est une approche utilisant la méthode de chromatographie d’affinité qui consiste a attacher
nos drogues antiprion, la 6AP et le Guanabenz, a des billes de sépharose via un bras.

Ces matrices d’affinité servent ensuite a purifier les composants cellulaires ayant de I’ affinité
pour la 6AP et le GA afin d’élucider les mécanismes de prionisation.

L’activité antiprion des molécules avec le bras est testée in vivo chez la levure de fagon a
s’assurer que ce dernier n’affecte pas (ou peu) leur activité antiprion (figure 46).

Les matrices d’affinité sont mises en contact avec des lysats cellulaires de différents
organismes (levure, porc, souris, lapin infectés ou non par le prion ; mais aussi lysats de
cellules pour les modeles « huntington » ou « mucoviscidose »).

Les protéines interagissant avec les drogues se fixent sur ces matrices qui sont ensuite lavées
de facon intensives.

Les protéines fixées sont ensuite éluées et analysées en SDS PAGE. Des colorations a 1’argent
(tres sensibles) permettent de révéler ces protéines.

Des colorations au bleu (moins sensibles mais compatibles avec la spectrométrie de masse)
permettent une découpe des bandes jugées intéressantes afin de les envoyer pour
identification par spectrométrie de masse (collaboration avec Charles Pineau de Rennes dans

le cadre de la Génopole Grand-Ouest).
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Figure 46 : approche biochimique pour I’identification des cibles de molécules a activité anti-
prion.

a. Un bras d’amino caproylaminopentyloxy est greffé a la 6AP afin de fixer au bout de ce bras une bille
sépharose. L’activité antiprion de la 6AP avec son bras est testée en systeme levure. La fixation en position
1 de la 6AP inhibe I’activité de la molécule mais pas lorsque le bras est greffé en position 3. Cette derniere
position sera donc utilisée pour les expériences de chromatographie d’affinité.

b. Des extraits cellulaires (de diverses origines) sont mis en contact avec la 6AP immobilisée via le bras
d’amino caproylaminopentyloxy en position 3. Apres des lavages intensifs, les protéines restant fixées a la
matrice sont mises a migrer sur gel SDS puis révélées par une coloration a I’argent. Les protéines se liant
spécifiquement sont analysées par spectrométrie de masse. Différents contrdles sont réalisés pour identifier
les fixations spécifiques: piste 1. les extraits cellulaires sont passés sur une matrice sans drogue, piste 3. une
compétition est réalisée avec la drogue antiprion libre, cette derniere empéche les protéines de se fixer sur la
matrice drogue-bille et enfin piste 4. une compétition est réalisée avec la 6APi, un proche dérivé de la 6AP
mais inactif comme antiprion, cette derniere ne devrait pas empécher la fixation des protéines sur la matrice.
Ainsi, les protéines se liant spécifiquement sont absentes sur la matrice sans drogue, compétées par la
drogue active libre (6AP) et non compétées par la drogue inactive libre (6APi).
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Tableau 9 : Oligonucléotides utilisés au cours de la these.

Gene Nom Séquence Position Utilisation
5’ GTAATCAAGTATTACAAgAAACAA Oligo aller, 47 nucléotides (nt) avant I'ATG
OBM 1130 g & g
AAATTC AAgTAAATAACAEATAAT Cgg
ATCCCCgggTTAATTAA 3’ Fl Amplifier la cassette
SSA1:HIS5
OBM 1131 5’ CCCAgATCATTAAAAgACATTTTCg Oligo retour, 53 nt aprés le Stop
SSA1 TTATTATCAATTgCCgCACCAATTggC g
AATTCgAgCTCZTTTAAAC 3° RI
5" gATgTATCTTCgAgAA, 3 Oligo aller, 150 nt avant 'ATG Vérifier le remplacement du géne
OBM 1132 gATg gAgAAgeg g p! g
sauvage par la cassette de
OBM 1133 5’ gTTAgCgATAATCAAgAAg 3’ Oligo retour, 190 nt apres le Stop délétion SSAL : HISS
OBM 1173 5’ gATTAATTCCAACAGATCAAgCAgATT Oligo aller, 48 nt avant I'ATG
TTATACAgAAATATTTATACA CggATCC
CCgggTTAATTAA 3’ Amplifier la cassette
SSA2 : HIS5
OBM 1172 5’ ggAAAgCAAAAGTAAAACTTTTC ggAT Oligo retour, 50 nt aprés le Stop
SSA2 ATTTTACAgggCgATCgCTAAEC gAATTC
GAgCTCgTTTA 3’
5’ gACTgCATggCACTgCATTC 3’ Oligo aller, 340 nt avant ' ATG Vérifier le remplacement du géne
OBM 1124 gACTgCATgg g g pl g
sauvage par la cassette de
5 ggTTTCgACggTATAgATg 3’ Oligo retour, 325 nt apres le Stop délétion SSA2 : HISS et
OBM 1125 amplifier lacassette SSA2 ::
LEU
5’ CgAggATgATgAgCACAACC 3’ Oligo aller, 330 nt avant ' ATG Amplifier la cassette
OBM 1126 gAggATgATgAg g p!
SSA3:TRPI1 et vérifier le
SSA3 OBM 1127 5’ ggAggCCCATCgAAgAAgg 3’ Oligo retour, 370 nt apreés le Stop remp lacement du gene
sauvage par la cassette de
délétion SSA3 : TRP1
OBM 1128 5" CgCACATCCATTCCggTATg 3’ Oligo aller, 370 nt avant ' ATG Amplifier la cassette
SSA4 : KanM X et vérifier le
SSA4 OBM 1129 5" gAAACACCTgTACgCTgTAg 3° Oligo retour, 370 nt aprs le Stop remp lacement du gene
sauvage par la cassette de
délétion SSA4 : KanMX
OBM 1116 5’ gTTTCTTgCTTTTggATTTTC AgATg Oligo aller, 60 nt avant I'ATG
TCCCAAgATC ATTACAETATTTTAAT Tg
AACAAACggATCCCCggeTTAATTAA 3’ Amplifier la cassette
SSB1 : TRP1
OBM 1117 5’ gAgAAAACAAAATTTATATACAATA Oligo retour, 60 nt aprés le Stop
SSB1 TAAETAATATTCATAT ATATgTgATgA AT
GCAgTCgAATTCgAgCTCgTTTAAAC 3’
5’ gTCgCTTTgCTTITCCTTC 3° Oligo aller, 90 nt avant I'ATG Vérifier le remplacement du géne
OBM 1118
sauvage par la cassette de
OBM 1119 5 CASTAACAETTATCAAEC 3 Oligo retour, 158 nt apres le Stop délétion SSB1 : TRP1
OBM 1112 5’ gCACTTgTTACCCATCITTTTTCTTT Oligo aller, 60 nt avant I'ATG
CAAgAAACCAAgAACCAATATCCTCAT
TAACACggATCCCCgggTTAATTAA 3’ Amplifier la cassette
SSB2 : KanM X
OBM 1113 5’ gACATTAAAAATgA AAAATATATATA Oligo retour, 55 nt apres le Stop
SSB2 TgTgTATAACCTTAACCAgAATZACATC g
AATTCgAgCTCeTTTAAAC 3’
5’ CAACTgCTATTCTCAATCg 3’ Oligo aller, 127 nt avant ' ATG Vérifier le remplacement du géne
OBM 1114
sauvage par la cassette de
OBM 1115 5" gATCgTgATATAC AgAAC 3’ Oligo retour, 103 nt apres le Stop délétion SSB2 : KanMX
OBM 1175 5" ggACTATC AAATCATACAgATATTgTC Oligo aller, 54 nt avant ' ATG
AAAAAAAAAAAAGACTAATAATAAAAA
CggATCCCCggeTTAATTAA 3° Amplifier la cassette
HOR?7 : HISS
OBM 1176 5 CCACTCTTTCTCTTTC AATgTATTCCA Oligo retour, 41 nt apres le Stop
HOR7 AACAAAGTCTAAAT gA ATTCgAgCTCgTT
TAAAC3’
5’ gTTTCTgggACEgTCTTAAC 3’ Oligo aller, 85 nt avant ' ATG Vérifier le remplacement du géne
OBM 1177
sauvage par la cassette de
OBM 1178 5'gg ATTgTTCTTTCTACAC 3 Oligo retout, 68 nt apres le Stop délétion HOR? : HISS
OBM 1186 5" CCTACCg ATgCTTTTATAAAATCTTCg Oligo aller, 58 nt avant I'ATG
TTTTgTCTCACATATACCAACAAgAZTA
ACgCggATCCCCCggeTTAATTAA 3’ Amplifier la cassette
ZUO1: Nar
OBM 1187 5’ CgTTCTCTATAATATTCETATACATTC Oligo retour, 57 nt aprés le Stop
ZUO1 ¢TATATATTC TATTCCATTTCTTACggTAT gAAT
TCgAgTCTZTTTAAAC 3
5'TCAAgA ggTAgAgAA 3’ Oligo aller, 92 nt avant ' ATG Vérifier le remplacement du géne
OBM 1190
sauvage par la cassette de
OBM 1191 5" gggAACCETTACCCEAAC 3 Oligo retour, 100 nt apres le Stop délétion ZUOL : Nat

Gene: Gene amplifié.

Nom: nomenclature attribuée aux oligonucléotides dans la base de donnée du laboratoire.
Position: position dans le géne de la premiere base de I’oligonucléotide.
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OBM 1288 5’gCTCTAgCgAggAAAAGTAAgATAAg Oligo aller, 56 nt avant
TATCACACATATA gggAgCAgTTTACAg I’'ATG
TCCggATCCCCggeTTAATTAA 3’ Amplifier la cassette
PKC1 : KanMX
OBM 1289 5" CAACTTTTCCgCTTA gATgT TTTATAT Oligo retour, 59 nt
PKC1 AAAATTAA ATA AATCATggCATgACCT apres le Stop
TTTCTgAATTCgAg CTCgTTTAAAC 3
OBM 1298 5" CgACAggTTCAggAgCAgTAAAAg 3’ Oligo aller, 270 nt
avant I'ATG Vérifier le remplacement du géne sauvage par
la cassette de délétion PKC1 : KanMX
OBM 1299 5’ CCTgAgCTgTTTCTTAgATgC 3° Oligo retour, 273 nt
apres ke Stop
OBM 1352 5’ gCCATTACCTTTCAACgAAAgAgTAA Oligo aller, 53 nt avant
AATAgAAAAAAAAACACATACATAACT I'ATG
CggATCCCCggeTTAATTAA 3’ Amplifier la cassette
FES1 : HIS5
OBM 1353 5 CCggTTAAAgATA ATATgAA ATggTgAA Oligo retour, 58 nt
FES1 TgTAATATCAT TTTATTTCTACggACgTA apres le Stop
AgAATTCgAgCTCgTTTAAAC 3°
OBM 1354 5’ CCTCTTggACTggAATCTTC 3’ Oligo aller, 183 nt
avant 'ATG Vérifier le remplacement du géne sauvage par
la cassette de délétion FES1 : HIS5
OBM 1355 5’ ggTAAATACTT gATgACT gAggC 3’ Oligo retour, 312 nt
apres ke Stop
OBM 1082 5" ATTAACCCTCACTAAAg 3 ¢ Oligo aller, juste en
amont du
T3 promoteur
GALLI (95 nt Amplifier dans la banque
avant le CMB 102
cDNA)
M13 OBM 1083 5’¢gTAAAACgACggCCAgT 3’ Oligo retour, 80 nt
apres le cDNA
OBM 1167 5" CgACggCCAgTgAATTgCg 3’ Oligo aller, en position
+385
Amplifier dans la banque
OBM 1168 5’CAgCTATgACCATgATTACg 3’ Oligo retour, en pFL44
position +486
SSA1-Sacl OBM 1136 5" CgTACggAgCT CgCACgTgTgCgCgg Oligo aller, 292 nt Cloner SSA1 dans p416 CYC1 sous son propre
TgTg3’ avant I'ATG promoteur
SSA1-HindIII OBM 1137 5’ gTACTgAAgCTTgCCgCACCAATT gg Oligo retour, 15 nt Cloner SSA1 dans p416 CYC1
CTTAAT 3° apres ke Stop
_ 5’ gTACgggATCC TCAAAAgCTgTC Oligo aller partant de Cloner SSA1 dans p416 CYC1 sous le
SSA1-BamH1 OBM 1138
gg 3’ I’ATG promoteur CYC1
SSA2-BamH1 OBM 1160 5’ gTACgggATCC TCTAAAgCTgT Oligo aller, partant de
Cgg3’ I'ATG Cloner SSA2 dans p416 Gal Ura sous le
promoteur Galactose
SSA2-HindIII OBM 1161 5’ gTACTgAAgCTTgggCgATCgCTAAgCTT Oligo retour, 15 nt
AAT3’ apres le Stop
SSB1/2-BamH1 OBM 1162 5’ gTACgggATCC gCTgAAggTg TTTTC 3° Oligo aller, partant de Cloner SSB1/2 dans p4 16 Gal Ura sous le
I'ATG promoteur Galactose
SSB1-HindIII OBM 1163 5’ gTACTgAAgCTTgTgATgAATgCAgTCTT Oligo retour, 15 nt Cloner SSB1 dans p416 Gal Ura sous le
AAC3 apres ke Stop promoteur Galactose
SSB2-HindIII OBM 1164 5’ gTACTgAAgCTTCCAgAATgACAT CTTA Oligo retour, 13 nt Cloner SSB2 dans p416 Gal Ura sous le
ACg3’ apres le Stop promoteur Galactose
SUP35-BamH1 OBM 1064 5’ gTACgggATCC CggATTCAAACCAA Oligo aller, partant de Cloner la région NM (1-254 acides aminés) de
geC3 I'ATG SUP35 dans pBM360 sous promoteur
CYCl et en fusion avec GFP
SUP35-EcoR1 OBM 1166 5'gAAggg AATTCCATATCEgTTAACAACTT Oligo retour, 762 nt

CgrC 3

apres ' ATG

153




B. Matériel et méthodes

I. Matériels

I.1 Oligonucléotides

Les oligonulcléotides que nous avons utilisés sont récapitulés dans le tableau 9. Ils ont été

synthétisés chez Proligo et Eurogentec.

1.2 Vecteurs et banques de plasmides

I.2.1 Les vecteurs

£ P4XX promotor (Martin Furk, 1994) : plasmides possédant le géne de résistance a

I’ampicilline et permettant d’exprimer des genes sous leur propre promoteur mais

aussi sous le promoteur CYC1, ADH, TEF, GPD ou GAL (figure 47).

HIS3 p4X3prom.
TRPI pdXdprom.

LEUZ p4XSprom TABLE |
URA3 pdXéprom Kha 1 MCS for expression vectors
Sal 1 -
serminni f,’_:,' m Plasmid* Marker gene  Restriction sites {in MCS)®
pdXXprom. Pst 1 -
EcoR I . .
. EcoR ¥ p4X3 HIS3 Xbal Spel BamHI Smal EcoRY EcoRI
CENGIARSHY from Smal Pstl Hind[ll Clal Sall Xhol
p41Xprom Spe | p4¥4 TRP! Xbal Spel BamHI1 Smal EcoRV EcoRI
Lmicron ba 1 Pyl HindITl Clal Sall Xhol
pazXprom. p4X5 LEUZ2 Xbal Spel BamHI Smal EcoRV EcoR1
Perl HindIIl Clal Sall Xhol
P46 URA3 Xbal Spel BamHI Smal EcoRV EcoRI
Pyl HindIll Clal Sall Xhol
NN -
o o .
See Fig. 1.
promoler : H }:mﬂi CYCi-terminatar b Unique restriction sites are shown in boldface. The Xbal site is only
unique in the centrometric p41X veciors. The Xhol site is not unigue
crer . —C T in the pAXXCYCI vectars (see Fig. 1)
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Figure 47 : Carte du plasmide p4XX promotor.

Les P4XX promotor (Martin Furk, 1994) sont des plasmides qui,
possédant le gene de résistance a I'ampicilline permettent 1’expression en
bactéries mais aussi les marqueurs de sélection (HIS3, TRP1, LEU2 et
URA3) permettent I’expression en levures. Ces plasmides permettent
aussi d'exprimer des genes sous leur propre promoteur mais aussi sous le
promoteur CYC1, ADH, TEF, GPD ou GAL suivant si le géne est inséré
dans le site de restriction apres le promoteur du plasmide ou bien dans le
site de restriction avant le promoteur du plasmide (dans ce cas, le site

Sacl est utilisé).
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+ pFA6a (Longtine, 1998) : plasmides permettant de construire des cassettes de délétion

ou de fusionner des genes a un Tag HA, GFP, Myc, GST (figure 48).

A Aart BgAl o Elasmid Waime PCR Prothuct 31
s e v SR e
FarrH Ecoil
pFABE-TRPY 1090
Azd |
Pmal
L]
Bl B e o prAda-Hiadhxa o
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Table 1. PCR primers used to amplify the transformation modules.

Primer Purpose Primer sequence®

Fl Deletion 5'-(gene-specific sequence) CGCATCOCCGGG TTAATTAA-3Y

Rl Deletion/C-terminal tagging 5 (gene-specific sequence) GAATTCGAGCTCGTTTAAACY e

Fz C-terminal tagging 5'-(gene-specific sequence) CGG ATC OCC GGG TTA ATT AA-Y*
F3 C-terminal truncation (no tag) 5'-(gene-specific sequence) TGA GGCGCGCCACTTCTAAA -3

F4 Py introduction 5" (gene-specific sequence) GAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3

R2 Pracs (no tag) 5'-(gene-specific sequence) CAT TTTGAGATCCGGGTTTT-3"

R3 Poyp g with 3HA tagging 5'-(gene-specific sequence) GCA CTG AGC AGC GTA ATC TG-37
R4 P with GST tagging 5" (gene-specific sequence) ACG CGG AAC CAG ATC CGA TT-3"
RS Py with GFP(SEST) tagging  5'-(gene-specific sequence) TTT GTA TAG TTC ATC CAT GC-3F

Figure 48 : Carte des plasmides pFAé6a.

PFA6a (longtine, 1998) sont des plasmides permettant de construire des
cassettes de délétion via les trois premieres constructions ou de fusionner des
genes a un Tag HA, GFP, Myc, GST via les constructions suivantes. Le tableau
montre la séquence des amorces utilisées de part et d’autre des cassettes.

155



=

pBM360 (Blondel et al., 2000) possédant la protéine Hoflp fusionnée a la GFP,
permettant ainsi de fusionner une protéine d’intérét a la GFP.

pET-21a (Novagen) : Vecteur d’expression bactérien

pRS423

pRS315

pRS424

pRS416

- =

1.2.2 Banque de plasmides

+ Banque de cDNA de levure CMB102 (Liu et al., 1992) : Banque portant le marqueur
de sélection URA3 et dont I’expression des genes est régulée par le promoteur GALI.

L’expression des cDNA est inductible par le galactose (figure 49).
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3'GATATCACTCAGCATAAS" 3'TGACCGECAGCAARATGS"
T7 Primer M13 Primer (-20)

Figure 49 : Carte de la banque de cDNA de levare CMB102.

La Banque de cDNA de levure CMB102 (Liu, genetics, 1992) est
une banque portant le marqueur de sélection URA3 et dont
I'expression des genes est régulée par le promoteur GALI, ainsi
I'expression des cDNA est inductible par le galactose.
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+ Banque d’ADN génomique pfl44 : Banque 2u d’ADN génomique.

1.3 Matériels biologiques

1.3.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae est une levure utilisée depuis l'aube de I'humanité dans

I'élaboration du pain, du vin et de la biere de fermentation haute. C’est pourquoi elle est

appelée « levure de boulanger » ou « levure de biere ». Enfin, du fait de son mode de division,

elle est également nommée «levure a bourgeon » (ou «levure bourgeonnante », budding

yeast en anglais) (figure 50).
a
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Figure 50 : Saccharomyces cerevisiae.

Les cellules de S.cerevisiae ont un mode de division assez particulier : le
bourgeonnement, c’est pour cette raison que cette levure est nommée “budding
yeast”. En a, en voit parfaitement que le bourgeon est plus petit que la cellule mere;
on peut également observer les cicatrices des bourgeonnements précédents. La
cellule mere peut se diviser un certain nombre de fois (environ trente) avant de
mourir.

En b, le cycle sexuel est représenté: Les spores haploides issues d’une méiose
germent et se reproduisent par divisions mitotiques, tout en produisant un faible
niveau de phéromones sexuelles. En présence de partenaire sexuel, elles conjuguent
via la formation d’un “shmoo” puis d’un zygote a/ot qui ne synthétise pas de
phéromones. Les cellules diploides poursuivent leur reproduction végétative jusqu’a
ce qu’une carence nutritive induise 1’entrée en phase stationnaire. Un phénomene
équivalent se produit dans les cellules haploides. Seule une carence sévere induit la
méiose dans les cellules diploides, qui retournent alors a 1’haplophase.
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Métabolisme
Saccharomyces cerevisiae peut produire l'énergie (ATP) nécessaire a sa survie et a sa
reproduction de deux manieres différentes, en fonction du milieu ambiant. Ces deux modes de
production d'énergie sont :

+ la respiration, transformation de 1'oxygeéne en gaz carbonique,

+ la fermentation alcoolique du glucose.
La respiration est utilisée en panification : en respirant, les levures dégagent du CO2 qui fait
gonfler les pates (levure : agent de «levage »). La fermentation alcoolique est utilisée par
I’industrie brassicole et viticole.
Une température de 28 degrés est optimale pour sa division.
Génome
Saccharomyces cerevisiae est également tres utilisée comme organisme modele en biologie
cellulaire et en génétique. Ce fut le premier eucaryote dont le génome ait été intégralement
séquencé (séquence complete rendue publique en avril 1996). Le génome de S.cerevisiae
contient 13 millions de paires de bases et 6 275 genes répartis en 16 chromosomes. On estime
que cette levure partage 23 % de son génome avec 'homme.
Sexualité
Chez S.cerevisiae, il existe 2 types sexuels appelé Mat a et Mat a.. Les cellules haploides Mat
a ou Mat o, peuvent se diviser par mitose et générer des clones haploides. La division
s'effectue par bourgeonnement donnant deux cellules de tailles différentes : la cellule mere et
la cellule fille. La conjugaison (équivalent a la fécondation) ne peut avoir lieu qu'entre une
cellule haploide Mat a et une cellule haploide Mat . La cellule diploide résultant de la fusion
peut aussi se diviser par mitose et ainsi former des clones diploides. Lorsque se produit une
carence en nutriment, la cellule diploide effectue une méiose. Celle-ci ne peut se produire que
dans une cellule diploide Mat a / Mat o. Une cellule diploide produit 4 spores haploides
empaquetées dans un asque. L’ensemble des 4 spores forme une tétrade (figure 50). C’est

pourquoi S.cerevisiae est un champignon ascomycetes.

Souches utilisées :
Les souches sauvages que nous utilisons pour ce travail sont :
+ la souche Strong WT [PSI+] (74-D694) qui contient le prion [PSI+] et dont le
génotype est : Mat a, adel-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 (Bach et al.,
2003; Chernoff et al., 1995)
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+ la souche NT64 [URE3] qui contient le prion [URE3] et dont le génotype est Mat a,
ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2

Ces souches constituent les souches de références. Toutes les autres souches mentionnées

dans le tableau 10 ont été construites lors de ce travail et sont nommées YD (YEAST

DEBORAH) suivi d’un numéro. Elles correspondront aux différentes souches construites

dont la méthode de construction est expliquée plus loin.

Tableau 10 : Souches de levures utilisées au cours de la thése.

Nom Background
ES108 WT: W303-1b; MAT a ade2-1 his3-11, 15 leu2-3, 112, trp1-1 ura3-1 can1-100
ES216 W303-1b; MAT a ade2-1 his-11, 15 leu2-3, 112, trp1-1 ura3-1 can1-100 ssalts ssa2:LEU2 ssa3:: TRP1, ssa4::KanMX
Strong WT [PSl+] (74-D694) MATa, adel-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112
Strong WT [PSl+] (74-D694) MATalpha, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112
NT64 [URE3] Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2
NT35 [URE3] Mat a, ade2::KanM, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura2::HIS3, pDal5::ADE2
AB34 [URE3] Mat a, trp1-1, ade2-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura2::HIS3
CC30 MATa, trp1-1, ade2-1, leu 2-3,112, his 11-15, URA2::His3, ure3-0
NT34 a Mat a, ade2-1, trp1-1, his3-11-15, leu2-3,112, ura2::HIS3, Dal5::ADE2
NT34 a Mat a, ade2-1, trp1-1, his3-11-15, leu2-3,112, ura2::HIS3, Dal5::ADE2
NT34 a/a Mat a/a, ade2-1, trp1-1, his3-11-15, leu2-3,112, ura2::HIS3, Dal5::ADE2
CC30 ure2 delta | MATa, trp1-1, ade2-1, leu 2-3,112, his 11-15, URA2::His3, ure3-0  ure2 delta (KanMx6)
YEL3 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1::TRP1
YD1 MATa, adel-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1:: TRP1 ssb2::KAN
YD2 MATa, adel-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssad::KAN
YD3 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssa4::KAN, ssa3:: TRP1
YD4 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1:: TRP1 ssb2::KAN ssal::HIS
YD5 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssa4::KAN, ssa3::-TRP1 ssa2::LEU2
YD6 MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 ssb2::KAN
YD7 MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 ssal1::HIS
YD8 MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 ssa2::LEU2
YD9 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssa4::KAN, ssa3::TRP1, ssa1:HIS
YD10 Mat a, ade2::KanM, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura2::HIS3, pDal5::ADE2 erg6:: TRP1
YD11 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1::TRP1 ssb2::KAN ssa2::LEU
YD12 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssa4::KAN, ssa3::TRP1, ssal:HIS, ssa2:LEU PDT1
YD13 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssa4::KAN, ssa3::TRP1, ssal::HIS, ssa2::LEU PDT2
YD14 MATa, adel-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssa2::LEU2, ssal1:HIS
YD36 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1::TRP1 ssb2::KAN ssal::HIS ssa2:LEU
YD37 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1::TRP1 ssb2::Kan PDT5
YD38 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1:TRP1 ssb2:KAN PDT6
YD39 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 ssa2::LEU
YD40 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 PDT7
YD41 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 CUREE
YD51 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 SSA2-HA
YD52 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 HOR7::HIS
YD53 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 PDT8
YD54 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 PDT9
YD55 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 CUREE-1 PDT8
YD56 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 CUREE-1 PDT9
YD57 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 CUREE-2 PDT8
YD58 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 CUREE-2 PDT9
YD59 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pSVEN
YD60 MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 ssa2::LEU2 pSVEN
YD61 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 pSVEN
YD62 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 ssa2::LEU pSVEN
YD63 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 ssa2-HA
YD64 MATa, adel-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1:TRP1 ssb2:KAN PDT9
YD65 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssa4::KAN, ssa3::TRP1 ssa2::LEU2 PDT9
YD66 MATa, adel-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 ssa2:LEU2 PDT9
YD67 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 zuo1:HIS5
YD68 MATa, ade1-14, trp1-289,his3A-200, ura3-52, leu2-3, 112, ssb1::TRP1 ssb2::KAN zuo1::HIS5
YD69 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 p416GAL
YD70 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pDT4
YD71 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pDT5
YD72 Mat a, ade2::KanM, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura2::HIS3, pDal5::ADE2 zuo1::nat
YD73 (74-D694) MATa, adel-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 Wsc1::His5
YD74 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 Eap1:TRP1
YD75 (74-D694) MATa, adel-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 GCN2::KanMX
YD76 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 GCN2:HIS5 Erg6:TRP1 PAS ERG6 delta!!!!!
YD77 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 Eap1:Nat
YD78 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 GCN2:HIS5
YD79 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112  Wsc1:His5 Ergé:Nat (TRP1+)
YD80 YD76-3 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 GCN2::HIS5 WSC1:KANmX
YD81 YD76-3 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 GCN2:HIS5 EAP1:NAT
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YD82 G600= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+]

YD83 G602= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] ssa2::HIS3

YD84 G630= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] ssa1::NEO

YD85 G632= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] ssa1::NEO ssa2::HIS3

YD86 G401= MATalpha ade2-1 SUQ5 kar1 ssa1::NEO ssa2::HIS3 ssa3::TRP1 ssa4::URA3 ura.1 lys2 pRS315-SSA1
YD87 G402= MATalpha ade2-1 SUQ5 kar1 ssa1::NEO ssa2::HIS3 ssa3::TRP1 ssa4::URA3 ura.1 lys2 pRS316-SSA1
YD88 (74-D694) MATa, adei-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 PKC1::HIS5

YD89 (74-D694) MATa, ade-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 RPL14B::Kan clone 1

YD90 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 Pgal(kan)-PKC1

YD91 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 Pgal(kan)-PKC1

YD92 NT34 (2n) / PKC1:kan

YD93 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 PKC1::kan

YD94 (74-D694) MATa, ade-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 PKC1::kan

YD95 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 HAP4-3HA (kan)

YD96 G402= MATalpha ade2-1 SUQ5 kar1 ssa1::NEO ssa2::HIS3 ssa3::TRP1 ssa4::URA3 ura.1 lys2 pRS315-SSA2
YD101 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pRS423 clone 1

YD102 (74-D694) MATa, ade-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pRS423 clone 2

YD103 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pRS423-Fes1-1 clone 1

YD104 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pRS423-Fes1-1 clone 2

YD105 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pRS423-Fes1-2 clone 1

YD106 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pRS423-Fes1-2 clone 2

YD107 G600= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] pRS423 clone 1

YD108 G600= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] pRS423 clone 2

YD109 G600= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] pRS423-Fes1-1 clone 1

YD110 G600= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] pRS423-Fes1-1 clone 2

YD111 G600= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] pRS423-Fes1-2 clone 1

YD112 G600= WT,MATalpha ade2.1 SUQS5 kar1 his3 leu2 trp1 ura3 [PSI+] pRS423-Fes1-2 clone 2

YD113 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 fes1::HIS5 clonel

YD113 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 fes1::HIS5 clone2

YD114 Mat a/a, ade2-1, trp1-1, his3-11-15, leu2-3,112, ura2::HIS3, Dal5::ADE2 ure2::TRP1 clone 4

YD114 Mat a/a, ade2-1, trp1-1, his3-11-15, leu2-3,112, ura2::HIS3, Dal5::ADE2 ure2::TRP1 clone 6

YD115 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pNOY102 clonel

YD115 (74-D694) MATa, ade-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pNOY102 clone2

YD115 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pNOY102 clone3

YD116 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 pNOY102 clonel

YD116 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 pNOY102 clone2

YD116 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 pNOY102 clone3

YD117 (74-D694) MATa, ade-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pNOY102 RRN3:kanMX clone 1
YD117 (74-D694) MATa, ade-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pNOY102 RRN3:kanMX clone A
YD117 (74-D694) MATa, ade-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pNOY102 RRN3:kanMX clone C
YD118 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 pNOY102 RRN3::kanMX clone 4
YD118 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 pNOY102 RRN3::kanMX clone 5
YD118 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 pNOY102 RRN3::kanMX clone 6
YD119 (74-D694) MATa, ade-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 pRS416

YD120 Mat a, ade2-1, trp1-100, his3-11-15, leu2-3,115, ura3-1, pDal5::ADE2 pRS416

YD121 (74-D694) MATa, ade1-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 CUREE pRS416

YD122 (74-D694) MATa, adei-14, trp1-289, his3-A200, ura3-52, leu2-3, 112 CUREE pNOY102

YD123 K699/ pRS416 clone 1

YD123 K699/ pRS416 clone 2

YD124 K699/ pNOY102 clone 1

YD124 K699/ pNOY102 clone 2

YD125 Mat a, trp1-1, ade2-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura2::HIS3 pRS424 clone 1

YD125 Mat a, trp1-1, ade2-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura2::HIS3 pRS424 clone 2

YD126 Mat a, trp1-1, ade2-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura2::HIS3 pNOY200 clone 1

YD126 Mat a, trp1-1, ade2-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura2::HIS3 pNOY200 clone 2

1.3.2 Escherichia Coli

La souche que nous avons utilisée pour les clonages plasmidiques est TOP10.

I.3.3 Cerveau de porc

Les cerveaux de porc sont issus d’un abattoir local (Louis Gad SA) puis immédiatement

pesés, broyés, soniqués et homogénéisés afin d’obtenir des extraits protéiques.

1.3.4 Lignée de cellules ROV et MOV

4+ Cellules ROV : Lignée de cellules épithéliales de lapins transgéniques exprimant la

PrP ovine de fagon inductible, par la doxycycline (Vilette et al., 2001).
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+ Cellules MOV : Lignée de cellules neurogliales issues de la racine dorsale des
ganglions de souris transgéniques, exprimant la PrP ovine de facon constitutive

(Archer et al., 2004).

I1. Méthodes

I1.1 Milieux de cultures et Conditions de cultures

I1.1.1 Pour les levures

La croissance des levures est réalisée soit en milieu riche YPD (Yeast extract Peptone
Dextrose) soit en milieu minimum SD (Synthetic Dextrose). Ce dernier peut étre supplémenté
en bases azotées (adénine 40mg/ml et uracile 20mg/ml) et en acides aminée pour
complémenter des auxotrophies (de 20 a 50 mg/ml selon I’acide aminé).
Leurs compositions exactes pour 1 Litre de milieu sont les suivantes :

£ YPD : 10 g d’extrait de levure, 20 g de glucose et 10 g de peptone.

+ SD: 6.7 g de “Yeast nitrogen base without amino acid” et 20 g de glucose.
Pour les milieux solides, 20 g/L d’agar sont additionnés.
Apres autoclavage pendant 20 minutes a 120°C, les milieux peuvent €tre coulés si c’est pour
des cultures solides ou bien étre utilisés tel quels pour des cultures liquides. Les acides aminés
et base azotées nécessaires sont ajoutés afin de réaliser des milieux auxotrophes pour des
acides aminés bien déterminés. Les drogues 6AP et GuHCI (200 uM final a partir d’un stock
300 mM) sont ajoutés dans les milieux YPD pour réaliser les tests de sensiblités.
Les levures sont cultivées a 30°C aussi bien en milieu solide qu’en milieu liquide. Dans ce

dernier cas, une agitation a 220 rpm est nécessaire pour 1’oxygénation.

I1.1.2 Pour les bactéries

Les bactéries sont cultivées dans le milieu LB contenant 25 g/LL de Luria Broth Base. Pour les
milieux solides, 20 g/LL d’agar sont additionnés. Apres autoclavage pendant 20 minutes a
120°C, le marqueur de sélection approprié est ajouté : 100 mg/L d’ampicilline, 34 mg/L de
chloramphénicol ou 50 mg/L de kanamycine. Les bactéries sont cultivées a 37°C aussi bien
en milieu solide qu’en milieu liquide. Dans ce dernier cas, une agitation a 220 rpm est

nécessaire pour 1’oxygénation.

161



I1.1.3 Pour les cellules mammiferes MOV et ROV

+ Cellules MOV : Mélanger % de DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) avec
Y4 de F12 puis ajouter 10% SVF et de la pénicilline/Streptomycine 1000X.
Les cellules sont maintenues en culture a 37°C avec un pourcentage de 6% de CO2 dans le
milieu décrit ci-dessus puis diluées au 1/10 toutes les semaines.
% Cellules ROV : Mélanger a du milieu EMEM 10% de SVF, pénicilline/Streptomycine
1000X et de la glutamine 100X.
Les cellules sont maintenues en culture a 37°C avec un pourcentage de 6% de CO2 dans le
milieu décrit ci-dessus puis diluées au 1/4 toutes les semaines. Pour induire 1’expression de la

PrP ovine, les cultures sont traitées avec 1pg/ml de doxycycline (DOX).
I1.2 Mesure de la croissance

Un spectrophotometre d’absorption permet d’estimer la concentration cellulaire a une
longueur d’onde de 600 nm.

Pour les levures : pour une densité optique de 1, on considere généralement qu’il y a environ

2.10 cellules haploides/ml et 1.10” cellules diploides/ml.
Pour les bactéries : pour une densité optique de 1, on considere généralement qu’il y a environ

2.108 cellules/ml.

I1.3 Méthodes relatives a Saccharomyces cerevisiae

I1.3.1 Les acides nucléiques

11.3.1.1 Extraction rapide de ’ADN génomique

+ « Propre »
5 ml de culture sont centrifugés 5 minutes a 5 000 rpm et le culot est resuspendu dans 1 ml de
TE 1X. Centrifuger 1 minute et enlever le surnageant ; cette étape permet de retirer toutes
traces résiduelles de milieu. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 200 pl de tampon de
lyse (pour 10 ml : 200 pl de triton X100, 1 ml de SDS 10%, 200 pl de NaCl 5M, 100 ul de
Tris HCI 1 M pHS8 et 20 ul EDTA 500 mM pHS8), 200 ul de biophénol et 300 ul de billes de
verres. Le tube est vortexé a vitesse maximale durant 4 minutes puis 200 ul de TE 1X est
ajouté. Vortexer a nouveau 30 secondes. Le tube est centrifugé 4 minutes a 13 000 rpm a 4°C
durant 5 minutes et la phase aqueuse est transférée dans un tube propre. L’ADN est précipité

avec 0.1 M de NaOAc et 1 ml d’éthanol 100% froid. Le tout est mélangé par inversion puis
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centrifugé 3 minutes a 13 000 rpm a 4°C. 1ml d’éthanol froid est ajouté sur le culot puis une

nouvelle centrifugation est effectuée. Le culot est resuspendu dans 50 ul d’eau stérile.

£ Tres rapide pour effectuer des PCR de vérification (PCR sur cellules)
Une «anse de cellules » est resuspendue dans 200 ul d’eau stérile, un volume de billes de
verres et 300 ul de phénol. Le tout est vortexé 2 minutes puis centrifugé 5 minutes. Le
surnageant est transféré dans un nouveau tube. 200 ul de chlorophorme-alcool isoamylique
sont ajoutés afin de vortexer 30 secondes et centrifuger 5 minutes. La phase aqueuse est

transférée dans un nouveau tube puis conservé a — 20°C.

11.3.1.2 Extraction des ARN totaux

Lorsque la densité optique des levures atteint 1, 20 ml de culture sont centrifugés, puis le
culot est stocké a -80°C. Apres décongélation, les cellules sont resuspendues dans 500 ul de
tampon AE (50 mM Acétate de sodium 3M pH 5.3, 10 mM EDTA 0.5M) et 50 ul de SDS 10
% puis vortexées. Un volume de 500 ul de phénol (pH acide, 0.1 % 8-hydroxyquinolone)
équilibré dans le tampon AE est ajouté. Le tout est vortexé 3 fois 20 secondes avec passages
de 20 secondes dans la glace. Le tube est mis a incuber a 65°C pendant 4 minutes. Les
cellules sont ensuite congelées dans un mélange Ethanol-carboglace pendant 2 minutes puis
laissées a décongeler lentement a température ambiante pour ensuite €tre centrifugées a
14 000 rpm pendant 4 minutes, a température ambiante. 450 ul de la phase aqueuse sont
prélevés, auquel est ajouté le méme volume de Phénol-Chloroforme Isoamylique puis
vortexés 3 fois 20 secondes, a température ambiante. Apres une seconde centrifugation, 350
ul de la phase aqueuse sont prélevés. La derniere étape est la précipitation des ARN, par
I’ajout d’1/10 de volume d’acétate de sodium 3M pH 5.3 et de 2.5 volumes d’éthanol absolu
et de I'incubation a -80°C au minimum 30 minutes. Apres une centrifugation a 14 000 rpm, a
4°C pendant 30 minutes, le surnageant est éliminé et le culot est rincé avec 1 ml d’éthanol 80
% stocké a -20°C. Le culot est séché au speed-vac et repris dans 20 ul d’eau DEPC
(DiEthylPyroCarbonate). Enfin la concentration en ARN est estimée par la mesure de la
densité optique a 260 nm (une DO de 1 correspond a 40 pg/ml) et sa pureté par le rapport de
la DO a 260 nm sur la DO a 280 nm (il doit étre proche de 2).
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I1.3.2 Mutagenese en levure : Délétion d’un gene

11.3.2.1 Choix des amorces

Deux couples d’amorces doivent €tre synthétisés : un premier, pour construire la cassette de
délétion et un second, pour vérifier apres transformation si les levures sont bien mutées pour

le gene d’intérét (figure 48).

I11.3.2.2 Construction de la cassette de délétion

Nous avons en notre possession tous les plasmides de Mark S. Longtine (longtine, 1998,
yeast) (figure 51). Ces derniers permettent, soit de construire des cassettes de délétion a 1’aide
des plasmides possédant un marqueur de sélection avec de part et d’autre des séquences F1 et
R1 constantes, soit de tagger un gene avec GFP, 3HA, Myc ou GST avec les quatre plasmides
suivants ou encore de mettre un gene sous un promoteur Gal avec les constructions suivantes
ayant des marqueurs de sélection différents.

Pour construire une cassette de délétion, il suffit de commander deux amorces, une d’environ
50 nucléotides en partant en amont du 5° de I’ORF du geéne et la seconde d’environ 50
nucléotides en partant de I’extrémité 3’ de I’ORF ; il ne reste plus qu’a ajouter la séquence F1
en 3’ de I’amorce 1 et la séquence R1 en 3’ de I’amorce 2.

Pour finir, une réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction) est réalisée avec les deux
amorces (25 pmol chaque), le plasmide d’intérét (1 a 100 ng), les ANTP (5 mM chaque),
I’enzyme Taq polymerase (Roche) et son tampon, le tout dans un volume final de 50 pl.

L’amplification est réalisée dans un thermocycler en utilisant différents programmes :

5 min a 95°C durant 1 cycle
30 sec a95°C Dénaturation

30 sec a 50°C Hybridation |durant 30 cycles
1 min par kb a 72°C Elongation

10 min a 72°C durant 1 cycle

Le produit de PCR est ensuite déposé sur gel pour vérifier qu’il est bien amplifié et qu’il est a

la bonne taille.
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1- Choix des amorces : 1- séquence homologue aux 60 paires de bases juste avant| 'ATG suivi
de las équence F1 2 - séquence homologue aux 60 paires de bases juste aprés le codon stop

suivi de la séauence R1.

Centromeére
o OBM 1116 Fi
N /
O
A SSB2
/ AN
\ A / OBM 1117

2- Amplification de la cassette de d élétion par PCR via les amorces OBM 1116/OBM 1117 et le
plasmide PFAGa-TRP1

OBM 1116 Ft R
KanMX

R oBM 1117

PFA6a-TRP1

3- Transformation dans les levures YEL3 ( SSB7A) sur un milieu contenant de la  Kanamyine:
recombinaison entre les séquences homologues des fragments de gene SSB2

</
Q 1 SSB2 |
/ \\
N
7N SSB KanMX SSB
2 2

4- \érification de la bonne insertion de la cassette de délétion via les amorces OBM 1118/OBM 1119

Figure 51 : Les différentes étapes de délétion d’un gene de levure.
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11.3.2.3 Transformation

Voir ci-dessous

11.3.2.4 Vérification

La vérification ce fait a I’aide du deuxieéme couple d’amorces : les deux amorces ont une
longueur d’environ 20 nucléotides. La premiere amorce est située a environ 300 nucléotides
de I’ORF, en 5’ et la seconde amorce se situe a environ 300 nucléotides de I’ORF, en 3°. La
vérification nécessite une PCR sur cellules avec les deux amorces, ’ADN génomique, les

dNTP, I’enzyme et le tampon.

Pour vérifier que le produit de PCR est bien a la bonne taille, il est déposé sur un gel agarose,
avec en parallele, un contrdle ot le gene d’intérét n’a pas été délété. S’il est a la taille

attendue, notre mutant est construit.

11.3.2.5 Stockage en glycérol

D’une culture de 5 ml lancée sur la nuit, est pris 500 ul auquel nous ajoutons 500 ul de

glycérol 70%. Le tout est congelé en microtubes a -80°C.

11.3.2.6 Exemple d’obtention d’un « mutant »

Les autres seront décrits dans le matériel et méthodes des articles.

YD1 : Le mutant YDI contient la double mutation SSBI, SSB2. Comme tous les
mutants de délétion, il a été obtenu a partir d’un plasmide de la série PFA6a de Longtine.
Pour YDI le plasmide PFA6a-TRP1 a été amplifié avec les amorces OBM 1116/OBM
1117. Les levures YEL3 contenant la mutation SSBIA ont été transformées par le produit
d’amplification contenant le marqueur de sélection KanMX avec de part et d’autre les
séquences homologues au gene SSB2. Ainsi, aprés recombinaison homologue le geéne
sauvage SSB2 sera remplacé par la cassette de délétion. On obtiendra notre souche double
délétée pour les genes SSBI et SSB2: YDI. Elle sera utilisée pour des tests de

sensibilités : voir I’effet des drogues sur ces souches délétées.

I1.3.3 Transformation des levures

Méthode Acétate de Lithium/ PEG: La premiere étape consiste a rendre les levures

compétentes. Pour cela 50 ml d’une culture de levure de densité optique située entre 0.5 et 1
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sont centrifugés 5 minutes a 3000 g a température ambiante. Le culot est repris dans 1 ml de
LiAc-mix (10% LiAc 1M, 10% TE 10X et 80% d’H20) puis centrifugé 1 minute a 3000 g. Le
culot est resuspendu a nouveau dans 500 pul de LiAc-mix. Les cellules sont maintenant
compétentes et aptes a la transformation ou bien peuvent étre stockées dans 7% DMSO a -
80°C. La deuxieme étape consiste a incorporer un morceau d’ADN plasmidique ou
génomique dans les levures compétentes. Pour cela, a 80 ul de cellules, sont ajoutés 1-2 ul de
plasmides (pour I’expression de protéines) ou 10 upl de cassette de délétion (pour la
construction de mutant de délétion), 8 ul d’ADN transporteur (ADN de sperme de saumon) et
500 ul de PEG-mix (pour 100 ml, 40 g de Polyethylene glycol 4000 et 100 ml de LiAc-mix).
Le tout est incubé sur la roue a température ambiante durant 30 minutes puis un choc
thermique a 42°C est effectué durant 15 minutes. Le tube est centrifugé 2 minutes a basse
vitesse, 3000 rpm a température ambiante et le culot est repris dans 150 ul de milieu riche
YPD pendant 20 minutes (3 heures lorsque le marqueur de sélection est la kanamycine et que
les cellules transformées sont étalées sur un milieu avec kanamycine). Les cellules sont
ensuite étalées sur le milieu approprié permettant de sélectionner les cellules ayant bien
incorporé I’ADN transformé. Enfin, les boites sont mises a incubées a 30°C pour deux-trois

jours.

I1.3.4 Microscopie a fluorescence

Les observations microscopiques a fluorescence sont réalisées avec un microscope BX61
Olympus a épifluorescence équipé d’un objectif a immersion X60 et du filtre chroma GFP4
(exitation 455-495 nm). Les images sont capturées avec une caméra refroidie Spot RT et

analysées par Photoshop (Adobe) (Blondel et al., 2005).

11.4 Méthodes relatives a Escherichia Coli

I1.4.1 Clonage

But : Cloner un gene dans un plasmide afin de I’exprimer en bactérie pour en avoir de grandes

quantités.

11.4.1.1 Choix des amorces

La premiere est constituée de 20 nucléotides située soit directement en amont de I’ORF (si
nous voulons le gene sous un promoteur du plasmide) soit 400 nucléotides en amont de I’ORF

(si nous voulons le gene avec son propre promoteur) et la seconde amorce est constituée de 20
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nucléotides située directement en aval du géne. En 5° de ces amorces sont ajoutées les
séquences spécifiques des sites de restrictions correspondant aux sites de restrictions du
plasmide a I’endroit d’incorporation de gene d’intérét. Cing-six nucléotides sont additionnés

en amont de chaque amorce afin de faciliter la restriction.

11.4.1.2 PCR pour amplifier la construction

Dans le mélange réactionnel sont présents : I’ADN de levure, les deux amorces, les dANTP,
I’enzyme Long Expand (faisant du « proofreading » c’est-a-dire qu’elle relie derriere elle s’il

n’y a pas d’erreur lors de I’amplification) et son tampon.

11.4.1.3 Purification des produits de PCR

Cette purification est réalisée a I’aide du kit Qiagen.

11.4.1.4 Digestion enzymatique

But : Digérer le produit de PCR et le vecteur par le méme couple d’enzymes afin de les
« ligaturer ».

Digestion de I’ADN : 20 pl de produit de PCR + 20 ul d’H20 stérile + 5 pl de tampon + 2.4
ul de ’enzyme 1 + 2.4 pl de I’enzyme 2.

Digestion du vecteur : 1 ul de vecteur + 39 ul d’H20 stérile + 5 pl de tampon + 2.4 ul de

I’enzyme 1 + 2.4 ul de ’enzyme 2.

Le tout est incubé 2-3 heures a 37°C (la température, dépendant de I’enzyme).

11.4.1.5 Purification des bandes sur gel d’agarose

Sur un gel agarose 1% tres épais, les 50 ul de digestion repris avec 6 ul de bleu sont déposés.

Les bandes sont découpées sous Ultra-Violets et la purification se fait a ’aide du kit Qiagen.
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11.4.1.6 Ligation

But : Relier le fragment de PCR avec le vecteur digéré avec les mémes enzymes de restriction
que le fragment de PCR.

La ligation s’effectue dans un volume final de 15 pl et a 16°C sur la nuit.

Le mélange réactionnel est composé de 11 ul de fragment PCR digéré et purifié, 1.5 ul de
plasmide digéré et purifié, 1 ul de T4 DNA ligase et 1.5 ul de son tampon. Le résultat de la
ligation est vérifié en déposant 5 pl sur gel agarose 1%. Si la réaction a bien fonctionné, une

échelle de ligation doit apparaitre.
11.4.1.7 Transformation dans les bactéries compétentes

But : Introduire le produit de ligation (insert-vecteur) dans la bactérie afin qu’il soit amplifié.
La transformation des bactéries est réalisée a partir de bactéries compétentes par
électroporation selon la méthode décrite dans le manuel Molecular Cloning de Sambrook,

Fritsch & Maniatis (Maniatis el al., 1989).

A la fin de I’électroporation, les cellules transformées sont étalées sur un milieu solide LB
contenant 1’antibiotique approprié (généralement I’ampicilline puisque le plasmide contient

un gene de résistance a ce dernier) puis incubées a 37°C sur la nuit.
11.4.1.8 Passage en milieu liquide

But : Se procurer une grande quantité de cellules
1 colonie bien isolée est ensemencée dans 4 ml de LB additionnée avec de I’ampicilline et est
incubée a 37°C sous agitation.

11.4.1.9 Mini-prep

But : Récupérer la construction (plasmide-insert) amplifiée dans la bactérie.
Cette étape se réalise a I’aide du kit Qiagen.

11.4.1.10 Vérification par digestion enzymatique

But : Vérifier si notre construction est bonne.

Le mélange réactionnel se fait dans un volume final de 10 pl: 0.2 pul d’enzyme 1, 0.2 ul
d’enzyme 2, 1 ul de tampon, 7.6 ul d’H20 et 1 pul d’ADN. L’incubation est réalisée
généralement a 37°C (selon les enzymes) durant 5 minutes a 1 heure. Enfin les 10 ul de
digestion sont déposés sur un gel agarose 1 %. Si la construction est bonne, elle peut par
exemple étre transformée dans la levure ou étre stockée a -20°C sous un nom PDT X (Plasmid

Déborah Tribouillard X). Les vecteurs construits et utilisés sont résumés dans le tableau 11.
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Tableau 11

: Plasmides utilisés au cours de ce travail.

Nom
PDT1
PDT2
PDT3
PDT4
PDT5
PDT6
PDT7
PDT8
PDT9
PDT10
PDT11
PDT12
PDT13-1
PDT13-2
PDT13-1
PDT13-2
PDT14-1
PDT14-2
PDT15-1
PDT15-2
PDT16
PDT17
PDT18

Background
Exprimant le plasmide P416 digéré par B/H et contenant l'insert ssa1® PCyc1-SSA1®
Exprimant le plasmide P416 digéré par Sac1/H et contenant I'insert ssat® ownP-SSA1®
Exprimant le plasmide P416 digéré par BamH1/H et contenant l'insert ssal PGAL1-SSA1
Exprimant le plasmide P416 digéré par BamH1/H et contenant l'insert ssa2 PGAL1-SSA2
Exprimant le plasmide P416 digéré par BamH1/H et contenant l'insert ssb1 PGAL1-SSB1
Exprimant le plasmide P416 digéré par BamH1/H et contenant l'insert ssb2 PGAL1-SSB2

Exprimant le plasmide PBM360 digéré par BamH1/EcoR1et contenant l'insert Sup35-NM-GFP CYC1
Exprimant le plasmide PBM360 digéré par BamH1/EcoR1et contenant l'insert Sup35-NM-GFP ADH
Exprimant le plasmide PBM360 digéré par BamH1/EcoR1et contenant l'insert Sup35-NM-GFP TEF
pSven: HetS-GFP

Exprimant le plasmide P416 digéré par BamH1/E et contenant I'insert SUP35NM

Exprimant le plasmide P416 digéré par BamH1/E et contenant l'insert ZUO1

Pssa2 (prs315) résistant a la cure

Pssa2 (prs315) résistant a la cure

pRS423-1

pRS423-2

pRS423-FEST1 1-1

pRS423-FES1 1-2

pRS423-FES1 2-1

pRS423-FES1 2-2

pET-21a het-s

pET-21a het-S

pET-24a het-S

11.4.2 Construction des vecteurs

11.4.2.1 PDTI (figure 52)

Ce vecteur contient le gene SSA/ thermosensible sous le promoteur constitutif CYCI.

Il permet d’exprimer la protéine Ssalp thermosensible de facon constitutive dans des mutants

contenant la quadruple mutation létale, SSAIA, SSA2A, SSA3A, SSA4A afin d’avoir une

souche viable. Pour I’obtenir, une PCR a été réalisée sur de I’ADN génomique d’une souche

sauvage ES216 contenant le géne SSA1 thermosensible ts avec les amorces OBM 1137 et

OBM 1138 pour amplifier le gene SSA/ts avec en 5’ le site de restriction BamH]1 et en 3” le

site de restriction HindIIl. Les produits de PCR ainsi que le vecteur P416 CYC1 ont été

digérés par les enzymes de restriction BamH]1 et HindIII puis le fragment de PCR a été cloné

dans le vecteur « ouvert » afin d’obtenir PDT1.
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11.4.2.2 PDT?2 (figure 53)

Ce vecteur contient le gene SSA/ thermosensible sous son propre promoteur. Il a la méme
utilisation que PDT1. Pour I’obtenir, une PCR a été réalisée sur de I’ADN génomique d’une
souche sauvage ES216 contenant le gene SSA/ thermosensible ts avec les amorces OBM
1136 et OBM 1137 pour amplifier le géne SSA/ts avec en 5’ le site de restriction Sacl et en
3’ le site de restriction HindIIl. Les produits de PCR ainsi que le vecteur P416 CYC1 ont été
digérés par les enzymes de restriction Sacl et HindIII puis le fragment de PCR a été cloné

dans le vecteur « ouvert » afin d’obtenir PDT?2.

11.4.2.3 PDT3, PDT4, PDTS5 et PDT6

Ces vecteurs contiennent respectivement les genes SSAI, SSA2, SSBI et SSB2 sous le
promoteur inductible GALI. Ils permettent de surexprimer ces genes dans une souche
StrongWT contenant le prion [PS/+] afin de voir I’effet de leur surexpression sur la cure des
prions par nos drogues. Pour les obtenir, une PCR a été réalisée sur de I’ADN génomique
d’une souche sauvage Strong WT avec respectivement, les amorces OBM 1138/0BM 1137,
OBM 1160/0BM 1161, OBM 1162/0BM 1163, OBM 1162/OBM 1164 pour amplifier les
genes avec en 5’ le site de restriction BamHI1 et en 3’ le site de restriction HindIIl. Les
produits de PCR ainsi que le vecteur P416 GALI ont été digérés par les enzymes de
restriction BamH1 et HindIIl puis les fragments de PCR ont été clonés dans le vecteur

«ouvert » afin d’obtenir PDT3, PDT4, PDTS5 et PDT6.

11.4.2.4 PDT7

Ce vecteur contient le domaine prion NM (acide aminée 1 a 254) du gene SUP35 fusionné au
marqueur de fluorescence « Green Fluorescent Protein », GFP et mis sous le promoteur
constitutif faible CYCI. Il permet d’exprimer ces genes dans une souche StrongW'T contenant
le prion [PSI+] afin de visualiser au microscope a fluorescence 1’effet de nos drogues sur
I’agrégation des protéines prion. Pour I’obtenir, une PCR a été réalisée sur de I’ADN
génomique d’une souche sauvage Strong WT avec les amorces OBM 1064/OBM 1166 pour
amplifier les genes avec en 5’ le site de restriction BamHI1 et en 3’ le site de restriction
EcoR1. Les produits de PCR ainsi que le vecteur pBM360 contenant le gene HOF1 fusionné a

la GFP et mis sous le promoteur CYCI, ont été digérés par les enzymes de restriction BamH1
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et EcoR1 puis les fragments de PCR ont été clonés dans le vecteur « ouvert » afin d’obtenir

OBM 1138 OBM 1137
Séquence BamH1 Séquence Hindlll
— > G Cen/Ar:

ORF SSA1

Hindlll

BamH1
Sact CYCH
1- Ampilification d’un Fragment PCR
Séquence BamH1 Séquence Hindlll
SSA1
2- Digestion du fragment de PCR et du vecteur par BamH1 et Hindlll
Cen/Ar URA3
Hindlll
BamH1 Hindll| P416 cyct /
A
SSAT mP
BamH1

Sac1 CYCH

3- Ligation du fragment de PCR digéré et du vecteur digéré par les mémes enzymes de
restriction

URA3

/

/ SSA1

Hindlll

Amp

BamH1
Sac1 CYC1

Figure 52 : Construction du vecteur PDT1.
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2- Digestion du fragment de PCR et du vecteur par Sac1 et Hindlll
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Sac1 Hindlll
A
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/

3- Ligation du fragment de PCR digéré et du vecteur digéré par les mémes enzymes de
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Figure 53 : Construction du vecteur PDT2.
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Figure 54 : Construction des vecteurs PDTS8 et PDT9.
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11.4.2.5 PDTS et PDTY (figure 54)

Ces vecteurs contiennent comme PDT7 le domaine prion NM (acide aminée 1 a 254) du geéne
SUP35 fusionné au marqueur de fluorescence « Green Fluorescent Protein », GFP et mis
respectivement sous le promoteur constitutif moyennement fort ADH et le promoteur
constitutif fort TEF. Ils ont la méme utilisation que PDT7 mais ce dernier n’exprimait pas
assez fort la protéine prion. Pour les obtenir, un sous clonage a été réalisé : Le vecteur PDT7
ainsi que les vecteurs P416 ADH et P416 TEF ont été digérés par les enzymes de restriction
BamH1 et Apal puis les fragments de digestion clonés dans les vecteurs « ouverts » afin

d’obtenir PDTS8 et PDT9.

I1.5 Méthodes générales de biochimie

I1.5.1 Les Protéines

I1.5.1.1 Extractions

¢ Extraction des protéines de levures : « propre »

2 méthodes :

- Lyse a I’aide de billes de verre : Une culture de 50 ml de DO située entre 0.5 et 1 est
centrifugée 5 minutes a 3000 rpm puis le surnageant est retiré. Pour un volume de cellules, un
volume de tampon (300 ul) (25 mM TRIS, 100 mM NaCl, 0.2% Triton et | mM PMSF) est
ajouté, afin de resuspendre puis environ deux volumes de billes de lyse sont ajoutés. Six
séries de vortex de 30 secondes entrecoupées de 30 secondes dans la glace sont réalisées. Puis
un volume de tampon (300 ul) est rajouté. Le tout est centrifugé 3 minutes a 13 000 rpm a
4°C pour éliminer les billes ainsi que les débris cellulaires. Récupérer le surnageant et doser
les protéines par un Bradford.

- Lyse par la Presse de French : Elle permet d’extraire les protéines grace a de fortes
pressions qui broient les levures. Une culture de levure de 50 ml est centrifugée 5 minutes a
basse vitesse, 3000 rpm puis le culot est repris dans 1 ml de PBS 1X contenant des inhibiteurs
de protéases (Mini complete de roche). Le liquide est ensuite placé dans la presse de French

puis une pression de 2,8 bars est exercée. Les protéines peuvent étre récupérées puis dosées.
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¢ Extraction rapide des protéines de levure en vue d’analyse sur Western-

Blot

Lorsqu’une culture de 5 ml a atteint une densité optique d’environ 0.7, trois millilitres de cette
culture sont centrifugés a basse vitesse, 3 000 rpm pendant 5 minutes a température ambiante.
Le culot est incubé 5 minutes sur la glace puis resuspendu dans 150 pl d’une solution
contenant 73.9% d’H20, 18.5% de NAOH 10M et 7.6% de B-mercaptoethanol. Le tube est
incubé 10 minutes sur la glace, puis 150 pl d’une solution contenant 50% d’H20 et 50% de
TCA 100% sont ajoutés ; une seconde incubation 10 minutes dans la glace est réalisée. Le
tube est centrifugé 2 minutes a 4°C et le culot est lavé avec 1 ml d’acétone. Apres une
derniere centrifugation le culot est repris dans 100 ul de bleu de charge, Laemmli 2X (2 ul de
Tris-HCI pH 7.5 sont ajoutés si le mélange devient vert, trop acide). L’échantillon est
dénaturé 5 minutes a 95°C puis centrifugé rapidement pour €tre soit déposé sur un gel SDS-

PAGE ou soit stocké a -20°C.

11.5.1.2 Analyses des protéines

¢ Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé par la technique de Bradford a 1’aide du réactif Bio-Rad

Protein Assay (Bio Rad) selon les indications du fournisseur.
¢ Séparation des protéines sur un gel de polyacrylamide

Les protéines sont séparées selon leur masse moléculaire sur un gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes, 10% SDS. Les gels précoulés et le systeme de migration proviennent
du fournisseur Invitrogen (NuPAGE- 1 mm d’épaisseur). Les échantillons qui sont repris dans
le bleu de charge Invitrogen sont déposés sur le gel et I’électrophorese est réalisée a voltage

constant (200 V) pendant 45 minutes en tampon MOPS.
¢ Western-blot : Imnmunodétection de protéines d’intéréts

Le transfert des protéines se fait sur une membrane de nitrocellulose 0.45 pm (Schleicher and
Schuell) par transfert liquide puis la membrane est incubée 1 heure a température ambiante
sous agitation dans une solution de saturation (5% de lait écrémé en poudre). La membrane
est ensuite incubée 1 heure dans une solution TBS contenant I’anticorps primaire dirigé contre
la protéine d’intérét avant d’étre lavée 5 fois, Sminutes dans du tampon TBS. La membrane
est alors placée sous agitation dans une solution TBS contenant I’anticorps secondaire dirigé

contre 1’anticorps primaire et couplé a une peroxydase avant d’étre a nouveau lavée 5 fois, 5
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minutes dans du tampon TBS. La révélation est effectuée avec une solution d’ECL (ECL,
Amersham) suivi d’une analyse par le phosphoimager Chemistart 5000 de chez Vilber-

Lourmat.
+» Coloration au bleu

Apres 1’électrophorese, le gel de polyacrylamide est rincé trois fois 5 minutes dans I’eau, puis

incubé 1 heure dans la solution de Coomassie de Biorad puis décoloré 1 heure dans de 1’eau.
¢ Coloration a I’argent

Une coloration a I’argent est beaucoup plus sensible qu’une coloration au bleu.
Apres 1’électrophorese, le gel de polyacrylamide subit différents traitements suivant les

indications du kit de chez Roche.
+¢ Identification des protéines par spectrométrie de masse

Les bandes intéressantes révélées sur les gels colorés a 1’argent et au bleu sont découpées puis
digérées dans un gel trypsique comme décrit (Shevchenko et al., 1996). L’analyse et

I’interprétation furent réalisées par Innova Proteomics (Rennes, France).

I1.6 Méthodes peu communes et originales m’ayant suivies tout

au long de cette these

I1.6.1 Test de sensibilité

11.6.1.1 Principe (figure 55)

Le principe est détaillé dans les articles 1 et 2 de ca manuscrit : Des souches de levures
contenant un prion sont étalées sur un milieu riche YPD. Sur ce milieu sont déposés des filtres
a antibiogrammes et sur ces filtres sont déposées les drogues a tester. Le composé pourra
diffuser dans le milieu et ainsi créer un gradient de concentration. Proche de la pastille, la
concentration du composé sera élevée, et plus nous nous en éloignerons plus la concentration
diminuera. Apres incubation a 25°C, le temps que les levures de développent, si un composé
est actif, c’est-a-dire s’il posseéde une activité antiprion, nous pourrons voir apparaitre un halo
rouge autour de la pastille ou le composé a été déposé. Le fait que ce soit visuel par un
systtme colorimétrique blanc-rouge est un énorme avantage. De plus, nous pouvons
déterminer la toxicité d’un composé par une inhibition de croissance qui se traduit par une
coloration verte autour de la pastille ainsi que I’efficacité d’un composé par la taille de son

halo rouge.
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I11.6.1.2 Souches de levure utilisées

- Souche de levures 74-D694 contenant un prion de levures [PSI+], de variant « strong » car
avec ce type de souche il est plus facile de discriminer une souche [psi-] d’une souche [PSI+].
- Souche de levures NT34 (Mata, ade2-1, trpl-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura2::HIS3,
pDALS ::ADE2, [URE3]) contenant un autre prion de levure [URE3].

1 night at 30°C 'i

/ / i T-
(1) (2)
.i ®3)
= . 3 days 3 davs ¢
V at4C  * atio9ocs oe—————— T+
(8) (4)

Criblage secondaire sur
I’autre prion de levure

|

test contre le
Prion de mammiféere

D’apres Bach et al., 2003

Figure 55 : Criblage haut-débit en systeme levure, d’inhibiteurs des prions.

Des cellules de levures contenant un prion sont étalées sur un milieu riche, puis des
filtres a antibiogramme sont déposés a la surface du milieu afin de déposer dessus les
différentes drogues a tester. Les boites sont mises a incuber 3 jours a 29°C puis 3 jours a
4°C. Les drogues déposées diffusent dans le milieu, autour du filtre et si une molécule
se révele avoir une activité antiprion, un halo de colonies rouges apparait autour du
filtre. En effet, les colonies qui étaient blanches au départ car contenant un prion
deviennent rouges apres l’effet de cure de la protéine prion par la molécule. Cette
molécule est ensuite testée contre un deuxieme prion de levure et si elle se révele
toujours active, elle est testée contre le prion de mammifere en systeme mammifere. Le
DMSO, solvant, des drogues testées est utilis¢é comme controle négatif (en haut a
gauche) et le chlorure de guanidium comme contr6le positif (en bas a droite).

Chacun possede un systeme rapporteur différent pour discriminer les souches curées des
souches non curées (figure 56) :

Souches [PSI+]: La forme normale du prion est la protéine Sup35p, un facteur de
terminaison de la traduction. Ainsi, le systeme rapporteur est basé sur la fidélité de la synthese
protéique via I'utilisation de I’allele adel-14 qui possede un codon stop (UGA) a la place du
codon UGG (Trp) en position 240 du cadre de lecture (ORF) du géne ADEI. Lorsque les
cellules contiennent la protéine sous forme anormale, non fonctionnelle [PS/+], le ribosome

ne peut pas lire le codon stop, ainsi les cellules peuvent produire I’enzyme Adelp et sont
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capables de croitre sur un milieu dépourvu en adénine (SD-Ade) et forment des colonies
blanches sur un milieu riche. Au contraire, lorsque les cellules ne contiennent pas la protéine
sous forme prion mais sous forme normale, fonctionnelle, la traduction de 1’allele adel-14 se
termine au codon stop empéchant ainsi la synthese de 1’adénine et ne pourront donc pas se
développer sur un milieu dépourvu d’adénine. Elles formeront des colonies rouges sur un
milieu riche dii a I’accumulation d’un intermédiaire de la chaine de synthese de I’adénine qui
s’oxyde, formant ainsi un pigment rouge.

Ainsi, partant d’une colonie [PSI+] blanche sur milieu riche YPD, le critére pour la recherche
de composés antiprion est leur capacité a transformer les colonies blanches en colonies

rouges.

a
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Figure 56: Systemes rapporteurs des deux prions de levure utilisés pour nos cribles.
a. Sup35p est un facteur de terminaison de la traduction; Lorsque dans une cellule ayant
un codon stop dans son gene ADEI, Sup35p est sous conformation normale, non agrégée,
la protéine liera le codon stop et la protéine Adelp ne sera pas produite. Cette protéine
étant nécessaire dans la chaine de synthese de 1’adénine, son absence provoquera un arrét
dans la chaine et I’accumulation d’un pigment rouge. La souche [psi-] formera des
colonies rouges et ne pourra croitre sur un milieu dépourvu d’adénine. Au contraire,
lorsque Sup35p est sous conformation prion, c’est-a-dire agrégée, la protéine ne peut
donc accomplir sa fonction et il y aura translecture. Le géne ADE] pourra étre traduit. La
souche [PSI+] formera des colonies blanches et pourra croitre sur un milieu dépourvu
d’adénine.

b. Ure2p est, dans un milieu riche, un répresseur du facteur de transcription Gln3p qui lui-
méme active la transcription du gene DALS; Lorsque dans une cellule ayant le gene ADE?2
sous le contrdle du promoteur DALS, Ure2p est sous conformation normale, non agrégée,
la protéine se liera a la protéine Gln3p qui ne pourra donc activer la transcription du gene
ADE?2. Comme dans le cas de [psi-], la souche [URE3] formera des colonies rouges et ne
pourra croitre sur un milieu dépourvu d’adénine. Au contraire, lorsqu’Ure2p est sous
conformation prion, la protéine ne pourra se lier a GIn3p, qui pourra ainsi aller activer la
transcription de ADE2. La souche [URE3] formera des colonies blanches et pourra croitre
sur un milieu dépourvu d’adénine. )



Souches [URE3]: La forme normale du prion est la protéine Ure2p, un régulateur du
métabolisme azoté. Sur un milieu contenant une source riche en azote (ammonium,
glutamine) cette protéine bloque le facteur de transcription GIn3p dans le cytoplasme en se
fixant directement a lui. Ceci inhibe toute transcription du gene DALS, la perméase nécessaire
a l'entrée de D’allantoate et de 1’ureidosuccinate (USA) impliqués dans la syntheése de
I'uracile. Le systeme rapporteur est basé sur le fait que le cadre de lecture de DALS est
remplacé par le gene ADE?2 dans une souche ou le gene ADE?2 est délété. Le gene DALS n’est
pas transcrit lorsqu’Ure2p est active. Ainsi lorsque les cellules contiennent le prion [URE3],
la protéine n’est pas active et ADE2 peut étre transcrit. Les levures formeront des colonies
blanches sur milieu riche YPD et pourront croitre sur un milieu dépourvu en adénine alors
que les levures ne contenant pas le prion [ure3-0] formeront des colonies rouges et ne

pourront pas se développer sur un milieu dépourvu en adénine.

Les levures, en plus d’avoir une membrane, ont une paroi ; ce qui rend la perméabilité a de
nombreux composés, limitée. Pour contourner ce probleme, le gene ERG6, codant pour une
stérol méthyl transférase intervenant dans la synthése de 1’ergostérol, impliqué dans la
composition de la membrane a été inactivé dans le variant 74-D694. Cette souche est
auxotrophique pour le tryptophane (elle contient 1’allele trp/-289). L’inactivation du gene
TRPI est synthétique 1étal avec I’inactivation du gene ERGO. Pour cette raison le cadre de
lecture du gene ERG6 a été remplacé par celui du gene TRPI (marqueur génétique). Ainsi le
génotype obtenu est : Mata, adel-14, trpl1-289, his34200, ura3-52, leu2-3,112, erg6::TRPI,
[PSI+]. Et la souche obtenu nommée STRgb6 est beaucoup plus perméable aux différents

composés testés.

11.6.1.3 Approche pratique

La quantité de cellules STRg6 a étaler a été optimisée : environ 340 ul d’une culture en milieu
liquide riche YPD a 30°C, de densité optique 0.5. Les cellules sont étalées sur des boites de
pétri carrées de 144 cm? (12 cm X 12 cm).

Une dose de chlorure de guanidium est nécessaire pour augmenter la sensibilité du test. Le
GuHCI est un inhibiteur chimique de Hspl04p, un chaperon de protéine essentiel a la
propagation des prions de levure. Cependant une inhibition de HsplO4p ou bien une
surexpression telle un traitement avec 2 a 5 mM de GuHCI cure les cellules du prion. En
additionnant une dose sub-efficace de GuHCI (200 uM, environ 5 a 10% de la dose active

pour I’inhibition de Hspl104p), nous trouvons que 1’activité de tous les composés est
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augmentée ce traduisant par un effet de synergie avec le GuHCI suggérant que tous ces
composés agissent dans des voies distinctes que celle du GuHCI.

En plus des composés a tester, nous déposons deux controdles : un négatif en haut a gauche, le
DMSO qui est le solvant dans lequel sont repris les composés et un positif en bas a droite, le
GuHClI, 5 pl d’un stock 300 mM.

Les boites de pétri sont mises a incuber trois jours a 25°C puis trois jours a 4°C pour
permettre 1’intensification de la coloration. Apres incubation a 4°C, les boites peuvent étre

observées et scannées.
11.6.1.4 Elimination des faux-positifs

Les faux positifs sont en particulier ceux qui interferent avec le systeme rapporteur blanc-
rouge. Par exemple les drogues qui inhibent I’activité enzymatique ou 1’expression des
enzymes Adelp et Ade2p meneront a la formation de colonies rouges. Ces faux positifs sont
assez faciles a éliminer puisque leur effet sur la coloration des colonies devrait étre réversé sur
un milieu vierge de drogues. Ainsi, il suffit juste de repiquer les colonies provenant du halo
rouge, de les laver dans de I’eau stérile et de les restrier sur un milieu riche YPD dépourvu de
drogue. Si les cellules deviennent blanches, c’est que le composé interférait avec le systeme
colorimétrique. Au contraire, si les cellules forment toujours des colonies rouges, c’est que le

composé est probablement une drogue antiprion (figure 57, d’apres I’ article 2).
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D’apres Bach et al., 2006

Figure 57: Elimination des faux positifs interférant avec le test colorimétrique.

Les cellules situées dans le halo rouge sont prélevées a I’aide d’une anse de platine stérile,
lavées dans de I’eau stérile et restriées sur un milieu riche dépourvu de drogues. Si elles
forment des colonies blanches, c’est que la molécule testée agit sur le systeéme rapporteur
(par exemple en inhibant Adelp ou Ade2p). Au contraire, si elles forment des colonies
rouges, c’est que la molécule testée est bien active contre les prions de levures.
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I1.6.2 Tests cellulaires en cellules de mammiferes

11.6.2.1 Criblage de composés actifs contre le prion de mammifere

Le criblage a été effectué en incubant, les cellules Rov ou Mov infectées, pendant une
semaine dans des plaques 6 puits en présence de doses croissantes de nos drogues. Les
gammes allaient de 0 & 30 uM pour les cellules ROV et de 0 a 15 uM pour les cellules MOV.
A la fin de la semaine d’incubation les cellules sont lavées dans le PBS, lysées comme décrit
ci-dessous puis les protéines sont dosées avec le « Bicinchoninic acid assay » (BCA, Pierce).
Les extraits protéiques sont ensuite digérés a la protéinase K pour réaliser le test d’activité de

nos drogues contre le prion de mammifere (figure 58).
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Figure 58 : Tests cellulaires.

Le test consiste a mettre en culture des cellules MOV (cellules de souris infectées
par 1’agent du srapie) avec ou non la drogue antiprion, pendant une semaine. Les
cellules sont ensuite lysées et 1’extrait protéique est digéré a la protéinase K (PK).
La présence de PrP apres digestion est révélée par immuno-marquage a I’aide d’un
anticorps anti PrP. Si la drogue testée a une activité antiprion en syseme
mammifere, PrP devient sensible a la PK, au contraire si la molécule est
inefficace, PrP peut étre visualisée apres immuno-marquage. Dans I’exemple
donné, on peut voir que 30 uM de 6AP curent quasi totalement le prion.

11.6.2.2 Test : Résistance a la protéinase K

Afin de détecter la PrP™, 500 pg d’extraits protéiques sont digérés par 2 ug de protéinase K

puis 3 ul de bleu de bromophénol sont ajoutés permettant de mieux visualiser le culot. Le tout
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est incubé deux heures a 37°C. La réaction est stoppée par 1’ajout de 4 mM de péfabloc 100
mM. Les tubes sont mis a centrifugés 30 minutes a 13 000 rpm a température ambiante puis le
surnageant est enlevé. Une deuxieme centrifugation de 1 minute permettra de retirer
totalement le surnageant. Enfin 20 ul de bleu de charge 2X sont ajoutés puis les échantillons
sont dénaturés 10 minutes a 100°C et préts a étre déposés sur un gel SDS-PAGE pour une
analyse par western-blot avec un anticorps anti PrP™, le ICSM18. Lorsque les cellules sont
non infectées et que c’est I'effet des drogues sur la PrP normale qui veut étre visualisé,
I’anticorps utilisé est le 4F2 a une dilution de 1/5000. La quantification de la PrP restante
(PrP™) comparé au contrdle est réalisée a 1’aide du phosphoimager Chemistart 5000 de chez

Vilber-Lourmat.

I1.6.3 Chromatographie d’affinité sur drogues immobilisées

Figure 59. Cette méthode est décrite dans les articles 3 et 4 de ce manuscrit.

11.6.3.1 Tampons
Tampons d’homogénéisations (de lyse) :

Extraits de Levures : Le tampon d’homogénéisation est composé de 25 mM Tris pH

7.4, 100 mM NacCl, 0.2 % Triton x100 et PMSF 1 mM final.

Extraits de Porc et de cellules humaines : Le tampon d’homogénéisation est composé
de 60 mM de B-glycerophosphate, 15 mM de p-nitrophénylphosphate, 25 mM de MOPS (pH
7.2), 15 mM d’EGTA, 15 mM MgCI2, 1 mM dithiothreitol, I mM de sodium vanadate, 1 mM

de NaF, 1 mM de phenylphosphate, 10 ug de Leupeptin a 10 mg/ml, 10 ug de Aprotinin a 10
mg/ml, 10 ug de Soybean Trypsin Inhibitor (SBTI) a 10 mg/ml et 100 uM de Benzamidine.
Extraits de cellules de lapins et de souris : Le tampon d’homogénéisation est composé

de Déoxycholate de sodium 0.5%, de Triton X-100 0.5% et de Tris-HCI 50 mM pH 7.4.

Extraits totaux d’ARN : Le tampon final est constitué d’eau traitée au Di Ethyl Pyro
Carbonate (DEPC).

Tampon de lavage des billes :

Le tampon de lavage est composé de 50 mM tris (pH 7.4), 5 mM de NaF, 250 mM de
NaCl, 5 mM EDTA, 0.1% de Nonidet P-40, 10 pg/ml de leupeptine, aprotinine, et de Soybean
Trypsin Inhibitor (SBTI), et 100 uM de benzamidine.
11.6.3.2 Préparation des extraits

De levures : 2 méthodes :
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- Lyse par les billes de verre: Une culture de 50 ml, de DO située entre 0.5 et 1 est

centrifugée 5 minutes a 3000 rpm puis le surnageant est retiré. Pour un volume de cellules, un
volume de tampon (300 pl) est ajouté, afin de resuspendre puis environ deux volumes de
billes de lyse sont ajoutés. Six séries de vortex de 30 secondes entrecoupées de 30 secondes
dans la glace sont réalisées. Puis un volume de tampon (300 ul) est rajouté. Le tout est
centrifugé 3 minutes a 13 000 rpm a 4°C pour éliminer les billes ainsi que les débris
cellulaires. Récupérer le surnageant et doser les protéines par un Bradford et charger
immédiatement sur la matrice d’affinité.

- Presse de French : Elle permet d’extraire les protéines grace a de fortes pressions qui broient

les levures. Une culture de levure de 50 ml est centrifugée 5 minutes a basse vitesse, 3000
rpm puis le culot est repris dans 1 ml de PBS 1X contenant des inhibiteurs de protéases (Mini
complete de roche). Le liquide est ensuite placé dans la presse de French puis une pression de
2,8 bars est exercée. Les protéines peuvent étre récupérées puis dosées et enfin chargées sur la
matrice d’affinité.

De porc : Le cerveau est découpé en fins morceaux a 1’aide d’une lame de scalpel
propre puis mis dans un tube a centrifuger de 50 ml. Le tampon d’homogénéisation est ajouté
suivant un rapport de 2 ml pour 1 g de cerveau. Le tout est broyé dans le potter puis soniqué a
une amplitude de 30, 6 pulses de 10 secondes. Apres une centrifugation de 15 minutes a
13000 rpm a 4 °C le surnageant est récupéré et les protéines dosées par un Bradford et
chargées immédiatement sur la matrice d’affinité.

De cellules de lapin et de souris : Si on part de cultures en flasques T25 (25 cm?) : Le
milieu de culture est enlevé puis les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS 1X puis lysées
avec 1 ml de tampon d’homogénéisation. Le flasque est incubé 10 minutes a 4°C, le lysat est
ensuite collecté dans un tube de 1.5 ml puis centrifugé 1 minute a 2000 rpm. Les protéines
peuvent étre dosées par le systtme Micro BCA, Pierce puis immédiatement chargées sur la
matrice d’affinité.

D’ARN totaux de levures : cf plus haut
11.6.3.3 Chromatographie d’affinité

Juste avant utilisation, 10 ul de billes couplées a la drogue sont lavées 4 fois avec 1 ml de
tampon de lavage puis resuspendues dans 100 ul de ce tampon. 200 pug d’extraits de levures
ou 2 mg d’extraits de cellules mammiféres ou encore 5 pug d’extrait d’ARN totaux sont
ajoutés puis le tampon de lavage est immédiatement ajouté afin d’atteindre un volume final de

600 ul. Les tubes sont mis a incuber 30 minutes sur une roue a 4°C.
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Des compétitions avec des drogues actives ou inactives furent également réalisées avec des
composés libres (ou bien le volume correspondant de DMSO) a une concentartion finale de 1
mM. Ces derniers sont incubés avec les extraits pendant 3 minutes avant d’€tre ajouté sur la
matrice d’affinité puis le tampon de lavage des billes contenant la méme concentration de
composés libres (1 mM) est immédiatement ajouté pour atteindre un volume final de 600 pl.
Des traitements RNases furent également realisés par ajout de RNases A a la concentration
finale de 100 pg/ml dans les divers extraits cellulaires puis incubés 20 minutes a temperature

ambiante avant d’étre ajoutés sur la matrice d’affinité.
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Figure 59 : approche biochimique pour I’identification des cibles de molécules a activité anti-prion.
a. Un bras amino caproylaminopentyloxy est greffé a notre molécule antiprion 6AP afin de fixer au bout
de ce bras une bille sépharose. L’activité antiprion de notre molécule avec son bras est testée en systeme
levure. Nous pouvons observer que la fixation en position 1 inhibe 1’activité de la molécule mais pas
lorsque le bras est greffé en position 3 de la molécule. Cette derniere sera donc utilisée pour les
expériences de chromatographie d’affinité.

b. Des extraits cellulaires (de diverses origines) sont mis en contact avec notre matrice. Apres des
lavages intensifs, les protéines restant fixées a la matrice sont mises a migrer sur gel SDS puis colorées
via une coloration a I’argent. Les protéines se liant spécifiquement sont analysées par spectrométrie de
masse. Différents contrdles sont réalisés pour identifier les fixations spécifiques: 1. les extraits cellulaires
sont passés sur une matrice sans drogue, 3. une compétition est réalisée avec la drogue antiprion libre,
cette derniere empéchera les protéines de se fixer sur la matrice drogue-bille et enfin 4. une compétition
est réalisée avec la drogue inactive libre, cette derniere ne devrait pas empécher la fixation des protéines
sur notre matrice. Ainsi, les protéines se liant spécifiquement sont absentes sur la matrice sans drogue,
compétées par la drogue active libre et non compétées par la drogue inactive libre.



Apres de breves centrifugations a 10 000 X g puis aspiration du surnageant, les billes sont
lavées 4 fois dans le tampon de lavage puis reprises dans 40 ul de bleu de charge, Laemmli
2X. Apres une dénaturation 3 min a 95°C, les protéines liées aux billes sont déposées sur un
gel SDS-PAGE et analysées par western-blot ou coloration a I’argent.

Pour les expériences réalisées avec les ARN totaux, de nombreuses précautions doivent étre
prises : utilisation d’une eau DEPC (DiEthyl Pyro Carbonate), traitement a la RNasine des
billes et de toutes les solutions. Les échantillons sont repris dans du tampon SB 2X (10 % de
tampon TBE 10X, 90 % de formamyde et une pincée de Cyanol Xylene et de bromophénol)
et le gel polyacrylamide est un peu différent puisqu’il ne contient pas de gel de concentration ;
il s’agit d’un gel dénaturant contenant de 1’'urée 8 % (200 g d’urée, 40 ml de TBE 10X, 80 ml
d’Acryl 40 %, 80 ml de Bis 2 % et 56 ml d’H20) chauffé, filtré et ayant subi un pré-run. La
révélation se fait sous Ultra-Violets apres coloration de 15 minutes dans du TBE 1X + BET (6

ul pour 100 ml) suivie d’une décoloration de 15 minutes dans un bain de TBE 1X.

I1.6.4 Crible génétique
11.6.4.1 Principe

Recherche chez la levure, d’ADNc (aussi bien de levure que de mammiferes) dont la
surexpression empéche ou perturbe 1’effet antiprion de nos produits mais également recherche
de mutants de levure résistants ou hypersensibles a ces mémes molécules (figure 60). Cette
méthode est décrite dans 1’article 4.

11.6.4.2 Criblage de molécules « pro-prion »

Des souches de levures contenant le prion [PSI+] sont transformées par une banque de cDNA
CMB102 (80 ng/ul) portant le marqueur de sélection URA pour Uracile. Cette banque permet
une surexpression des cDNA de fagon inductible par le galactose.
Rendre les cellules compétentes

Centrifuger 50 ml d’une culture de levure en phase exponentielle (DO située entre 0.5 et 1)
pendant 4 minutes a température ambiante. Ajouter 1 ml de LiAc-mix (10% de LiAc 1M,
10% de TE 10X et 80% d’H20) et resuspendre afin de perméabiliser les cellules. Mettre le
tout dans un eppendorf et centrifuger a basse vitesse, 3 000 rpm pendant 1 minute. Enlever le
surnageant et reprendre le culot avec 600 ul de LiAc-mix. Les cellules sont prétes a étre

transformées ou bien a étre stockées dans 7% final de DMSO a -80°C.
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Transformation par la banque de cDNA CMB102

Transformation des cellules compétentes par la banque : A 250 ul de cellules compétentes

sont ajoutés 1 ul de la banque, 20 ul d’ADN entraineur (ADN de sperme de saumon) et 1200
ul de PEG-MIX (pour 100 ml : Mélanger 40 g de Polyethylene Glycol 4000 avec 100 ml de
LiAc-mix).

Transformation des cellules compétentes par un vecteur vide: A 30 ul de cellules

compétentes sont ajoutés 1 ul de vecteur vide portant le marqueur de sélection URA3, 5 ul
d’ADN entraineur (ADN de sperme de saumon) et 300 ul de PEG-MIX.
Le mélange est incubé 30 minutes en agitation sur une roue a température ambiante puis 15
minutes a 42°C dans un bain-marie. Le mélange est ensuite centrifugé 1 minute et le culot est
repris dans 1 ml de milieu riche YPD pendant deux heures a 29°C afin de laisser les levures se
régénérer. Centrifuger et reprendre le culot avec 150 ul de milieu riche YPD puis étaler 40 ul
sur un milieu riche curatif contenant 400 uM de GuHCI et 50 uM de 6AP ainsi que 2% de
galactose et de raffinose afin d’induire I’expression des cDNA mais dépourvu d’uracile afin
de sélectionner les cellules qui contiennent bien la banque. Enfin, incuber les boites a 30°C.

Sélection des clones « positifs »
Théoriquement sur un milieu contenant des drogues, les levures contenant le prion, de
couleurs blanches, deviennent rouges. Néanmoins il se peut que la surexpression d’'un cDNA
empéche ’effet de cure et dans ce cas, les levures restent blanches. Il est donc intéressant
d’isoler toutes les colonies blanches et de vérifier s’il s’agit de vrais « positifs ». Pour cela on
restrie chaque colonie blanche sur un milieu avec galactose et sur un milieu avec glucose.
Dans le cas du milieu avec galactose, les cDNA sont surexprimés et les colonies doivent
rester blanches, par contre sur un milieu avec glucose, I’expression des cDNA est réprimée et
les levures doivent redevenir rouges.

Identification des cDNA
Une fois les vrais « positifs » identifiés, il ne reste plus qu’a identifier le cDNA qui code pour
la protéine qui une fois surexprimée empéche la cure des prions par nos drogues. Pour cela
une extraction rapide de I’ADN génomique est réalisée suivie d’une réaction d’amplification a
I’aide d’un couple d’amorces : OBM1083 qui correspond a ’amorce M13 et OBM1082 qui
correspond a I’amorce T3, séquences présentes dans le plasmide de part et d’autre du gene
inséré. Ensuite, les produits de PCR sont purifiés puis envoyés a séquencer a la société

Millegen.
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Figure 60 : schématisation du crible génétique pour I’identification de
protéines “pro-prion”.

Une banque de cDNA (de diverses origines) exprimée sous un promoteur
inductible au galactose dans un plasmide de levure est transformée dans une
souche de levure [PSI+] (formant des colonies blanches) et les cellules sont
étalées sur un milieu contenant du galactose (condition ou I’expression des
cDNA est fortement induite) et les drogues antiprion. L’effet de cure rend les
colonies rouges. Les colonies qui restent blanches malgré la présence des
drogues antiprion expriment un cDNA dont la surexpression empéche la cure
par nos drogues. Ces colonies blanches sont restriées sur le méme milieu et
aussi en parallele sur un milieu contenant du glucose a la place du galactose;
afin de contrdler que les colonies isolées restent banches sur le milieu
inductible mais redeviennent rouges sur le milieu ou I’expression du cDNA est
réprimée. Dans I’exemple montré, un clone apparait €tre un faux positif (FP)
puisqu’il reste blanc sur le milieu contenant le glucose; la résistance n’est donc
pas causée par I’expression du cDNA.

11.6.4.3 Criblage de molécules « antiprion »
Préambule : YD1 est une souche qui apres traitement avec une drogue antiprion donne un

profil de «cible », c’est a dire que autour de la pastille ou a été déposée la drogue nous

pouvons visualiser un halo rouge (cure du prion) suivi d’un halo blanc (absence de cure) qui
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est lui méme suivi d’un halo rouge (récupération de la cure). L’idée du crible est de se mettre
dans les conditions ol une absence de cure est observée (diverses expériences ont déterminé
que 50 uM de 6AP satisfaisaient ces conditions d’absence de cure) et de transformer cette
souche YD1 par une banque d’ADN génomique pFL44 (voir les résultats non publiés).

Au niveau pratique, la méthode reste le méme que celle du criblage « pro-prion » sauf qu’ici,
les cellules sont différentes ainsi que la banque.

Le systeme d’identification est inversé par rapport a la méthode précédente : Normalement,
les colonies sont résistantes a la cure sur un milieu contenant 50 uM de 6AP, et sont donc
blanches. Ce qui nous intéresse sont les colonies qui apres transformation par la banque
expriment une protéine qui restaure la cure, ce qui est facilement visualisable par la coloration
rouge des colonies. Ainsi, dans ce crible, contrairement au précédent, nous recherchons les
colonies rouges. Une fois identifiés, les clones rouges sont restriés sur le méme milieu : SD-
URA+ 2% Glucose+ 50 uM 6AP+ 200 uM GuHCI. Une extraction de leur ADN plamidique
est réalisée afin d’amplifier les morceaux d’ADN du plasmide de la banque a 1’aide des
amorces OBM 1167 et OBM 1168. Les produits de PCR sont purifiés puis envoyés a
séquencer. Nous avons réalisé la réaction de séquence et le reste de I’analyse s’est fait a la
plate forme génomique de la station biologique de Roscoff.

Réaction de séquence : 0,5 pl de Big Dye V.3.1; 0,75 ul de tampon 5X ; 1 ul d’amorce (soit
OBM 1167 SOIT OBM 1168) ; 2 ul d’ADN et 0,75 ul d’H20 stérile.

L’amplification est réalisée dans un thermocycler en utilisant le programme suivant :

S min a 96°C durant 1 cycle
30 sec a2 96°C

30 sec a 50°C durant 50 cycles
4 min a 60°C

4°C
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C. Articles : Développement/Résultats

Les six articles de cette these suivent un méme fil conducteur : les molécules antiprion
isolées au laboratoire, notamment la 6AP et le GA.

Le criblage en systeme mammifere de molécules a activité antiprion est tres difficile, de
par sa lourdeur (par exemple, les manipulations doivent étre effectuées dans un
laboratoire de type P2/P3) et de par son coiit élevé. Pour contrer ces inconvénients une
méthode de criblage basée sur la levure Saccharomyces cerevisiae a été développée au
laboratoire et a permis d’isoler des molécules a activité antiprion. Ce crible est détaillé
dans les articles 1 et 2. Apres avoir isolé ces molécules antiprion, il était intéressant de
revenir a la recherche fondamentale afin d’élucider les mécanismes d’action de ces
molécules et ainsi éventuellement d’appréhender des mécanismes d’apparition, encore
largement inconnus, de ces maladies a prions. Une approche biochimique permenttant
de déterminer les cibles intracellulaires des molécules antiprion a ainsi été utilisée: la
chromatographie d’affinité sur matrice de drogues immobilisées, qui est décrite dans le
troisieme article. La limite de cette technique est la présence d’un bras « chimique » qui
est greffé a la drogue pouvant éventuellement empécher la fixation de certaines cibles
liées ou non a son activité biologique. Pour pallier a cet inconvénient, des approches
génétiques basées sur la levure Saccharomyces cerevisiae utilisant la drogue libre sans
bras chimique ont été développées. Ces approches sont décrites dans ’article 4. La
méthode de chromatographie d’affinité ainsi que les approches génétiques en levure sont
tout a fait complémentaires pour effectuer du criblage inverse afin d’élucider des
mécanismes fondamentaux. Les deux derniers articles décrivent les principaux résultats
de la these. L’article cinq concerne une molécule isolée grace a la méthode de criblage en
levure, a partir d’une chimiothéque de molécules au moins en phase 2 de tests cliniques.
Cette molécule est le Guanabenz (GA), une molécule déja en clinique pour le traitement
de P’hypertension. Le GA semble actif également ex vivo, dans un modele cellulaire
mammifere et in vivo dans des modeles murins de maladies a prions. L’article 6 décrit
les mécanismes d’actions possibles de deux drogues antiprion isolées au laboratoire : la
6-amino phénathridine (6AP) et le Guanabenz (GA). Ces résultats qu’il contient nous
permettent de proposer un mécanisme original et inattendu controlant la prionisation

impliquant le ribosome et sa fonction d’assistance au repliement des protéines.
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I. Mise au point d’un crible haut-débit en levure dans le but d’isoler des

drogues antiprion.

Articles 1 et 2

Présentation/Résumé

L’objectif que 1’on s’était donné dans un premier temps €tait d’isoler des molécules ayant une
activité antiprion. Nous sommes partis de deux constats :

1. les méthodes de criblage existantes en systtme mammifere sont lourdes, cofiteuses et

peu efficaces (le haut-débit est donc tres difficile)
2. l’existence de prions chez la levure, inoffensifs tant pour la levure que pour le
manipulateur,

et une hypothese : les mécanismes d’apparition et de propagation des prions sont conservés
de la levure a ’homme.
Nous avons donc mis au point une méthode de criblage in vivo en levure. Celle-ci a fait
I’objet d’un dépdt de brevet. Les deux premiers articles de ce manuscrit, décrivent en détail la
méthode de criblage en levure que nous avons mise au point au laboratoire pour cribler des
molécules a activité antiprion.
Cette méthode de criblage est constituée de deux étapes : une premiere qui consiste a tester les
molécules contre un premier prion de levure, [PS/+] et une deuxieme qui consiste a tester les
molécules efficaces contre le premier prion contre un deuxieéme prion de levure, [URE3].
L’idée était que des molécules efficaces contre deux protéines prion tres différentes, tant par
leur structure que par leur fonction, devaient étre efficaces contre tous les prions en général et
non pas spécifiquement contre un prion donné. Ces molécules actives contre les prions de
levure devaient étre celles qui ont le plus de chance d’étre actives contre le prion de
mammifere.
Le crible est basé sur un systeéme colorimétrique blanc-rouge : les levures qui contiennent la
protéine sous forme prion, agrégée et insoluble, forment des colonies blanches alors que les
levures qui contiennent la protéine sous conformation non prion, non agrégée et soluble,
forment des colonies rouges. Nous cherchons donc parmi des collections de molécules
chimiques, des composés capables de conduire a la formation de colonies rouges, donc
potentiellement capables de curer le prion de levure considéré. Il est par ailleurs important de

repérer les faux-positifs : les molécules qui interferent avec le systeme rapporteur rendant
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ainsi les colonies rouges sans pour autant avoir d’activité antiprion. Pour cela, nous prélevons
les colonies devenues rouges en contact de la drogue puis nous les lavons avec de 1’eau avant
de les strier sur un milieu riche en absence de drogues. Si les colonies formées sont blanches
alors cela signifie que la drogue isolée interfere probablement avec le syst¢eme rapporteur. En
revanche, si les colonies restent rouges alors les drogues sont trés certainement capables de
curer le prion considéré.

De ces premiers cribles, six molécules ont pu étre isolées a partir d’une chimiotheque de 2500
molécules : cinq appartiennent a une nouvelle classe de molécules appelées kastellpaolitines
(en référence au nom breton de Saint-Pol-de-Léon preés de Roscoff) et la sixieme est la
phénanthridine, molécule bien connue et commercialisée comme base de synthese de
nombreuses molécules polycycliques. Grace a une approche structure-activité effectuée en
collaboration avec 1’équipe du chimiste Hervé Galons (Université René Descartes, Paris 6),
I’activité de la phénanthridine a été optimisée pour donner par exemple la 6-amino-
phénanthridine (6AP).

Les molécules actives isolées de ces cribles ont ensuite été testées ex vivo dans trois systemes
cellulaires mammiferes différents : 1- des cellules murines N2a infectées par la souche de
prion RML ou 22L, 2- les cellules de lapin ROV exprimant la PrP ovine et infectée par le
prion ovin, 3- les cellules murines MOV exprimant la PrP ovine et infectée par le prion ovin.
La plupart de ces molécules actives in vivo contre les prions de levure [PS/+] et [URE3] se
sont avérées actives contre le prion de mammifere. Inversement, des molécules actives isolées
contre le prion de mammifeére, comme par exemple la Quinacrine ou la Chlorpromazine se
sont également avérées actives dans notre systeme de criblage en levure contre [PSI+] et
[URE3].

Tous ces résultats suggerent que les mécanismes de « prionisation » sont bien conservés de la
levure a I’homme, validant ainsi notre méthode de criblage pour isoler des molécules a
activité antiprion mais aussi la levure comme modele pour I’étude des mécanismes
d’apparition et de maintien des prions.

Il serait maintenant intéressant de tester ces molécules actives contre les prions dans des
modeles pour d’autres maladies neurodégénératives comme par exemple, les maladies
d’Alzheimer ou de Huntington dont on pense qu’elles peuvent avoir des mécanismes
d’apparition communs avec les maladies a prions.

L’objectif suivant a alors été d’essayer de comprendre les mécanismes d’action, au niveau
cellulaire, de ces molécules. Les articles 3 et 4 décrivent des techiques permettant d’atteindre

cet ojectif.
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Prions are misfolded proteins capable of propagating their altered conformation which are com-
monly considered as the causative agent of transmissible spongiform encephalopathies, a class
of fatal neurodegenerative diseases. Currently, no treatment for prion-based diseases is available.
Recently we have developed a rapid, yeast-based, two-step assay to screen for anti-prion drugs [1].
This new method allowed us to identify several compounds that are effective in vivo against bud-
ding yeast [PS/+] and [URE3] prions but also able to promote mammalian prion clearance in three
different cell culture-based assays. Taken together, these results validate our method as an eco-
nomic and efficient high-throughput screening approach to identify novel prion inhibitors or to
carry on comptehensive structure-activity studies for already isclated anti-mammalian prion
drugs. These results suggest furthermore that biochemical pathways controlling prion formation
andfor maintenance are conserved from yeast to human and thus amenable to pharmacological
and genetic analysis. Finally, it would be very interesting to test active drugs isolated using the
yeast-based assay in models for other diseases (neurodegenerative or not) involving amyloid fibers
like Huntington's, Parkinson’s or Alzheimer's diseases.
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- Yeast-based assays

ment [2, 3] has been received initially with skepticism.

Since the outhreak of the mad cow digease, prions stand
in the crogsfire of general public attention, animated sci-
entific debate and major political and economical deci-
sions. Stanley Prusiner's hypothesis that a protein on its
own, Le. without the informational support of a specitic
nucleic acid, can become a devastating infectious ele-
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Scientific evidence gathered over several decades now
leaves little room for an alternative explanation.
According to the “protein only” hypothesis prions are
infectious proteing. This concept of a protein-based infec-
tious element is now commonly admitted and even con-
sidered by many ag proven in various model systems as
filamentous fungus Podospora ansernna [4] or budding
veast Saccharomyces cerevisiae [b, 6] and also very
recently, in mammals [7]. Prion-based diseases include
acrapie in sheep, bovine gpongiform encephalopathy
(BSE) in cattle and Creutzfeldt-Jakeoh disease (CJD) in
humans. All these yet incurable neurcdegenerative disor-
ders are thus thought to be due to non-conventional infec-
tious agents mainly constituted of a single protein, PrP a
GPI anchored protein expressed at the surface of numer-
oug cell types including neurons. Indeed PrP exists as two
forms, a “norral” form (PrP<) and a pathological, misfold-
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ed and protease resistant forrn (PrP5¢). PrPC mainly con-
gists of a-helices and does not form aggregates. Dudng
the course of the disease, PrP®¢ accumulates and is capa-
ble of converting the normal form PrP€ to this altered con-
formation and is therefore infectious [3]. This pathological
form, PrP¢, i rich in sttrand secondary structure, forms
large aggregates [8] and is proposed to be folded into [3-
helical structure [9] .

Prions have been identified in mammals [3], in the fil-
amentous fungus P anserna [10] and in budding yeast S.
cerevisiae [11]. Although pricn proteing present in all
these organisms do not show obvious sequence sirnilari-
ty, they chare a number of properties: formation of amy-
loids, proteinase K resistance etc.

While mammalian PrP represents the “real” prion (the
disease causative agent), prons in fungi ((Het-s] in P
ansering and [PSI+] or [URES] In 3. cerevisiae), are safe for
human and propagate in micro-organisms that are easily
tractable genetically, especially in the case of 8. cerevisr-
ae. In addition, pron infectivity can be generated in vitro
from recombinant material and assayed relatively easily
in these two fungal systems [4-6]).

To date, there is no efficient treatment for prion-based
diseages [12, 13]. Several approaches towards the devel-
opment of prion disease therapies are currently explored
[14], in particular pharmacological drugs promoting PrP®e
clearance in varoug mammalian cell culture assays
[16-20]. These assays are based on the fact that PrP*¢, bug
not PrP°, is markedly resistant to proteinase K: after pro-
teinase K treatment, the absence or presence of PrP (as
detected by immunoclogical analysis) indicates whether
the protein was in its normal form (PrP<) or in its insolu-
ble, protease-resistant and pathogenic formm (PrP=°).
Becauge of the technical complexity of thig scresning
method (for example, all the manipulations have to be
done in highly secure laboratories), investigations have
been first Imited to clinically-used compounds that are
knowr to cross the blood brain barrier. Nevertheless afew
active molecules have been identified using this
approach. The two most efficient were initially quinacrine
(an anti-malaria agent) and chlorpromazine (an antipsy-
chotic drug). Later on, bis-acridines, chemical dimers of
quinacrine analogs tethered by a linker, have heen found
to be about ten fold more active than quinacrine [21].
However, neither quinacrine nor chorpromazine turned
out to be active in vivoin varous mouse rmodels for prion-
based diseases (22, 23]. Recently an automated version of
the murine neuroblastoma-based assay has been devel-
oped in a 96 -well plates format for cell culture assays [24).
Using this automated version of the mammalian assay, a
collection of 2000 FDA-approved drugs has been tested
and among the most active molecules, in addition to some
polyphencls, quinacrine and chlorpromazine were again
found but none of the isclated compounds were active in
vivo in mouse models [25] highlighting the need to assess
in viveo in marnmealian rmodels molecules active ex vivo in
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cell-baged assays. These methods, although useful, are
difficult to adapt to high-throughput screening. For this
reason we have get up a yeast-based assay to isolate
drugs active against mammealian prions (1, 28].

The most intensively studied yeast prions, [URES] and
[PSI+], correspond respectively to the prion form of the
UreZp and Supl3bp proteins (for a review see [27]). Urelp
protein ig involved in the regulation of nitrogen metabo-
lism and is dispensakble for viahility. In contrast, Sup3bp,
the ortholog of mammalian eRF3, is a translation termina-
tion factor and is absolutely esgential for cell viability. In
yeast, priong are detected by the loss of function of the
corresponding proteins; the [PSI+] prion, for instance, is
detected as a partial loss of function of the Sup3bp pro-
tein. In its prion state, Sup3bp becomes inscluble and is
thus inactivated [28, 28]. Since, Sup3dbp ig part of the
translation termination complex, trangition to the prion
state leads to an increased translational readthrough of
stop codons. Beyond the conceptualidentity, yeast prions
exhibit major differences when compared to mammealian
prions. First, yeast prions do not kill cells, they even do not
cause “disease” [30]. Prion-infected yeast straing grow
nearly as well as wild-type, and even better under certain
growth conditions [31] suggesting that in yeast these pri-
ohs may play a role in evolution and contribute to adapta-
tion. In addition, unlike to the membrans-hound PrP. fun-
gal prion proteing are cytogolic. PrP and fungal prion pro-
teins share no primary sequence homology but only a sim-
ilar domain organization with a poorly structured domain
appended to a well folded globular domain. Like mam-
malian prion, fungal prion propagation is intimately con-
nected with amyloid aggregation [32, 33].

It has been known for a long tirne that millimolar con-
centrations of guanidine hydrochloride (GuHCI) lead to
logs (cure) of hoth [URES] and [PSI+] [34]. Following GuHC!
treatment, Sup3bp no longer aggregates. However, this
curing effect is reversible as Sup3bp maintains its ability
to be reconverted into the inscluble infectious form. This
curing effect most certainly results frorn inactivation of
the Hap104p chaperone protein [35—37] whose function is
to regolubilize protein aggregates notably after heat
denaturation. Knock-out of the H3PI04 gene [38] like
treatment of yeast cells with 3-b mM of GuHCI (for at least
8 generation times) leads to elimination (cure) of the
[P3I+] phenotype. All known budding veast prions need
Hspl04p to ensure their own auto-catalytic inactivation
[38]. However pharmacological targeting of HeplQ4p is
not an option to inhikit prion replication in mammals
gince, although it ig conserved in bacteria, fungl and
plants, Hep104p homologs appear to be absent in animals.
Thus Hep104p clearly does not constitute a good screen-
ing target for igolation of melecules active against mam-
malian prions. For this reason, we have developad an in
vivo yeast-based assay to screen for molecules active
against yeast prions in condition where the Hspl1QO4p
pathway is partially inactivated by using sub-effective
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concentrations of GuHCI, thus optimizing our chances to
target HsplO4dp independent pathways [1] (see below).
The initial hypothesis assumed the existence of con-
served pathways controlling priong in budding yeast and
marn. The uge of yeast allowed us to degign a very simple,
economic, safe and rapid method to screen for anti-prion
drugs. The few active molecules rapidly isolated from
large chemical libraries using the yeast-based assay
could subsequently be tested ex vivo against mammalian
prion using the more complex marnmalian cell culture
procedures. Finelly in wive anti-prion activity of com-
pounds efficient in both cell culture-baged assays could
be evaluated using murine models for prion-based dis-
sases.

In a firet gtudy, we screened several chemically
diverse libraries of compounds (consisting of either syn-
thetic molecules or natural products purified from various
sources by academic laboratories) for the ability to cure
the [P3I+] phenotype in a primary screen using a simple
colordmetric reporter system. Drugs active against the
[PSI+] phenotype were then tested for their activity
against the [URE3] phenotype using a similar simple
gcreen. Because of the structural and functional diver-
gence of Sup3bp and UreZp proteins, molecules also
active in this secondary screen were considerad likely to
be active against yeast prions in general. Using this two
step assay, we isolated six active compounds from the
first Hhrary of 2500 molecules [1]. Five belong to a new
clags of molecules (kastellpaclitines), whilst the sixth is an
already known molecule (phenanthrdine). In addition,
using a structure-activity approach, we synthesized sev-
eral phenanthridine dedvatives, 1in particular 6-
aminophenanthridine (BAP), which were even rmore
potent than the molecules identified in the screen. Very
interestingly, quinacrine and chlorpromazine, two phar-
macological compounds known to promote mammalian
prion clearance ex vivo, were also active in our yeast-
based method. Conversely all the molecules which we
found pogitive in our assays were alzo found to be active
against mammalian pron in vadous cellular systems
[18-20]. We could thus continue to rapidly and efficiently
screen large and very diverse chemical libraries (more
than 15 000 melecules screened to date, one person can
manually test up to 500 compounds per day) to isclate a
number of new molecules active against both yeast pri-
ong. Asg expected, most of them tumed out to be also
active against mammalian prion (N. Deshan and M.
Blondel, unpublished results). Taken together, all these
results validate our method for finding new anti-prion
druge and furthermore suggest that, although mam-
malian priong and yeast priong exhibit clear differences,
the hiochemical pathways controlling their formation
and/or maintenance are conserved from veast to human.
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2 Methodology

2.1 Development of a yeast-based assay to screen for anti-
prion compounds

Our screening method is based on the fact that in [P3f+]
cells, most of the Sup3bp protein, which is a subunit
(eRI'3) of the eukaryotic release factor, is sequestered into
protein aggregates and is thus unavailable to function in
translation termination. As a result, [P3H+] causes a heri-
table change in the fidelity of protein synthesis due to
ribogsormes having an increased tendency to readthrough
stop codons. The adel-14 allele, which contains an opal
stop codon in the heginning of the ORF of the ADET aux-
otrophic marker encoding gene, provides a convenient
colorimetric method of monitoring the Sup3bp state [38].
When Sup3bp is in its aggregated prion conforrmation {in
[P3I+] cells), increased readthrough this opal codon allows
cells to grow on adenine-deficient synthetic medium (SD-
Ade) and prevents the accumulation of metabolic by-
products that cause colonies to appear red on rich medi-
um (YPD). [P3I+] cells thus form white colonies on YPD.
When Supdbp is in its normal soluble form {n [psr-] cells),
translation of the adel-14 alele terminates at the opal
codon, preventing cells from growing on SD-Ade and
leading to the formation of red colonies on YPD. We made
use of this color change to screen chemical librardes for
anti-prdon molecules. As for mammalian priong, several
[PST+] “strains” exist, some are termed “weak” because
they exhibit a weak non sense suppression phenotype
leading to a pink coloration on rich medium. In contrast,
“strong” [PSI+] strains give white colonies on rich medi-
um. We choose to uze strong [PSI+] straing because the
red coloration, an indication of curing efficiency, is easier
to follow. [n addition, yeast cells are naturally poorly per-
meable for most chemical compounds, probably due to
the fact that, in addition to a plasma membrane, they also
have a cell wall. To increase yeast cell permeability, we
constructed a strong [PSH+] strain (STRgB) from the 74-
DEG4 strain [38] in which the ERGE gene was replaced by
the TRP! auxotrophic marker [40]. ERGE encodes an
enzyme involved in ergostercl metaholism thus ergfA
cells have an altered lipid composition probably explain-
ing their increased permeability to a growing list of chern-
ical compounds. This STRgE strain is then spread on YPD
solid medium in a square Petrd plate and small filters (sim-
ilar to those used for antibiograms) are placed on the agar
surface. On these filters, compounds to be tested are
deposited. They then diffuse into the surrounding medi-
um establishing a concentration gradient. Thus this sim-
ple method allows, in one experiment, to test a full con-
centration gradient.

To get up the method, GuHCl wag first deposited ona
cell layer of either STRgE or the isogenic wild type strain
(74-DE94 strain). This allowed us to demonstrate that
ergBA cells are also more permeable to GuHCI (Fig. 1A). To
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A DMSO GuHCI
(10pl) (10ul of a 300mM solution)

wWT
(74-D694)

erg6A mutant
(STRg6)

B YPD YPD

6AP :
(10ul at 10mM) _

C DMSO 6AP GuHCI
(10ul at 10mM)  (10ul of a 300mM solution)

[SI] [psi-] [Psi-]

Figure 1. Development of the yeast-based assay: use of antibiogram filters and of argbA mutants, adjustment of the assay sensitivity and the simplest

method to detect false positive interfering with the colorimetric detection system.

A- ERGowt (upper panel) and erg6A strains (lower panel) is spread on a rich (YPD) medium and small filters similar to the ones used for antibiograms are
placed on the agar surface. DMSQO, the compound vehicle, is deposited on the left filters and the same quantity of GuH is applied an the right filters.
Note that a halo of red colonies appears around filters where GuHCl was spotted and that this hale is much bigger when an erg6A strain was used
instead of the ERG 6wt strain.

B- The same quantity of 6AP is filter-spotted on YPD medium not supplemented (left panel), or supplemented with 200 (middle panel) or 500 pM GuHCI
(right panel). Note that increasing the quantity of GuHC in the medium increases both the activity of 6AP (thus sensitivity of the method) but also the
background coloration.

C- Cells from red colonies (sampled around filters containing either active compounds or the positive contrel GuHCI) form red colonies after extensive
washing and streaking on compound-free YPD. In contrast, in the case of a false positive, <ells sampled around filters surrounded by a red hale, would
form white colonies. As a negative control, cells sampled from around the DMSO-spotted filter still formed white colonies
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screen the chemical library, a different drug should be
applied on each filter (Fig. 2), except for the top left filter
where DMSO, the compounds vehicle, is deposited (neg-
ative control -) and for the bottom right filter where GuH-
Clis added (positive control: +). As previously mentioned,
all known budding yeast prions need Hspl04p to ensure
their propagation and this chaperone protein was report-
ed to be inhibited by 3-5 mM of GuHCI (34, 36]. To
increase the sensitivity of our screening method, a sub-
effective doge of GuUHCI was added to the YPD medium.
We choose a concentration of 200 pM which represents
about one twentieth of the effective curing concentration.
The rationale behind this was that this might allow iden-
tification of compounds that act synergistically with
GuHCI and thug affect a different target than HsplQO4p.
When adrug is active in curing the [PST+] prion, a halo of
red colonies appears around the filter where the drug was
applied. In the example shown in Fig. 2, oche moleculs
gives a strong posgitive gignal, in addition to the pogitive
control. We next evaluated the effect of adding a sub-
effective amount of GuHCI to the YPD medium by com-
paring both the halo diameter and the intengity of red col-
oration obtained for one of our active molecules, GAP,
uging YPD medium not supplemented or supplemented
with either, 200 pM or 800 uM GuHCI (Fig. 1B). 8AP is
much less active on medium without GuHCI and much
more active on medium containing 500 pM GuHCI, as
compared to cells grown on YPD supplemented with
200 pM GuHCI, the current assay conditions. This result
was also observed for all other active compounds we iso-
lated [1]. The synergy betwesn these molecules and GuH-
Cl suggests that they act on a pathway distinet from the
GuHClsensitive HsplOdp pathway To date we only
obtained drugs exhibiting strong synergy with GuHCI
but, in principle, it should also be possikle to obtain drugs
exhibiting just an additive effect or no interference. We
alzo note that the bagal coloration of colonies shifted from
white to pink when the sub-sffective concentration of
GuHClwas increased (Mg, 1B). A small quantity of GuHCI
in the medium thus considerably enhances the sensitivi-
ty of the method, but at the same time also increases the
background coloration. The situation looks like the one
observed with argentic photography where the more sen-
gitive the emulgion, the lese contrast iz obtained. We alzo
tested all the positive hits on FRGEwt [P31+] cells and
found that they were also active, althcugh to a signifi-
cantly lower extent than on the ergfA [FRI+] strain used
for the primary screen [1]. This indicates that the activity
of our compounds is independent from the ERGE gene
deletion but that inactivation of thiz gene clearly
increased the sensitivity of our method.

2.2 Implementation of a [URE3] based secondary screen

To define whether compounds isclated in this primary
[F8T4 |-hased screen could also be active against another

62 © 2006 WileyVCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Biotechnol. J. 2006, 1, 58-67

yeast prion, a secondary screen hased on the [URE?] pri-
on was designed. An adeZA strain (in which the ADEZ
gene was replaced by the KanMX gene) was constructed
in which the ORF of the DALS gene wag replaced by that
of the ADEZ gene. This strain is similar to the one already
described [41] except that in our case the coding
sequence of the ADEZ gene replaces that of DALS. In
order to increase cell permeability, the coding sequence
of ERGE gene wasg also replaced by that of the TRPI gene.
In thig strain, DT10, transcription of ADEZ thus depends
on the state of Uredp: if UreZp ig inactivated by a prion
mechanism ((URES] cells), DALS gene iz actively tran-
scribed whereas in [ure3-0] cells, it is not. As a result,
[URE3S] cells of the DT10 strain will form white colonies
whereas [ure3-0] cells will form red colonies. This second-
ary screen is thus based on the same colorimetric agsay
as our primary test. Phenanthridine, AP, 6A-8CP and GA-
8tI'P were found to be also active against [URES] prion [1].
The same results were obtained for KPs which was
expected given the structural similarities between all
these molecules. Because of the structural and functional
divergence of Sup3bp and UreZp proteins, compounds
active against both [PSI+] and [UREZ] prions are likely to
be active against veast prions in general.

2.3 ldentification of false positives interfering with the
colorimetric detection system

A classical artifact which can be encountered using the
red coloration-based veast assay ig to izolate compounds
not active against yeast prions but rather interfering with
the adenine biosynthesis pathway, responsible for the red
coloration when interrupted. For example, drugs active
against the Adelp or AdeZp enzymes should also, in prin-
ciple, lead to accumulation of metabolic byproducts lead-
ing to formation of red colonies without any effect against
[PSI+] or [URE3Z]. Detection of such compounds can be
easgily achieved using various method all based on the fact
that cells treated with drugs active against yeast prion
atill give rige to red colonies after extensive washing and
subgequent plating on cormpound free YPD. Indeed, ocnoe
[P3I+] prionis cured, the [psri-] status remains stable, even
after removal of the active drug. In contrast, if a compound
interfering with adenine biogsynthesis pathway is
removed, cells, after rinsing, will give rge to white
colonies thus allowing easy detection of such false posgi-
tives. The simplest method (Fig. 1 panel C) is, after rins-
ing in sterile water the cells from red colonies (around fil-
ters containing either active compounds or the positive
control GuHCl), to inoculate these on drug free medium
and to check whether they still form red colonies, thus
indicating that [PSI+] or [JRES] prdong had been cured in
cells of the red colonies as a result of the chemical treat-
ment. In the game experment, cells from the negative
contrel should also be tested to check that they continue
to form white colonies.
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1. First step : High-Throughput Screening of a chemical
compounds library against a first yeast prion ([PS/])
(2ul at 10mM in DMSO)

DMSO
(10uh

ysip ujad Jad paise) spunodwod Juaiayip 0

+

2. Second step : Test of the active molecules against
a second yeast prion ([URE3])

LAV e Y

3 L
X GuHCI
(20ul at 10mM) (10ul of a 300mM solution)

DMSO
(10ul)

3. Test ex vivo against mammalian
prion in cell culture assay

GuHCI
(10ul of a 300mM solution)

4. Test in vivo in diseased
animals (mouse models) for
prion-based diseases

-
e — .

I Yeast prion experiments in classical laboratories [] Mammalian prion experiments in highly secured laboratories

Figure 2. Schematic representation of the complete procedure: from yeast to mouse.

1- The STRgb strain (see text) is spread on a Petri dish containing rich YPD medium supplemented with 200 pM GuHCI, antibiogram filters are placed on
the agar surface and individual compounds are applied onto each filter, except on the top left filter where only DMSO is added (the compound vehicle,
negative control, -) and on the bottom right filter where GuHCI (300 mM in solution in DMSO) is spotted (positive control, +). A halo of red colonies
around a filter indicates that a compound active against the [PS/4] prion was applied. In the example shown, one molecule is strongly active (compound

X, surrounded by the white circle).

2- compound X is then tested against the [URE3] prion using a similar colorimetric assay.

3- If active, it is then tested ex vive for its ability to promote mammalian prion clearance using the various mammalian cell-based assays.

4- If active in the previous assay, it is then evaluated irt vive using a murine model for prion-based diseases.

Note that the first two steps, which are yeast-based, allow high-throughput screening because they are simple, economic and safe (no need for highly

secured laboratory).

2.4  Further confirmation of prion-curing activity of isclated
molecules

Anti-prion activity of isolated compounds should be fur-

ther corroborated by curing experiments carred out in
liquid medium. For this approach, FRGEwt [P3I+| rather

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

than ergfA [P3I+] cells should be used because the latter
grow poorly in iquid culture. In addition, the [psi-] status
of cured cells could be checked by performing biochemi-
calexperiments to look at the aggregation state of Sup3bp
using differential centrifugation followed by Western blot
analysis as classically described [42]. Finally, efficient
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Figure 3. Exvive evaluation of anti-mammalian prion activity of the most active compounds.

A

Evaluation of 6A-8CP activity against the RML murine prion strain in murine neuroblastoma
infected cells. Cells were treated during seven days with the indicated concentrations of 6A-
8CP and then lysed. After proteinase K digestion, cell lysates were subjected to Western blot
analysis to evaluate the level of remaining PrP (PrP). Note that 6A-8CP significantly pro-
mates PrP5° clearance in a dose dependent manner as compared to DMSO-treated control

cells.

. Evaluation of BAP activity against the 127S sheep prion strain in infected Mov cells {(murine

neuroglial cells expressing ovine PrP). Cells were treated during six days with the indicated
concentrations of 6AP. The level of remaining PrP*° (an indication of curing efficiency) was
evaluated by Western blot analysis after proteinase K digestion. 6AP is able to induce a sub-
stantial decrease in PrP*° accumulation in a dose dependent manner as compared to
DMSO-treated control cells.

C. Evaluation of AP and 6A-8CP activity against the 1275 sheep prion strain in infected Rov

B. Mov system (sheep prion)

NH;
N=—

cells (rabbit kidney epithelial RK13 cells expressing ovine PrP). Cells were treated during six
days with the indicated concentrations of 6AP or 6A-8CP. The level of remaining PrP* (an

/! indication of curing efficiency) was evaluated by Western blot analysis after proteinase K

O
DMSO 6AP
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C. Rov system (sheep prion)
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cure of [URES] can also be evaluated using another
reporter eystem: [URES] cells grow on USA medium,
wheraas [ure3-0] cells do not. By comparing the number
of colonies in a synthetic medium supplemented with
uracil (SD+Ura) where both [URES] and [ure3-0] cells grow
and on USA mediumwhere only [JRE3] cells grow an esti-
mation of the curing effect of the isolated molecules could
be achieved.

2.5 Evaluation of anti -mammalian prion activity of the most
active compounds

Mclecules active against both yeast prions are subse-
cquently evaluated against mammalian prion. The active
compounds are first tested for their ability to promote
prion clearance in mammalian cell culture assays [18-20].
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digestion. Both 6AP and 6A-8CP are able to induce a substantial decrease in PrP%¢ accumu-
lation in a dose dependent manner as compared to DMSO-treated control cells.

Ag drugs active against one strain of prion may not be
active against other strains [24], the possibility to test the
gelected compounds in three different infected cellular
models should be considered. Indeed, molecules active in
all these mammalian cell-hased aszays could be congid-
ered with a high degree of confidence as active against
mammealian pricn, at least ex vivo. Briefly, the firat system
[18, 19] is based on murine neurchlastoma chronically
infected with the RML murne prion strain. The second
systemn [20] is distinct at several levels. First, it is not
based on newuroblastoma cells but rather on RK13 kidney
epithelial cells; second, these cells are not from mouse but
frorm rebbit (Rov cells); third, these cells replicate a sheep
prion strain (scrapie strain 1275). An additional system
based on murine peripheral neuroghial cells has been very
recently descrbed [15] and could also be used in further
trials. Figure 3 shows that 6AP and 6A-8CP, in addition to
efficiently promote PrP®¢ clearance in murine neuroblas-
toma system [1] (Fig. 3A), are also active in a dose-
dependent manner in the rabbit epithelial baged system
(Rov) (Fig. 3B) and in the Mov system (Fig. 3C) described
above. The next step will be to evaluate in vivo potency of
these compounds by testing their activity against the pro-
gresgion of the digease in murine models of prion-based
digorders [43].

2.6 Comparison of anti-prion activity of a set of compounds
in both mammalian and yeast systems

To validate our yeast-based assay as an sfficient high-
throughput screening method for the izolation of mole-
cules active against mammalian pron, we wanted to
deterrnine if drugs active against PrP*¢ in the rmammalian
ex vivo systems described above could also be active in
our yeast-baged assay. We found, for instance, that
quinacrine and chlorpromazine, two drugs active in the
mammealian systems, were also active in our [PSI+] and
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Chemical
inhibitors

Mammalian prion
(infectious and deleterious)

Regulation of nitrogen

utilization in yeast
[URE3]

[URE3] cells based assays [1]. Furthermore, a good corre-
lation wag found between results obtained in both sys-
tems: acepromagine which wasg shown to be sglightly
active in the mammalian systemn also exhibited a weak
activity in our veast-based assay and molecules inactive
in the mammealian assay like carbamazepine, imipramine,
haloperidol, chlorprothixene or methylene blue were also
inactive in our assay [1]. These results underline the sim-
ilarity between yeast and mammalian prion propagation
and/or maintenance mechanisms (Fig. 4).

3 Discussion

Our data strongly suggest that the biochemical mecha-
nisme controlling formation and/or maintenance of prions
in mammeals and in budding yveast share common features
which may have heen conserved throughout the evolu-
tion. Budding yeast thug constitutes an appropriate mod-
el to study the prion world and to screen for pharmaco-
logicalinhibitors able to counteract the deleterious effects
of mammalian prion. Such molecules should he of great
utility in combatting pricn-based digeases, not only in
human, but maybe also in animals (for ivestock as well as
forwild animals as some of these digeages alzo affect deer,
bison, lynxes and elks in North America [44]). Moreover,
the potential interest of these molecules may not be lim-
ited to pron-hased diseases but could probably he
extended to a variety of other amyloid-based pathologies
like Alzheimer's (AR and tau), Parkinson's {o-synuclein)
and Huntington's (huntingtin) diseases. Indesd, these
pathologies display a number of features common with
prion-based diseages: they all can be considered ag “pro-
tein folding diseases” and thus could share a number of
similar characteristics [46] and mechanisms of control
[46]. As an example it has been recently shown that hunt-
ingtin aggregation and prions are linked in a budding

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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termination in yeast

[PSI+]

Figure 4. Model of conservation of
biochemical pathways controlling
prion formation andfor mainte-
nance from yeast to mammals:

a challenging black box!

yeast model for Huntington disease [47-49]. Huntingtin
aggregates have been obtained in budding yeast. These
aggregates were toxic for yeast, but toxdicity and aggre-
gate formation occurred only in cells where ancther pro-
tein iz under its prion conformation ((ENC+] phenotype)
showing that, at least in this rather artificial system, a
varety of distinct amyloid fibers-hased diseases appears
to share some common control mechanisms [B0]. Very
recently, a veagt-based assay hag been developed to
screen for small molecules able to inhibit polyglutamine
aggregation and neurodegeneration in Huntington's dis-
ease neurons [b1]. It would be very interesting to test, in
our various agsays compounds isolated uging this method
and vice versa.

What is the mechanism of action of quinacrine, chlor-
promagine and of our active compounds? We noticed that,
in both murne neuroblastoma- and yeast-based systems,
cells need to be treated for at least about six generation
times in order to obgerve prion clearance. These cheerva-
tiong contrast with those made with multicyclic anionic
compounds like Congo red that directly binds to the B-
sheet structures of amyloidogenic proteing and therefore
promeotes prion clearance presumably by quenching the
build-up of PrP% [62]. The latter compounds only require
a few houre of treatment in murine neuroblagtoma chron-
ically infected with the RML murine prion strain [53]. This
difference suggests that quinacrne, chlorpromazine and
our active molecules do not act directly (fn ¢fs) on prion
aggregates but rather on the biochemical pathway(s)
required for prion formation and/or maintenance (in
trans). However, using varous yeast pron- or mammalian
prion-based in vitro systems, it is possible to test the
potential akility of igolated molecules to act directly on
amyloid fibers by promoting their resclubilization and/or
by preventing their agsembly. The difference in treatment
duration also suggests the possibility that guinacrine,
chlorpromazine and our active molecules could be active
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only in growing cells. At this stage, it remaing unclear
whether the same drugs can work on non-growing cells
(like neurons). For this reascn we also developped the use
of a rabbit cell-based assay (Rov cells) described above.
Indeed, in this system when drugs are applied to cell cul-
ture, cells already reached confluency (thus these are not
growing cells). In addition, to clarfy this point, we are
now testing our best compounds in vivo on animal mod-
els for prion-based diseases.

We are also currently focusing our work on the identi-
fication of the intracellular biochemical targets of our
drugs which we expect to be conserved in rmarmmals,
using both genetic and kicchemical approaches. Beside
the obvious fundamental interest to identify biochernical
mechanisms involved in prion appearance and/or propa-
gation, these cel components, once identified, could
become moelecular targets for the development of a high-
ly selective, mechanism-baged, cell-free screening
assays.

To finigh, our system represents an additional exam-
ple of the screening methods successtully using yeast as
a pharmacclogical tool to gscreen for drugs active for the
treatment of human diseases [b4]. We anticipate that
“hurmanized veast models” for hurnan disases willbe more
and more commonly used in the next future in the drug
acreening field.

This work was carried out in the Iaboratory of Dr. Lau-
rent Meijer who is warmly acknowledged for his contini-
ing support. We also thank 3.J. Saupe and M. Koken for
critical reading of the manuscript and members of our lab-
oratories for helpful discussions. This article is dedicated
to the memory of Pr. Dominique DORMONT, with whom
some of the work presented here was carried out. Thig
research was supported by the GIS “Infections a prionsg”
from the French "Ministérs de la Recherche”, a PRIF from
the “Conseil Régional de Bretagne”, an ACI “Jeune
Chercheur” from the french “Ministére de Ia Recherche”,
a grant from “CRITT Banté Bretagne” and an “ Ingénicur
de valorisation * fellowship from the CNRS
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Abstract

Recently, we have developed a yeast-based (Saccharomyces cerevisiae) assay to isolate drugs active against mammalian prions. The ini-
tial assumption was that mechanisms controlling prion appearance and/or propagation could be conserved from yeast to human, as it is
the case for most of the major cell biology regulatory mechanisms. Indeed, the vast majority of drugs we isolated as active against both
[PSI"] and [URE3] budding yeast prions turned out to be also active against mammalian prion in three different mammalian cell-based
assays. These results strongly argue in favor of common prion controlling mechanisms conserved in eukaryotes, thus validating our yeast-
based assay and also the use of budding yeast to identify antiprion compounds and to study the prion world.

© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Prion; Screening assay; Budding yeast; [PSI']; [URE3]; ERG6

1. Introduction

To date, there is no efficient treatment for prion-based
diseases [1,2]. Designing efficient therapeutic approaches is
made difficult by a number of problems. First, the nature of
the infectious agent (the prion) is not fully and unambigu-
ously identified. Second, the mechanisms of prion-mediated
toxicity are still poorly understood. Third, the diagnosis is
very difficult to establish firmly and can be made usually
only at later stages, after the onset of severe clinical symp-
toms. This point raises the important question whether the
neurodegenerative process can still be reversed efficiently at
this stage and even if so, whether it is not already too late to
provide a real therapeutic benefit to the patient. Interest-
ingly, a partial but significant answer to this last question
has been obtained using mice where the PRNP gene
(encoding for PrP protein) can be turned off. The depletion

* Corresponding author. Fax: +33 02 98 29 25 26.
E-mail address. blondel@sb-roscoff.fr (M. Blondel).

1046-2023/$ - see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ymeth.2006.04.005

of PrP® from neurons of prion-infected mice not only pre-
vented progression of clinical disease, but also reversed
spongiosis [3]. Thus, therapy aimed at reducing endogenous
PrP¢ or PrP% levels may well be effective after the appear-
ance of symptoms.

Based on the assumption that PrPS¢ corresponds to (or is
part of) the pathogenic entity, or at least the infectious
agent, various avenues for finding therapies for prion-based
diseases, aiming at reducing PrP¢ or PrP* levels, are cur-
rently explored. Among these approaches are active or pas-
sive vaccinations. These are based on the observations that
anti-PrP antibodies inhibit formation of PrP% in a cell-free
system [4] and also that anti-PrP antiserum reduces the
infectious titer of hamster brain homogenates about a hun-
dredfold [5]. Other approaches aim at the identification of
compounds able to stabilize PrPC, destabilize PrP%, or pre-
vent conversion from PrPC to PrP% and thereby decrease
the level of PrP>. Some of these approaches are based on
the use of cell-free systems [6-9], whereas other are based
on the use of mammalian cells chronically infected with
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PrP%® [10-13]. In these last assays, the presence of PrP™ is
monitored by the proteinase K sensitivity assay. Although
clearly useful, these various cell-based assays are not easily
amenable to high-throughput screening, in particular
because experiments have to be done in highly secured lab-
oratories. The possibility to screen large chemical libraries
appears to be important. For these reasons, we developed a
rapid and economical budding yeast-based two step assay
to screen for antiprion drugs [14]. Our initial assumption
was that mechanisms controlling prion appearance and/or
propagation could be conserved from vyeast to human.
Indeed, most of the drugs we isolated as active against bud-
ding yeast (Saccharomyces cerevisiae) prions turned out to
be also active to promote PrP% clearance in three different
mammalian cell-based assays [10-13]. In addition, most of
the compounds isolated as active in mammalian cell-based
assays that we tested were also found to be active in the
yeast-based assay [14]. Taken together, these results
strongly suggest the existence of prion controlling mecha-
nism(s) conserved from yeast to human, thus validating
yeast as an appropriate model to study prion appearance
and propagation but also the yeast-based approach to
efficiently detect compounds active against mammalian
prion from large chemical libraries. Furthermore the yeast-
based method can also be used to rapidly make comprehen-
sive structure—activity relationship (SAR) studies for
already identified active molecules.

The general principles of our two steps yeast-based
method have been already described elsewhere [14]. Briefly
the two steps are based on the use of a white or red colonies
coloration system. Yeast cells, when unable to synthesize
adenine due to inactivation of the ADEI or ADE2 genes
{two genes encoding for enzymes involved in the adenine
biosynthesis pathway), produce red colonies on rich (YPD)
medium because of the accumulation of metabolic by-prod-
ucts of the adenine biosynthesis pathway (these metabolic
by-products, after oxidation, appear red). The first step of
the screening is based on the [PSI'] phenotype that corre-
sponds to the prion state of Sup35p, a subunit (also called
eRF3) of the eukaryotic release factor. In [PSI7] cells,
Sup35p is mainly sequestered into protein aggregates and
thus unavailable to function in translation termination. As
a result, ribosomes have an increased tendency to read
through stop codons. A convenient reporter system to
monitor this heritable change in protein synthesis fidelity is
the use of adel-I4 allele in which an opal stop codon
(UGA) replaces the UGG (Trp) codon at position 240 in
the open reading frame (ORF) of the ADE] gene [15].
Because of the ability of ribosomes to read through stop
codons in [PSI] cells, these cells produce functional Adelp
enzyme and thus are able to grow on adenine-deficient
medium (SD-Ade) and to form white colonies on rich
medium, in spite of being genetically auxotrophic for ade-
nine. In contrast, in [psi~] cells where Sup35p is in its nor-
mal soluble form, translation of the adel-I14 allele
terminates at the opal codon hence preventing cells from
growing on SD-Ade and leading to red colonies on YPD

medium. Thus, starting from [PSI] cells forming white col-
onies on YPD, the criteria used for drug libraries screening
is the ability of the tested molecules, to shift colonies color-
ation from white to red. A secondary screen based on the
[URE3] prion, which correspond to the prion state of
Ure2p protein, was implemented by adapting a previously
designed strain [16] (see¢ the article by Brachman et al in
this issue). Briefly, the ORF of the DALS gene was replaced
by that of the A DE2 gene in an ade2 A [URE3] strain. The
DALS5 gene is not transcribed when Ure2p is active. Hence,
if Ure2p is inactivated by a prion mechanism ([URE3]
cells), ADE2 is actively transcribed, resulting in the forma-
tion of white colonies on YPD medium whereas [ure-o] cells
form red colonies.

2. Description of method
2.1. Yeast strains

Convenient strains for the primary [PSI']-based screen
are “weak” and “strong” variants of the 74-D694 strain [17].
A strong 74-D694 strain usually gives better results than a
weak 74-D694 strain because of the clearer difference in col-
oration between [psi | and [PSI'] colonies due to the
strength of the prion strain. Conversely, the use of a weak
variant can be considered, as the prion may be less stable and
thus easier to eliminate (Sup35p is less intensively aggre-
gated). Standard yeast growth conditions and genetic manip-
ulations are as described [18,19] The cornerstone of the
method is the use of small sterile filters similar to those used
for antibiograms. [PST'] cells (forming white colonies) are
spread on a YPD solid medium (12cm x 12em Petri plates
are the most convenient to test many different drugs on the
same plate and to have an easy square grid that allows test-
ing of 30 different compounds together with controls—sece
Fig. 1). These small (6 mm of diameter) filters (Schleicher and
Schuell, references: 10321260—for velumes up to 20ul, or
10321860—for volumes up to 8 pl) are deposited on the top
of the agar surface. A different compound from the chemical
library to screen is spotted on each filter. This compound
then diffuses in the surrounding medium, establishing a full
concentration gradient. The size of the halo of red colonies
should thus be proportional to the activity of the corre-
sponding compound, as long as the compounds have the
same ability to diffuse into the agar medium. In addition,
drugs active against yeast prions but toxic at high concentra-
tion will result in a halo of non-growing cells surrounded by
a crown of red colonies (Fig. 1B). Thus, in a simple experi-
ment, semi-quantitative information on activity and toxicity
can be obtained. The quantity of [PRION" cells to spread on
Petri plates has been optimized for each strain as indicated
below.

Budding veast cells exhibit a limited permeability to a
number of chemical compounds, probably because, in addi-
tion to a plasma membrane, they are also surrounded by a
cell wall. In addition, compared to higher eukaryotic cells,
yeast cell membrane has a special lipid composition. Sev-
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Fig. 1. (A) Screening system: a square Petri plate (12cm x 12 cm) containing YPD solid medium supplemented with GuHCI to a final concentration of
200 pM is positioned onto a 32 position grid. Small filters (similar to the one used for antibiograms) are added on the top of agar surface according to the
grid. Compounds from a 96-well plate organized chemical library are deposited (2-5 pl of a 5-10mM solution in DMSO) one on each filter except on the
top left filter where the negative control (DMSO, the compounds vehicle) and on the bottom right filter where the positive control (GuHCI, 5pl of a
300 mM solution in DMSO) are added. Plates are then incubated for three days at 25 °C, followed by 1-3 days at 4 °C and then photographed. On the
example shown, in addition to the positive control (bottom right filter), one compound (X) is active (a halo of red colonies appears around the filter)
whereas several others are toxic (halos of non-growing cells that appear brown/orange—the color of the YPD medium—around the filter). (B) In one sim-
ple experiment a compound toxic at high concentration but active at lower concentration can be visualized. The molecules deposited on the top left and
the bottom filters are toxic at high concentration but, in contrast to the last one, the first one is active against yeast prions at sub-toxic concentration: a
crown of red colonies appears around a halo of non-growing cells (which reveals the orange/brown color of the medium). Note that the compound depos-
ited on the top right filter is active and not toXic, even at the higher concentration (in the immediate vicinity of the filter). (C) A simple assay to eliminate
false positive compounds interfering with the colorimetric assay. Cells from the red halo are picked up with a sterile loop, washed in sterile water and then
streaked on drug-free YPD medium. If they form white colonies (top panel), it means that the corresponding drug was acting on the colorimetric reporter
system (e.g,, by inhibiting Adelp or Ade2p enzymes). In contrast, if these cells form red colonies, the corresponding molecule is a good candidate for being

active against yeast prions.

eral genetic tricks allow circumventing this permeability
problem. One example is the inactivation of one or several
of the PDR genes encoding ATP-binding cassette (ABC)
transporters (or transcription factors controlling their
expression) which in yeast, by mediating drug efflux as in
higher eukaryotes, are involved in multi-drug resistance
(MDR) [20]. Other ways to increase the limited permeabil-
ity of yeast cells aim to alter membrane and/or cell wall
composition thereby directly affecting cell permeability. In
this category lies the inactivation of the ERG6 gene. The
ERG6 gene encodes for a sterol methyltransferase, which
acts in the last steps of ergosterol biosynthesis. Limited per-
meability of yeast cells to small molecules is thought to be
related, at least in part, to the unique sterol composition of
fungal membranes, which are enriched in the steroid ergos-
terol. erg64 cells thus have an altered membrane composi-
tion and, as a result, exhibit increased permeability to a
growing list of chemical compounds, in particular to small
lipophilic drugs [21] For example, the 268 proteasome
inhibitor MG132 or the vesicular traffic inhibitor Brefeldin

A are not active in wild-type (WT) cells whereas they are
very active when applied to ergd A cells [22,23]. For this rea-
son, we decided to delete the ORF of the ER(G6 gene in a
strong variant of 74-D694. This strain is auxotrophic for
tryptophan (it contains the trpl-289 allele of the TRPI
gene, Table 1). Inactivation of the TRPJ gene is syntheti-
cally lethal (or at least synthetically sick) with inactivation
of the ERG6 gene ([24] and our personal observations),
most probably because ergosterol is required for targeting
of tryptophan permease to the yeast plasma membrane [25].
For these reason, we replaced the ORF of the FRG6 gene
by the TRPI genetic marker therefore ensuring that erg64
transformants are able to synthesize their own tryptophan.
In addition, the absolute genetic link between the ERG6S
gene inactivation and the TRP/ genetic marker allows eas-
ier genetic crosses with trpl A strains as all erg6 4 segregants
obtained are also TRPJ/wt. Hence, the genotype of the
erg6A [PSI'] “strong” strain {(STRg6) we created is as fol-
low: Mata, adel-14, trpl-289, his3A200, ura3-52, leu2-3,112,
erg6::TRPI, [PSI'].
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Table 1

Strain list

Strain name Relevant genotype Source
74-D694 Mata, adel-14, trpl-289, his3 A 200, ura3-52, leu2-3,112, { PSI'| [17]
STRg6 Mata, adel-14, trpl-289, kis3 A 200, ura3-52, leu2-3,112, erg6:: TRPI, [PSI+] [14]
CC34 Mata, ade2-1, trpl-1, leu2-3,112, his3-11,15, wa2:: HIS3, [URF3 ] [26]
NT34 Mata, ade2-1, trpl-1, leu2-3,112, his3-11,15, wra2:: HIS3, dai5::ADE2, [URE3] [14]
SB35 Mata, ade2-1, trpl-1, leu2-3,112, his3-11,15, wra2:: HIS3, dai5: . ADE2, erg6::TRPI, {URE3] [14]
NT35 Mata, ade2-1::KanMX, trpl-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura2:: HIS3, dal5::ADE2, erg6::TRPI, fURFE3] [14]

For the secondary screen, we adapted a rationale previ-
ously used [16] in a CC34 strain (Mata, ade2-1, trpl-1, leu2-
3,112, his3-11,15, ura2::HIS3, [URE3] strain [26]). In this
strain, the ORF of the DAL5 gene was replaced by that of
the 4 DE2 gene. In addition, the ade?-/ gene was replaced
by the KanMX marker to avoid possible interference of a
putative [PST'] appearance on red/white colony coloration
in this strain. Finally, the ORF of the ERG6 gene was
replaced by the TRP/ marker in order to increase cell per-
meability. Tn this NT35 strain (Mata, ade2-1:: KanMX, trpl-
I, lew2-3,112,  his3-11,15, wral2::HIS3, dal5::ADE2,
ergo::TRPI, [URE3]), if Ure2p is inactivated by a prion
mechanism ([URE3] cells), ADE? is actively transcribed,
resulting in the formation of white colonies on YPD
medium whereas [#re-o] cells form red colonies.

Concerning the storage and the use of the erg6/ strains
generated, it is important to note that, probably due to their
altered plasma membrane lipid composition, they exhibit a
number of pleiotropic phenotypes, including low transfor-
mation efficiency, reduced growth rate and low ability to
recover from stationary phase [24]. These phenotypes are
largely dependent on the genetic background. For example,
the NT35 strain grows nearly like isogenic WT cells,
whereas the STRg6 strain exhibits a significantly reduced
growth rate and, in addition, recovers very poorly from
even a very short passage in stationary phase. For this rea-
son, the STRg6 strain should be kept in exponential phase
of growth by restreaking it every two days on a fresh syn-
thetic medium lacking tryptophan (SD-Trp) and incubated
at 25°C.

2.2. Practical approach of the screening assay

The quantity of STRg6 (primary [PSI"]-based screen)
and NT35 (secondary [URE3}-based screen) cells to spread
have been optimized in order to have a nice layer of colo-
nies: an excessive number of colonies reduces the possible
number of generations for the cells which are spread (there-
fore potentially reducing the chance to have an efficient
cure) whereas an insufficient number of cells decreases the
possibility to obtain a nice, clear and sharp red halo. About
350-400 ul of a STRg6 liquid YPD culture grown at 25°C
(ODgo  n=05) should be spread on a 144cm?
(12cm x 12em) square Petri plate (CML, reference:
BP124S14) whereas, in the case of NT33, 150-200ul of a
liquid YPD culture grown at 25°C (0D pm = 0-5) should
be used.

The medium used is classical YPD medium (see below).
It appears that the type of yeast extract used for medium
preparation can have some effect on the intensity of the red
coloration of [prion™ ] colonies. The optimal coloration was
obtained with Fisher Scientific Labosi yeast extract (refer-
ence: AS8080540). Another modification to the YPD
medium recipe is the addition of sub-efficient dose of guani-
dine hydrochloride (GuHCI). GuHCI is a chemical inhibi-
tor of HsplO4p [27-29], a protein chaperone essential for
propagation of prions in budding yeast [17] by leading to
prion aggregates shearing, therefore allowing seed “replica-
tion™. Inhibition of HsplO4p and curing effect requires
treatment with 2-5mM of GuHCI for cells maintained in
exponential phase of growth for at least six generation
times. Hsp104p is not a good screening target for antiprion
assays, as it does not seem to be conserved in vertebrates.
For this reason, we tested the effect of adding sub-effective
doses of GuHCl in the YPD medium [14] We found that
the activity of all the compounds we isolated so far is
strongly synergized by such a sub-effective dose of GuHCL
This synergy suggests that all these active molecules act on
pathway(s) distinct from the GuHCl-sensitive Hspl04p
pathway. As most of these drugs also turned out to be
active to promote mammalian prion clearance in the three
mammalian cell-based assays described above, we believe
these pathways to be conserved from yeast to human (see
Concluding remarks). A GuHCI dose of 200 uM (about 5-
10% of the active dose for inhibition of HsplO4p) was
determined as optimal screening conditions (enhanced sen-
sitivity and good white/red contrast). Higher doses,
although increasing the activity of compounds, also
enhances the background coloration (which turns from
white to pink). Thus the recipe we use for YPD medium is
as follows (for one liter): 10g Bacto Yeast Extract (Fisher
TLabosi Scientific, reference: A8080540), 20 g Bacto Peptone
(Difco, reference: 211677), 20g p-glucose monohydrate
(Fluka, reference: 49160}, 20g Bacto Agar (Difco, refer-
ence: 214010)—for solid medium, completed to 11 with
distilled water. The media are sterilized by autoclaving for
20min at 120°C. After autoclaving, agar containing media
are cooled down to about 50-60°C, GuHCI (650l of a
300mM stock solution in DMSO to reach a final concen-
tration of 200 uM) is added and the plates are poured.

A grid with 32 positions for positioning the small filters
was also optimized: it allows testing of 30 different com-
pounds (2-5 ul of a 10mM solution—or 1 mg/ml for natu-
ral extracts—in DMSQ) unambiguously, in addition to one
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negative control (DMSO, the vehicle of most of the chemi-
cal libraries compounds, top left filter) and one positive
control (GuHC], 5ul of a 300mM solution, bottom right
filter) per Petri plate.

A very convenient and popular way to organize chemi-
cal compound collection is to use 96-well plates where com-
pounds (80 per plate) are displayed one in each position,
except in the first and last column (dedicated to controls in
automatized screening assays). Usually, the compounds are
at a concentration of 10mM (sometimes 5mM) and dis-
solved in DMSO. It is convenient to organize a conversion
arid between the 96-wells plate (80 different compounds)
and the Petri plate (30 different positions). Using these vari-
ous adaptations of the system, a single person can manually
test up to 500 molecules a day.

The Petri plates are then incubated at 25°C for three
days and then incubated for one to three days at 4°C to
allow reinforcement of the red coloration. Indeed, AIR, a
metabolic byproduct that is accumulated when the adenine
biosynthesis pathway is interrupted at the level of the
Adelp or AdeZp enzymes, needs to be oxidized in order to
appear red. This oxidation occurs mainly in stationary
phase which occurs more rapidly at 4 °C. After incubation
at 4 °C, Petri plates can be observed and directly digitalized
on a scanner.

A picture of a convenient system as currently used in the
laboratory is shown in Fig. 1A.

2.3. Elimination of false positives

A number of false positives including, in particular, com-
pounds interfering with the whitefred reporter system,
could potentially be picked up. For example, in principle,
all drugs able to inhibit the enzymatic activity or expression
of the Adelp or Ade2p enzymes should also lead to the for-
mation of red colonies. These false positives are easy to
eliminate, as their effect on colony coloration should be
reversed when drugs are removed. Indeed, by just picking
cells from colonies in the red halos (using a sterile loop),
washing them in drug-free sterile water or YPD medium
and then streaking them on a fresh, drug-free, YPD
medium, it is possible to observe whether the tested com-
pounds act directly on the reporter system (Fig. 1C). If cells
from the initial red colonies now form white colonies, the
corresponding chemical compound is interfering with the
colorimetric system. In contrast, if they (all, most of them
or at least a large fraction) still form red colonies, the corre-
sponding drug probably acted on yeast prions. To confirm
this, the curing effect should also be checked directly, for
example, in the [PSI"]-based primary screen by determining
the aggregation state of the prion protein using ultracentri-
fugation [15]. Whereas, in extracts of [PSI'] cells, most of
the Sup35p protein is found in the pellet fraction, it should
be largely found in the soluble fraction in [psiT] cell
extracts. In addition, to confirm the curing effect, other
reporter systems can be used to monitor the prion state
including the ureidosuccinic acid (USA) reporter system for

[URE3] [15]. Indeed, as the [URE3] prion enables ura? cells,
which are normally unable to grow on medium lacking ura-
cil, to import USA (via the Dal5p transporter) and make
uracil, [[/RE3] strains (like CC34, Table 1) grow on USA-
containing medium (15 mg/l) whereas [ure-o] cells do not.
By comparing the number of colonies in @ minimal medium
supplemented with uracil (SD + Ura) where both [URE3]
and [ure-o] cells grow and on USA medium where only
[L/RE3] cells grow, the curing effect of the considered com-
pound can be evaluated.

2.4. Testing active compounds against mammalian prion

Once isolated from the chemical libraries, the few com-
pounds active against both yeast prions have to be tested
against mammalian prion. This can be done using first the
three ex vivo mammalian cell-based assays mentioned in
the introduction. The use of all the three different systems
should be considered as they exhibit significant differences
(murine vs. sheep-based prions, epithelial vs. neuroglial
cells, and murine vs. rabbit cells), which make them attrac-
tive. Hence, an activity in each these three different systems
provides a lot of confidence concerning the activity of the
corresponding compound against mammalian prion.
Indeed, by comparing activity of various compounds able
to lead to PrP™ clearance in both murine N2a cells infected
by murine prion (RML or 221 prion strains) and rabbit
Rov9 cells infected with sheep scrapie, it has been shown
very recently that the mouse N2A cell-based system is both
clearly the most sensitive system, but also, at the same time,
the less stringent [30]. Among 41 drugs active in the N2a
cell-based assays tested, only three turned out to be also
clearly active in the Rov9 cell-based system. An activity in
the Rov9-based system thus appears to be a good indicator.
In addition, in the Rov9-based system, when drugs are
applied to cell culture, cells already reached confluency,
thus these are not growing cells which could appear as a
better model for non-growing cells like neurons.

The few molecules active both against yeast prions and
in mammalian cell-based assays should then be tested
in vivo in murine- (or generally rodent) based models for
prion-based diseases. A number of different models exist in
which the nature of the infecting prion {ovine scrapie,
murine scrapie, human PrP%®..) the mode of infection
(intraperitoneal or intracerebellar injection) or the level of
PrP expression (constitutively or inducibly expressed) vary
[31]. Interestingly, by varying the time of the beginning of
the treatment (before, during or after the infection or even
after the beginning of the first ¢linical symptoms), various
effects can be tested (activity in prophylaxis, to promote
reversion of the clinical signs and eventually on the sur-
vival).

3. Concluding remarks

Most of the compounds isolated so far using the yeast-
based method turned out to be also active against mamma-
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lian prion, at least in the various cell-based assays described
before ([14] and N. Desban, D. Vilette and M. Blondel,
unpublished results). Conversely, most molecules already
known as active to promote mammalian PrP* clearance
and that were tested were also found to be active against
both [PSI'] and [URE3] yeast prions [14]. Hence, the yeast
method clearly allows high-throughput approaches, as it is
fast, efficient and cheap. Furthermore, the turnover of the
method can be increased significantly by automating vari-
ous steps like sterile filters deposition and drugs distribu-
tion. Taken together, these results validate the use of this
yeast system to screen large chemical libraries for com-
pounds potentially active for the treatment of prion-based
diseases in mammals.

The fact that most of the molecules isolated in the yeast-
based assay are also active against mammalian prion pro-
vides a strong support to the hypothesis that they probably
act on common prion controlling mechanisms, which are
conserved from yeast to human. These observations clearly
validate the use of budding yeast to study mechanisms con-
trolling prion appearance, propagation, and transmission.
The drugs could thus serve as bait to purify the conserved
target(s), for example, by affinity chromatography on
immobilized drugs or by using three-hybrid approaches.

To conclude, it would be very interesting to test some of
these compounds in models of other, neurodegenerative or
not, amyloid fiber-based diseases as it is well possible that
common control mechanisms exist.
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I1. Utilisation de la chromatographie d’affinité pour identifier des cibles

intracellulaires de diverses drogues antiprion

Article 3

Présentation/Résumé

Apres avoir isolé une molécule potentiellement active pour le traitement d’une maladie, il est
important de connaitre ses cibles intracellulaires afin d’élucider son mode d’action (donc
souvent des mécanismes impliqués dans 1’apparition de la pathologie) mais aussi afin
d’appréhender d’éventuels effets secondaires de cette molécule dans le cadre de
développements cliniques ultérieurs. Pour cela, nous avons mis au point au laboratoire la
méthode de chromatographie d’affinité sur drogues immobilisées.

Le principe peut étre apparenté a celui de la péche : notre appat est la molécule d’intérét et
I’hamecon est une matrice constituée d’une bille de sépharose sur laquelle est accroché un
bras au bout duquel est lié¢ de facon covalente la drogue d’intérét.

I1 faut dans un premier temps synthétiser la matrice complexée a la molécule. Pour cela, il est
important de choisir 1- le bon type de bras, une taille du bras optimale afin d’éviter des
probleémes éventuels d’encombrements stériques et une hydrophobicité maitrisée afin d’éviter
son agrégation ainsi que des interactions hydrophobes non spécifiques et 2- une position du
bras sur la molécule qui n’affecte pas 1’activité de celle-ci. Si on prend I’exemple de la
méthode de criblage en levure de molécules a activité antiprion, les drogues antiprion avec
des bras fixés en différentes positions sont d’abord testées in vivo chez la levure afin de
déterminer leur niveau d’activité antiprion. Ces expériences permettent de définir la meilleure
position pour le bras et ainsi de réaliser des matrices d’affinité respectant I’activité de la
drogue d’intérét.

La chromatographie d’affinité peut ensuite €tre réalisée : des extraits protéiques de diverses
origines sont mis en contact avec la matrice d’affinité, incubés pendant 30 minutes puis des
lavages intensifs de la matrice sont réalisés. Les protéines se liant spécifiquement avec la
drogue sont ensuite éluées puis analysées en SDS-PAGE. Des contrdles doivent étre réalisés
afin de mettre en évidence les liaisons spécifiques. Pour cela, des compétitions sont effectuées
avec les drogues libres. Celles-ci iront compéter la fixation des cibles sur la matrice. Une fois

les protéines se liant spécifiquement clairement déterminées, elles sont ensuite identifiées par
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spectrométrie de masse. Lorsque les cibles identifiées sont connues et cristallisées, des
expériences de co-cristallisation peuvent étre réalisées. Des expériences in vitro permettant de
confirmer ou non si la drogue a un effet sur I’activité biologique de la cible sont également
envisageables dans le cas ou des tests in vitro existent. Prenons le cas ou la cible est une
kinase, des tests enzymatiques in vitro montrent si la drogue inhibe ou non I’activité de
I’enzyme cible.

Ainsi, grace a cette technique, il est possible d’identifier des cibles potentielles de drogues
afin d’appréhender leurs mécanismes d’action, et ceci, de fagon assez simple et rapide. Il est
toutefois important de noter que cette technique présente certains biais du fait notamment de
la présence du bras entre la matrice et la drogue. Pour pallier a cela, des approches génétiques
basées sur la levure Saccharomyces cerevisiae peuvent €tre envisagées comme celles
détaillées dans I’article 4 de ce manuscrit. L’approche par chromatographie d’affinité ainsi
que les approches génétiques en levure sont donc complémentaires pour I’étude des petites
molécules et la détermination de leurs cibles potentielles, aspects importants a déterminer

avant la mise sur le marché d’une molécule thérapeutique.
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Efforts to characterize small molecular weight chemical inhibitors of pharmacological interest tend
to identify molecules with high efficiency and selectivity, to meet the two criteria required for the
clinical development of a drug: efficacy and harmlessness. Drug candidates are expected to inhibit
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efficiently the target they have been optimized against (for example, a particular type of protein ki-

nase). These hits are also designed to not intetfere (or as little as possible) with the activity of oth-

er cellular enzymes/proteins to reduce undesired side effects. Here we discuss the use of immo-
bilized drugs as affinity chromatography matrices to purify and identify their bona fide intracellu-
lar targets. This method not only allows the systematic investigation of the selectivity of pharma-
cological compounds but also the anticipation of their putative adverse effects.

Keywords: Affinity chromatography - Competition assays - Selectivity

1 Introduction

Determining the mode of action of emall molecular weight
chemical compounds is a central problem in chemical bi-
ology. Although the therapeutic potential of the most
promiging compounds ig heing evaluated in preclinical
and clinical trials, their exact mechanism of action and
the real apectrum of their intracellular targets ugually re-
main largely unknown. Determination of the in vivo ge-
lectivity of the compounds and identification of their in-
tracellular targets congtitute a prerequisite and a crucial
step in understanding their cellular effects and to improve
their efficiency on a rational basis. A clagsical method for
the determination of a compound’s gelectivity consgists in
testing, in vitro, its effects on the activity of a panel of pu-
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rified enzymes selected as putative targets. For example,
if a compound was originally isclated in a screen aiming
at inhibiting a particular protein kinase, some commer-
cially available protein kinase panels can be used (e.g., In-
vitrogen SelectScreen ™ Kinage Profiling panel of current-
ly 214 kinases). However, it should be kept in mind that
this panel only reflects a part of the reported 18+ kinas-
es that constitute the human kinome (~40% for the largest
one; Invitrogen). In addition, especially if the kinase in-
hibitory effect of the congidered compound iz due to it
ability to compete for the binding of ATP in the active site
of protein kinages, it might be able, in principle, to inter-
act with some of the other ~1500 ATP-utilizing enzymes
and with the numerous other nucleotide-binding proteing
present in the human proteome. As a congequence many
of the potential targets are not evaluated uging panels of
purfied enzymes. This method, although useful to give a
first idea about the selectivity of the congidered molecule,
ig thus clearly not comprehensive. In addition, it ig time
and budget consuming ag it requires enzyme expression,

* These authors contributed equally to this work.
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purification and assay set up for each individual kinase
[1]. This remarkis not only restricted to the study of kinase
inhibitors but can be applied to other classes of enzymes
(e.g., protease inhibitors). Compared to testing the activ-
ity of compounds against a panel of purified enzymes, var-
ious alternative ways allow a more comprehensive ap-
proach of the selectivity problem (reviewed in [2]), such as
chermical-genetic profiling in veast [3], yeast three-hybrid
gystem [4], transcriptional “signature” analysis [b] or affin-
ity chromatography on immeobilized drug. In this article,
we focus on this last method, which has been already suc-
cessfully applied to protein kinase inhikbitors like flavopiri-
dol [6], purvalancl [7], (R}-roscovitine (CYC202, Seliciclib)
[8], Gefitinib (ZD1839, Iressa) (9] and geldanamycin, an
HepS0p chaperone inhibitor [10]. Enzyme or protein pu-
rification using affinity chromatography based on immeo-
bilized specific substrate, cofactor or inhibitor hag been
used for several decades [11-14]. In contrast, the use of
this technicque to comprehensively purify and identify the
cellular factors that interact with a specific drug is rela-
tively recent, and undoubtedly linked to the emergence
and availability of various global protecmic analysis meth-
ods such as peptide microsequencing and MS. It should
be noted that the affinity chromatography approach toin-
vestigating the selectivity of a compound should be con-
sidered only as a first step of the analysis, as it only shows
aspecificinteraction between a drug of interest and a cel-
lular factor (protein or nucleic acid). Whether or not this
interaction affects the biological activity of the interactor
{inhibition or activation) needs to be determined later on.
In addition, if the interaction iz shown to affect the tar-
geted cellular factor, the link between this effect and the
biclogical activity of the drug gtill needs to be slucidated.
Finally, we should keep in mind that affinity chromato-
graphy allows uncoverng the mechanism of action of a
drug on a protein target (or on nucleic acids) but poten-
tlally misses other kinds of targets (e.q., ipids).

2 Description of the affinity chromatography
technology

Selectivity analysis using immobilized drug can be sepa-
rated in three different steps depicted in Figs. 1 and 2: ()
Degign and synthesis of a compound derivative suitable
for affinity chromatography, (i) affinity chromatography
and identification of protein(s) interacting with the com-
pound, and {ii} testing the effect of the compound on the
biclogical activity of the interacting protein(s).

Two examples of selectivity analysis are shown here:
(i) the case of a purine compound, (R)-roscovitine (for re-
view see [15]), and (i) the case of anti-prion drugs [16]. In
the first cage, the molecule was designed to selectively in-
hibit different cyclin-dependent kinases (CDKg) and sev-
eral indirect argurnents support the idea that (R)-roscovi-
tine acts intracellularly by inhibiting CDKs [17]. Like most
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other protein kinase inhibitors, rogcovitine acts by com-
peting with ATP at the ATP-binding site of the kinases
[18], and thus, given the large number of ATP-binding
proteing pregent in cells, its in vivo selectivity remaing an
open question. In the second cage, anti-pron drugs were
originally isolated using a phenotypic screen on living
yveast cells (screening method reviewed in [19]). Remark-
ably, most of the molecules isclated using this vyeast-
based agsay turned out to be active against mammalian
prion ex wvivo in various mammalian cell-based assays
[20], suggesting that pron controlling mechanisms are
conserved from yeast to mammals. The anti-pron drugs
could potentially directly target the prion proteing or, al-
ternatively, the cellular machinery involved in prion prop-
agation. Before the study, the targets of these drugs were
unknown and their identification was of importance {) to
understand their mechanism of action, {i) to characterize
new pathway(s) important for prion appearance and/or
propagation, and {{ii) to provide new screening targets for
the isolation of new anti-prion drugs (Trbouillard et al.,
subrmitted).

2.1 Preparation of the drug-inked affinity matrix

This first step iz of the uppermost importance (Fig. 1A).
Indeed, to avoid possible steric hindrance between tar-
getl{s) and the matrix, it was necessary to introduce a
spacer between the drug of interest [(R)-roscovitine or an
antl-pdon drug in the examples provided] and the
Sepharose beads. Different possible linkers have been de-
scribed in the lterature. Polyethylene glycol (PEG) linker
[8, 21-23] divalent epoxide lnker (ethyleneglycol digly-
cidylether, EGDE, [24]) or an aminocaproylaminopentyloxy
(ACAP) linker were chosen because of their optimal
length.

In the case of (R)-roscovitine, a PEG linker was chosen,
whereas the ACAP linker was chosen for the immohiliza-
tion of anti-prion drugs. We believe the ACAP linker is an
interesting choice because, in addition to ite optimal
length, its internal peptidic bond lowers its hydrophobi-
city, therefore reducing potential auto-aggregation (de-
picted in Fig. 1A) or ungpecific hydrophcbic interactions
with macromolecules from the cell lysate. Furthermore,
the armide function increases the dgidity of the linker (B
Gug and H. Galong, in preparation).

An important paint is also to check that introduction
of the linker does not interfere with the biclogical activity
of the considered drug (or that at least some of its activi-
ty iz retained). The position where the linker can be intro-
duced, while maintaining the biological activity of the
drugs, can he determined in two different ways. In the
cage of roscovitine, the choice of the appropriate position
on the compound for attachment of the PEG linker large-
Iy benefits from the 3-D structures of CDKs co-crystallized
with the inhibitor. For example, the crystal structures of
roscovitine in complex with CDKZ2 [26] and CDKb [26]
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Figure 1. Preparation of the affinity matrix: choice and positicning of the chemical linker. (&) The structure of the chemical linker that connects the drug to
the matrix is crucial. Indeed, a short spacer can generate a steric hindrance, which will prevent the drugftarget interaction. If the spacer is too hydre phobic
(depicted in red), the same event can happen as different linker can interact with each other (auto-aggregation), thus alsa preventing target binding. In ad-
dition, a hydrophobic linker can generate uns pecific hydrophobic interactions with macromolecules from the cell lysates. For all these reasons, an eptimal
chemical spacer must have a mild hydrophobicity and be long enough to aveid steric hindrance. (B) When the appropriate linker is chosen, it is necessary
to define the position at which the linker can be introduced without major alteration of the biological activity of the resulting molecule. Two different meth-
ods can be used. (i) in the case of (R)-roscovitine {left panel), the drug was isolated by in vitro screening using purified enzyme (CDK) [17], and co-crystal-
lization experiments were used to determine the atoms involved in the interaction and also those facing the outside of the ATP binding pocket (annotated
with “*”). The benzyl ring of this molecule was used for the attachment to the PEG-based linker. To validate the choice of this pesition, an ir vitro kinase
assay was performed and showed that the drug with a linker is still able to inhibit the enzymatic activity. (ii) in the case of anti-prion drugs (right panel),
the molecules were isolated using an in vive phenotypic screening. The mode of action of these drugs, and thus the nature of their cellular targets, are com-
pletely unknown. In this case, the optimal position of the linker was determined by comparing the biological activities of free drug with those of drug + link-
er at various positions (x, y or z). Finally the most active branched molecule with a linker (in position z in the example) is bound to the matrix.

show that the benzyl ring substitution faces the outside of
the ATP-kinding pocket of the kinases. This iz where a
PEG extension is attached (Fig. 1B). The results of in vit-
70 kinase agsays indicate that the addition of a linker on
this site does not significantly modify the protein kinase
inhibition properties, as expected [8]. However, 1t should
be keptin mind, as a imit of the method, that some other
potential and unknown intracellular targets might be
missed due to the position chosen for the linker. The ap-
proach is quite different for anti-prion drugs, which were
igolated on the basis of their activity in living cells. The
orientation of the inker was thus chosen by testing the bi-
ological activity of anti-prion drug derivatives with the
linker in various positions (x, v or z in the example de-
picted in Fig. 1B, right panel). Only introduction of the
ACAP linkerin pogition z led to a reasonably active deriv-
ative of anti-prion drug, resulting in the presence of red
yeast colonies around the filter where the chemical com-

70 © 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

pound wag added, while the two other substitutions led to
completely inactive compounds (white colonies). The
modified roscovitine and anti-prion drugs were then co-
valently bound to Sepharose beads to yield the affinity
chromatography matrix depicted in Fig. 1B. Sepharose
beads are the most frequently used matrix, but the uti-
lization of other matrices has also been reported (g.g., la-
tex beads [24]). These matrices were then used for affini-
ty chromatography experments to purify biological tar-
gets of (R)}-roscovitine and anti-prion drugs.

2.2 Screening of cellular or tissue extracts for inhibitor-
binding proteins

Ag an example, the results of (R)-rogcovitine gelectivity
analysis are shown on Fig. 2 (complete data available in
[8] and [27]). Crude extracts of porcine brain were incu-
bated for 30 min with (R}-roscovitine beads. As controls,
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Figure 2. Affinity chromatography purification of the drug’s targets (adapted from [8, 34]). The CDK inhibitor, (R)-roscovitine in this example, was covalent-
ly linked to Sepharose beads via a PEG linker. Protein extracts were then incubated with this matrix. After extensive washing, the affinity matrix-bound pro-
teins were analyzed by SDS-PAGE. In the example shown, SDS-PAGE was followed by Western blot and silver staining analysis. The interacting proteins
were identified using specific antibodies and by MS. From porcine brain extracts, p4A4MAPK/Erk1, p42MAPK/Erk?, PDXK and CDK5 (lane 1) were identified
as specific targets of (R)-roscovitine. Note that, free (R)-roscovitine (lane 2) and free ATP {lane 3) are both able to compete with the matrix for the binding
of the putative targets of (R)-roscovitine. After identification of the putative targets, the effect of (R)-roscovitine on their activity was tested using in vitro as-
says. Finally, the validated targets were co-crystallized with the chemical inhibitor to define precisely which atoms of both molecules are involved in the in-
teraction. In the example shown here, (R}-roscovitine was first shown to interact with PDXK. Then the ability of (R)-roscovitine to inhibit the in vitro enzy-
matic activity of PDXK was demonstrated. Finally, precise interactions of (R)-roscovitine with PDXK were deciphered by a structural analysis. The co-crystal-
lization (R)-roscovitine/PDXK showed that the N& atom of the drug does not interact with the enzyme, while previous studies have shown a direct hydro-
gen bond between the N6 atom and the amino acid residues surrounding the ATP-binding pocket of CDK [26, 25]. Using this observation, the mere
addition of a methyl group on N6 to yield N6-methyl-ros covitine was performed. As expected, N6-methyl-roscovitine was still able to interact with PDXK,
whereas it was unable to interact with CDKs {(lane 4). This was verified by a competition assay with free N6-methyl-roscovitine that showed a decrease in
the level of matrix-bound PDXK (lane 5 compared to lane 1), and demenstrated by a direct co-crystallization of N6-methyl-roscovitine with PDXK [27].
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Box 1. Protocols for matrix preparation

A} Standard protocol (according to recommendations of the
manufacturers)

The drug attached to the linker (e.g. PEG or ACAP, Fig. 1B) is
coupled in 0.2 M NaHCQ,, 0.2 M NacCl, pH 8.5 on Fast flow
CNBr-activated Sepharose 4B® (GE Healthcare) under agitation
at 20°C for 1 h. The final calculated concentration should be in
the range 1-15 wmol/mL resin. It is crucial to test different con-
centrations of drug. Indeed, depending on the size of the chemi-
cal compound and also on the size of the putative target(s), it is
very important to avoid overloading of drug on the beads and as
a consequence, steric hindrance between the putative targets. In
general, 3 pmol drug/ml resin is found as an optimal concentra-
tion. After the coupling process, the remaining active groups are
blocked in pH 8.0 buffer containing 1 M ethanolamine, under
agitation for 2 h at 20°C. This last operation is repeated once.
The beads are then washed three times with PBS and stored in
PBS {supplemented with 0.05% NaN, to avoid microbial
growth) at 4°C until use.

competitions with an excess of free (R)-roscovitine or ATP
were performed to verity the specificity of the interaction
but also to characterize the ability of the putative
(R)-roscovitine targets to bind ATP. After extensive wash-
ing of the regin, the hound proteins were eluted with elec-
trophoresis sample buffer, and analyzed by SDS-PAGE.
The protein specifically bound to (R}-roscovitine were
identified using various approaches (Western blotting,
peptide microsequencing or MALDI-TOF peptide map-
ping on protein bands excised from the gel). As expected,
using a panel of kinages, porcine CDKbH but also
PAAMAPK/Erk] and pd2MAPK/Erk2, were found to inter-
act with the (R)-roscoviting matrix. In addition, roscovi-
tine wag found to interact with an unexpected non-pro-
tein kinase target, pyridoxal kinase (PDXX) (Fig. 2) [8, 27].
PDXK is regponsible for the phogphorvlation and activa-
tion of vitamin BE.

Henrik Daub's group at KINAXO PRiotechnologies
GmbH (Martinsried, Germany) has used the same strate-
gv to analyze the selectivity of different protein kinases in-
hibitors, e.g., SB2030680, & p38 kinase inhibitor [23]; PPEE,
an inhikitor of cellular Ber-Abl tyrosine kinase activity
[28]; and Gefitinib, an inhibitor of the EGER tyrosine ki-
nase [9]. The ATP-competitive kinase inhibitor Gefitinib
(marketed as Iressa) has received approval for the treat-
ment of non-small cell lung cancer (NSCLC) in May 2003
[29]. The affinity chromatography approach has led to the
identification of more than 20 other kinase targets, in par-
ticular RICK and GAK serine/threonine kinases with [C
values of about b0 and 90 nM, respectively. These results
provide new insight into the potential cellular mode of ac-
tion of Gefitinib and will be used for the optimization of
Gefitinib-derved drugs [9].
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B) Protocol used for compounds of poor solubility in water

This protocol is taken from [21]. Affi-Gel® 10 Gel (Bio-Rad Labo-
ratories; 1 mL bed volume) is rinsed with anhydrous dimethyl-
sulfoxide (DMSO) (4 mL, three times) and transferred into a vial
containing a solution of linker tethered compound in DMSO

{3 mM, 1 mL, final concentration of 3 umolfmL resin). The mix-
ture is agitated overnight at room temperature in the presence
of 10 uL triethylamine (the progress of the coupling reaction can
be monitored by LC-MS). After coupling is completed, an excess
amount of ethanolamine (16 M pure solution, 50 pl) is added to
block any unreacted groups. The mixture is agitated for 5 h at
room temperature. The resulting beads are washed with DMSO
(4 mL, three times), PBS (4 mL, three times) and stored in PBS
(1 mL, with 0.05% NaN.) at 4°C until use,

2.3 Characterization of the drug/protein target interaction

After the affinity chromatography experiment, it is crucial
to check that the identified protein target iz indeed af-
fected by binding of the drug, but also to describe pre-
cigely the molecular mechanism of drug/target interac-
tion. Interestingly, as ohserved during the purification and
identification of the cellular targets of purvalanol (another
punne inhibitor of CDKs), drugs interact with targets for
which they have a strong affinity but which are not very
abundant (e.g., purvalancl interacts with CDKs, and the
[Cy, for purvalanol on CDK1/cyclin B is ~8 nM) but also
with targets for which they have a moderate affinity, but
which are much more abundant (e.q., purvalanocl also in-
teracts with p4ZMAPK/ErkZ, and the IC_; for purvalancl
on p4ZMAPK/ErkZ is ~1000 nM) [7]. As described in Fig.
2, 1f the putative targetis an enzyme, it is possible not only
to test the inhibitdon of its activity by the compound hbut
also to verify a direct interaction between the drug and
the protein target. To characterize the interaction pre-
cisely, the drug can be co-crystallized with its target. To
test the contribution of this inhibition [e.q., inhibition of
the PDXK by (R)-roscovitine, Fig. 2] in the cellular effect of
the drug, derivatives can be designed: e.g., N6-methyl-
rogscovitine [27]. The CDK inactive N6-methyl-(R)-roscov-
itine, which still interacts with PDXK, has a much re-
duced anti-proliferative or pro-apoptotic activity corn-
pared to (R)-roscovitine. This argument supports the view
thatinteraction of (R)-1oscovitine with PDXK doss not sig-
nificantly contribute to its anti-proliferative and pro-apop-
totic effects [8]. RNA interference in mamrmalian cells or
gene mutagenesis or deletion in yeast can also be used to
selectively inhibit one putative cellular target, and thus to
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ohserve the contribution of this inhibition to the global
phenotype obtained by treatment with the considered
compound. Ag an example of this method, MacKeigan
and colleagues [32] have created a functional genetic
screen uging RNA interference to identify kinases and
phosphatases involved in programmed cell death. Func-
ticnal annotation of cellular enzymes is a prerequisite for
selection of new drug targets, and exploring the selectiv-

Box 2. Example of a protocol for target purification on immobilized drug
A} Preparation of protein extracts

The protocol for this target purification on immobilized drug is
taken from [8]. The homogenization buffer for mammalian cells
or tissue extracts is 60 mM f2-glycerophosphate, 15 mM p-nitro-
phenyl phosphate, 25 mM MOPS (pH 7.2), 15 mM ECTA,

15 mM MgCl,, 1 mM sodium vanadate, 1 mM NaF, 1 mM DTT,
1 mM phenyl phosphate, 10 ug/mL leupeptin, 10 ug/mL apro-
tinin, 10 wg/mL soybean trypsin inhibitor and 100 uM benzami-
dine. This homogenization buffer is different for yeast cell ex-
tracts: 25 mM Tris pH 7.4, 100 mM NacCl, 0.29 Triton X-100 and
1 mM PMSF. The yeast extracts are prepared using a French
press. The mammalian cells are washed in PBS before their ho-
mogenization and sonication in hemogenization buffer (15 mL/f
107 cells). The tissues are weighed, homogenized and sonicated
(2 mL homogenization bufferfg material). Homogenates are
centrifuged for 15 min at 14 000 x g at 4°C. The supernatants are
recovered, assayed for protein content (e.g., using Bio-Rad pro-
tein assay, Bio-Rad Laboratories) and immediately loaded batch-
wise on the affinity matrix.

B) Affinity chromatography experiments

Just before use, 10 pL packed inhibitor beads are washed with

1 mL bead buffer. For protein extracts, 3 mg tissue or mam-
malian cell protein extract, or 250 |Lg yeast protein extract are
added to 40 pl diluted beads (10 ulL packed beads). In a first
step and to optimize the chromatography conditions, it is better
to test various protein concentrations {e.g., 1, 2 and 3 mg of tis-
sue extract). The volume is then adjusted to 600 L by adding
bead buffer, and the tubes are rotated at 4°C for 30 min. After a
brief spin at 10 000 x g and removal of the supernatant, the
beads are washed four times with bead buffer before addition of
45 pL 2x Laemmli sample buffer. Following heat denaturation at

Box 3. Example of validation test: the case of a protein kinase

This example is taken from [8]. Kinase activities are assayed in
kinase buffer (e.g., buffer C: 60 mM B-glycerophosphate, 15 mM
p-nitrophenylphosphate, 25 mM Mops pH 7.2, 5 mM EGTA,

15 mM MgCl, 1 mM DTT, 1 mM sedium vanadate, 1 mM
phenylphosphate; e.g., for CDKI fcyclin B and CDK5/p25] at 30°C
for 30 min, at a final ATP concentration of 15 pM. Blank values
are subtracted and activities calculated as pmoles of phosphate
incorporated during a 10-min incubation. The activities were ex-
pressed in % of the maximal activity, i.e., in the absence of in-
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ity of biclogically active compounds will probably lay the
foundation for the next generation of anticancer drugs.

3 Concluding remarks

The protecrnic approach baged on the affinity purification
using immobilized drug is being increasingly used to

95°C for 3 min, the bound proteins are analyzed by SDS-PAGE
revealed by silver or blue Coomassie blue staining. To identify
the nature of the putative drug targets, MALDI-TOF peptide
mapping protein identification can be used. For this purpose,
the protein bands are excised from a 1-D SDS-PAGE and digest-
ed in gel with trypsin as described previously [30]. To increase
the sensitivity of the analysis, larger amounts of proteins

(e.g., extract from 2.5 x 10 Hela cells) and matrix (e.g., 600 pl)
can be used (as described in [23]). In this case, the protein tar-
gets are eluted using an excess of the free inhibitor (e.g., 1 mM),
separated by 2-D benzyldimethyl-n-hexadecylammonium chlo-
ride/SDS /PAGE and identified by MS [23]. Using this technolo-
gy, 44 different targets of bisindolylmaleimide compound
GF109203X (protein kinase C inhibitor) have been separated,
and 38 proteins have been identified by MS [31].

C) Drug competition

Appropriate specificity controls for affinity chromatography ex-
periments are competition experiments, where an excess of free
active drugs or inactive chemically related derivatives is added,
the rationale being that targets specifically involved in the con-
sidered biological activity of the drug should be competed away
by the active compound but not by its inactive derivative [see ex-
ample for PDXK, Fig. 2, compare lanes 2-5: PDXK inactivation is
not crucial for the biological activity of (R)-roscovitine]. To per-
form competition experiments, the corresponding molecules
{or the same volume of DMSQ) at a high final concentration
{100 pM in Fig. 2} are incubated with cell extracts for 3 min be-
fore addition of the mixture to the affinity matrix. Then, bead
buffer containing the same concentration of free drugs is imme-
diately added (as described previously) to reach a final volume
of 600 pL. After an incubation of 30 min at 4°C, the beads are
treated as described previously.

hibitors. Controls were performed with appropriate dilutions of
dimethylsulfoxide. The P81 phosphocellulose assay is used [17].
After 30-min incubation at 30°C, 25-pL aliquots of supernatant
are spotted onto 2.5 x 3 cm pieces of Whatman P81 phosphocel-
lulose paper, and, 20 s later, the filters are washed five times (for
at least 5 min each time) in a solution of 10 mL phosphoric
acid/L water. The wet filters are counted in the presence of ACS
{GE Healthcare) scintillation fluid.

73 -



Biotechnology

Journal

identify cellular targets of therapeutic molecules, in par-
ticular in the case of drugs designed to be, in principle, ki-
nase selective [33, 34]. As an exampls, the family of
purine-based compounds has found new applications,
e.q¢., inhibitors of HepS0p, Src kinase, p38alpha MAP ki-
nase, sulfotransferases, phogphodiesterases, and CDKs
[35]. In a therapeutic perspective, perforrming thorough
evaluation of the cellular mode of action of drugs provides
egsentialinformation. In addition, several other factors are
likely to interfere with the effects of the considered com-
pound: cell permeability, intracellular metabolizsmm of the
compound, intracellular distrbution, competition with
high intracellular concentration of ATE, and interaction
with other targets (nucleotide-binding enzymes).
(R)-Roscovitine is a well-studied purine derivative {cur-
rently in phase 2b clinical trals against NSCLC), and its
selectivity has been explored using affinity chromatogra-
phy. In addition, to confirm the interaction of the drug
with various CDKs, this method has led to the identifica-
tion of an additional unexpected target (PDXK) (8, 27]. The
data obtained are valuable for the design of new genera-
tiong of druge with improved pharmacological properties
(greater biclogical activity, better selectivity and fewer
side effects). As clearly observed for protein kinase in-
hibitcrs, the use of different techniques provides a better
understanding of the drug's selectivity. Indeed, affinity
chromatography, phage display-based methods [36] and
yeast three-hybrid [4], which were used to study the se-
lectivity of the same compounds, exhibited different
limits and bias. It was thus not very surprising that, if the
majority of the identified cellular targets were the sams,
some differences were ohserved [2]. One of the major
limits of the affinity chromatography approach is the in-
troduction of the PEG-gpacer/linker, which is neceszary to
avoid steric hindrance. This modifies the structure of the
tested compound. Ag discuseed above, it is necesgary to
check that this modification does not interfere with the
biclogical activity of the original “free” compound, but it
iz irnpossible to anticipate whether or not this change can
have eny effect on other unexpected activities of the drug
(e.g., on those responsible for its putative side effects).
Saccharomyces cerevisiae-based genetics approaches
can be used in parallel to circumvent the chemical linker
problem [2, 3]. In accordance with the impressive
progress in MS technology but also in genomic and struc-
tural analysiz of enzymes, the use of this affinity chro-
matography method combined to chemical genomic
strategies should he congidered a natural reflex before
bringing a drug to the market.
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II1. Approches génétiques et biochimiques pour comprendre les mécanismes
d’action de différentes drogues.

Article 4

Présentation/Résumé

L’objectif est le méme que celui énoncé pour ’article 3 : une fois le criblage de différentes
molécules contre une maladie réalisé, outre leurs applications thérapeutiques potentielles, il
est important de revenir a la recherche fondamentale. Ceci permet de comprendre les
mécanismes d’action de ces molécules afin d’optimiser leur efficacité, de comprendre les
mécanismes fondamentaux de la maladie, en 1’occurrence ceux des maladies a prions encore
largement inconnus et anticiper les éventuels effets secondaires de ces drogues dans le cadre
de développements cliniques ultérieurs. En somme, cela revient a réaliser du criblage inverse.
Pour cela des approches biochimiques ainsi que des approches génétiques en levure ont été
développées :

- L’approche biochimique a déja été détaillée dans I’article 3 de ce manuscrit. Dans
I’article 4 présenté ci-apres, la méthode de chromatographie d’affinité est similaire, hormis le
fait que deux controles supplémentaires pour déterminer les protéines spécifiques sont
réalisés : le premier contrdle est de mettre en contact les extraits cellulaires sur des billes avec
le bras mais sans drogues, ceci permet de repérer les liaisons aspécifiques sur la matrice. Le
second contrOle consiste a réaliser des compétitions avec une drogue libre trés proche
chimiquement de la drogue active, mais dénuée d’activité antiprion. Ainsi les protéines se
liant spécifiquement sont celles qui se fixent a la matrice complexée a la drogue active mais
non a la matrice sans drogue et qui sont de plus compétées par la drogue active libre mais pas
par la drogue inactive libre. Cependant, comme nous I’avons déja mentionné dans I’article 3,
bien que la chromatographie d’affinité soit d’une grande utilité, la présence du bras peut
empécher d’autres cibles de se fixer (celles par exemple liées aux effets secondaires).

- Les approches génétiques permettent de contrer cet inconvénient puisque dans ces
approches, les drogues sont libres, dénuées de bras. Ces approches génétiques sont
nombreuses. 1- HIP (Haplolnsufficiency Profiling) : une collection de souches de levures
diploides contenant une délétion d’un des deux alleles de chaque geéne est criblée avec la
drogue active. Le but est d’identifier des mutants hypersensibles (ou résistants) aux drogues.

2- SLS (Synthetic Lethality Screens) : une collection de souches haploides de levures délétées
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pour chacun des genes de levure, est criblée avec la drogue. L’idée est que si certaines
souches sont sensibles a la drogue, le gene délété pourrait alors soit €tre une cible de la drogue
soit, étre impliqué dans les mémes voies cellulaires que cette derniere. 3- OES (genome wide
OverExpression Screens) : le but est d’identifier des génes dont la surexpression confere une
résistance a la drogue. L’idée est que des cellules surexprimant une cible d’une drogue
tolerent de plus grandes concentrations de la drogue. Dans le cas des drogues antiprion on
peut rechercher les genes dont la surexpression empéche la cure par la drogue d’intérét.
Néanmoins, il existe une limite : les geénes dont la surexpression est toxique sont contre-
sélectionnés. 4- Y3H (triple hybride) : cette méthode découle de la méthode du double
hybride, trés usitée pour identifier des interactions entre protéines. La méthode du triple
hybride permet d’identifier des interactions entre une petite molécule et une protéine. Pour
cela, 4 composants sont nécessaires :

- un gene rapporteur avec son promoteur

- un récepteur lié au domaine de liaison au promoteur

- un hamecon constitué du ligand du récepteur lié de maniere covalente a la drogue

- une proie, constituée d’une banque de cDNA fusionnée au domaine d’activation du

gene rapporteur.
L’idée est que si le gene rapporteur est activé, le cDNA code pour une protéine qui interagit
avec la drogue. Cependant cette méthode présente la méme limite que celle déja enoncée pour

la chromatographie d’affinité : la présence d’un bras lié a la drogue.

Enfin, une fois que les cibles de ces drogues sont connues, elles peuvent étre utilisées

comme outils pour étudier I’importance de ces cibles in vivo.

Ainsi, de ces premiers travaux nous voyons parfaitement que la levure est un outil puissant :
1- elle nous a permis de mettre au point un criblage in vivo afin d’isoler des molécules a
activité antiprion, également actives en systemes mammiferes pour des modeles prion,
validant ainsi le modele levure et la méthode et 2- elle nous a également permis de revenir au
fondamental en effectuant du criblage inverse pour tenter de comprendre les mécanismes

d’apparition de ces maladies encore largement inconnus a 1’heure actuelle.
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ABSTRACT

A number of drugs active against prions either in vitro, in cellular systems or in vivo
in animal models have been isolated in various screening assays. In this minireview,
we would like to suggest, that in addition to their direct interest as potenﬁcd therdpeuh’c
agents, these molecules could be used as original research tools to understand prion
propagation. The use of antiprion compounds as teol to understand fundamentals of
prion propagation relies on reverse screening dpproctches. These g|obc1| genetic and/or
biochemical approaches aim to identify the intracellular target(s) and mechanism of
action of the drugs. Once those are known, the biological activity of the compounds can
be opfimized on a rational basis, their pofenh'q| side effects understood and minimized.
In vitro enzyme-based screening assays can then be designed to allow discovery of
new, more potent and selective molecules. Here we describe the main comprehensive
biochemical and genetical approaches to realize reverse screening approaches based
on antiprion drugs. We will finish by discussing the interest of using drug inactivation of
specific targets as o substitute to genefic inactivation.

A number of drugs have been isolated as active against mammalian prion (reviewed in
ref. 1). For most of these molecules, the mode of action and targets remain largely unknown.
In principle, two main modes of action for antiprion drugs can be envisioned: either in
cis directly on PrPS/PrPSC, or in trans by interfering with the activity of cellular factors
required for prion propagation, Some compounds are thought to bind directly to PrPC or
PrP%¢ (action in cis). Among these compounds are Congo Red (CR), Pentosan Polysulfate
(PPS) or Glycosaminoglycans (GAGs). Other compounds are thought to act in trans by
affecting PrPC or PrPSe indirectly. Among these molecules are various lysosomotropic
factors including the antimalarial drugs Quinacrine (QC) and Chloroquine. Indeed, the
lysosome is a potential site of conversion of PrP® to PrP5¢.2 In addition, a recent report,?
proposes that QC’s antiprion activity is related to its ability to redistribute cholesterol from
the plasma membrane to intracellular compartments, thereby destabilizing membrane
domains. This conclusion was drawn from correlation experiments indicating that drugs
known to display cholesterol-redistributing activity (but structurally unrelated to QC) also
have antiprion potency. Finally, QC was also shown to interact directly with PrP%® The
example of QC, with these conﬂicting results, thus illustrates the need for unbiaised and
global approaches not driven by a preconcieved hypothesis on the drug mode of action. To
our knowledge, no such approaches were applied for any of the known antiprion drugs,
with the noticeable exception of chlorpromazine for which a haploinsufficiency profiling
screen (HIPE see in the later section) has been published.G In this minireview, we discuss
the various advantages of defining extensively intracellular targets of antiprion drugs. We
then would like to present some global approaches that can be applied to uncover, in an
unbiaised manner, cellular mechanism(s) of action of compounds active against prions. To
finish we propose that, once intracellular targets have been clearly identified, the drugs can
be used to do “chemical genetics” to inactivate cellular target(s) which could be especially
useful in situations where classical inactivation by mutagenesis is unpractical (for instance
if redundant multigenic families are involved).

THE BENEFITS OF THE USE OF GLOBAL APPROACHES TO DETERMINE THE MODE
OF ACTION OF ANTIPRION DRUGS

Similar to classical genetic screens, global approaches allow to address the question
of the drug mode of action in an unbiaised manner and without any preconceived idea.
As such, these approaches can lead to discovery of new prion controlling mechanisms,
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especially mechanisms in trans which remain largely unknown.
Once the target and drug mechanism are known, drug efficiency
can be improved on a ratonal basis. In addition, these global
approaches allow identifying and understanding potential side effects
of the molecules. This point is of special importance for compounds
evaluated in preclinical and clinical trials. Together, these approaches
can also help to define new screening targets for the development of
highly selective mechanism-based, cell-free screening assays.

ANTIPRION DRUGS AS BAITS IN AFFINITY CHROMATOGRAPHY
ON IMMOBILIZED COMPOUNDS

Protein purification using affinity chromatography based on
immobilized substrates or cofactors has been used for several
decades.” 10 In contrast, the use of affinity chromatography with
immobilized drugs to comprehensively purify and idencify cellular
factors that interacc with these compounds is relatively recent
and undoubtedly linked to the improvements of proteomics and
mass spectrometry (MS). Affinity chromatography experiments on
immobilized drugs has been already successfully applied to protein
kinase inhibitors like ﬂavopiriclol,11 purvalanol,12 (R)-roscovitine
(CYC202, Seliciclib, at present in phase IIb of clinical trials)'? or
Gefirinib (ZD1839, Iressa, already in clinic for the treatment of
non small cells lung cancers)t4 or to Hsp90 chaperone inhibitor
gﬁlclalnalmycin.1S It should be noted that the affinity chromatography
approach on immobilized drugs to investigate the actual antiprion
mechanism of a compound of interest should be considered only
as a first step of the analysis, as it only shows a spcciﬁc interaction
between the drug and a cellular component. Whether or not
this interaction affects the biological activity of this component
(inhibition or activation) needs to be determined in a second step. In
a third step, the link between this biological effect and the antiprion
activity of the drug also needs to be established. Finally, it should
be kept in mind that affinity chromatography allows purification of
protein {or nucleic acid) targets but potentially misses other types of
targets (lipids for example).

The first important technical point when starting the affinity
chromatography approach is the preparation of the drug-linked
affinity matrix. This point is of the uppermost importance. Indeed,
to avoid possible steric hindrance between target(s) and the matrix
(generally Sepharose beads), it is necessary to introduce a spacer
between the antiprion drug of interest and the Sepharose beads.
A good linker should be long enough to avoid steric hindrance
and should not be too hydrophobic to avoid auto-aggregation or
unspecific hydrophobic interactions with macromolecules from the
cell lysate (Fig. 1a). Different linkers have been described. Among
them (Fig. 1b) are Polyethylene glycol (PEG) linkers, 131018 divalent
epoxide linkers (ethyleneglycol diglycidylether, EGDE)!? and amino-
caproylaminopentyloxy (ACAP) linkers (Gug F and Galons H, in
preparation). We believe the ACAP linker is an interesting choice
because, in addition to its optimal length, its internal peptidic bond
lowers its hydrophobicity. Furthermore, the amide function increases
the rigidity of the linker. An important point is also to check that
introduction of the linker does not interfere with the antiprion
activity of the considered drug (or at least that some of its activity
is retained). Several positions should be tested in order to determine
the most appropriate.

These matrices can then be used for affinity chromatography
experiments to purify biological targets of the considered antiprion
drug (Fig. lc). Crude extracts of various tissues or cell types,
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prion-infected or not, should then be incubated with the immobilized
drug, the martrix extensively washed and the bound proteins eluted
with electrophoresis sample buffer, and analyzed by SDS-PAGE.2¢
Several specificity controls should be included (Fig, 1C, right panel).
In a first control, the Sepharose beads without the drug are used. In
a second control, competitions with an excess of free antiprion drug
are performed. Proteins interacting specifically with the antiprion
compound should be displaced by the free drug, A last important
control is to realize the same type of competition with an inactive,
close chemical derivative of the antiprion drug, if available. The
macromolecules specifically bound to the antiprion drug are thus
those which bind the drug matrix, but not the matrix alone and
which are competed away by the active antiprion drug but not by
its inactive derivative. However, it should be kept in mind, as a limic
of this biochemical method, that some other potental biological
targets (in particular those not related to the antiprion activity but
rather to undesired side effects) might be missed due to the position
chosen for the linker. For this reason global genetic approaches can
be considered as complement to the biochemical approach with
immobilized antiprion compounds.

ANTIPRION DRUGS AS BAITS IN YEAST-BASED GENETIC
APPROACHES

A number of global approaches based on the use of the budding
veast Saccharomyces cereviside have been developed to uncover drug
targets.”! The main advantage of these methods compared to the
biochemical approach described above is the absence of chemical
linker added onto the tested compound. Among these cell-based,
high-throughput screening methods are: (1) haploinsufficiency
profiling (HIP), (ii) synthetic lethality screens (SLS) and (iii) genome
wide overexpression screens (OES).

In the HIP approach, a library of diploid yeast strains with
heterozygous deletion of cach single gene is screened for drug
sensitivity either in a single culture with a competitive growth assay
or by screening the 6000+ strains separately in parallel. This assay
is based on the observation that reducing the copy number of a
gene encoding a drug target from two copies (in diploid strain) to
one copy (in a diploid strain heterozygote for deletion of this gene)
often results in a strain sensitized to the drug of interest. In one of
these HIP assays, Chlorpromazine, a tricyclic antidepressant shown
to promote PrP3¢ clearance in N2a cell system? exhibited genetic
interaction with integral membrane ATTPase activities.® It should be
noted, however, that in this screen only the effect of chlorpromazine
on toxicity was analyzed and not its effect on prion propagation.

In the SLS approach, the drug is screened at a concentration that
is normally subefficient against a library of haploid yeast strains with
individual gene deletions. Genes whose deletion results in increased
drug sensitivicy might be one of several direct drug targets or genes
that are involved in the same cellular pathways as the drug rarger.??

In the OES method (Fig. 2A), the rationale is to identify genes
or cDNA whose overexpression confers resistance to a drug in yeast.
This screen is based on the idea that cells overexpressing a target
or a component related to the target, should tolerate higher levels
of the active compound. The main interest of this approach is that
overexpressed genes or cDNAs can be of any origin (from yeast but
also from mouse or human). In addition, because this method can be
based on yeast prions, convenient red/white colony color assays can
be used in conjunction with GAZ-inducible promoters (highly active
when yeast cells are grown in galactose medium and inactive when
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Figure 1. Antiprien drugs as baits in affinity chromatography on immobilized
compaounds. [A) The structure of the linker connecting the drug to the matrix
[Sepharose bead) is crucial. A short spacer can prevent interaction with cellular
targets because of steric hindrance (upper scheme|. Ifthe spacer istoo hydraphobic
|depicted in red in the middle panel), it can lead to its auto aggregation thus alsa
preventing target hinding. In addition, o hydrophobic linker can generate unspecific
hydrophobic interactions with macromalecules from cell lysates. An optimal spacer
[lower panel] should be only mildly hydrophokic (hydrophilic part depicted in
blue] and long enough to avoid steric hindrance. In this case, specific inferactions
can occur, as long as the covalent link of the linker to the drug does not affect its
antiprion activity foo srongly. B) Possikle linker chemical structures are depicled
Palyethylene glycol PEG) [upper panel) and amine caproylaminopentyloxy linker
|lower panel. [C) Affinity chromatagraphy purification on immohilized 8AF In the
example given, the antiprion drug 8AF was cavalently liked to Sepharose beads via
an amino caproylamincpentyloxy linker. Cell extracts were then incubated with this
matrix. After extensive washing, the affinity matrix bound cellular companents were
analyzed by 5035 FAGE followed by silver staining. The interacting proteins were
identified by mass spectrometry.
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wol for dewcting prowin-prowin interactions.”* In the Y2H
system, protein-protein interaction lead to reconstitution of
a transcriptional activator by close positioning in space of its
DNA binding (DBD) and actvation domain (AD) expressed
separately as fusion proteins with the two potentially inter-
acting proteins. Activity of the reconstituted wanscriptional
activator is evaluated using convenient reporter genes like
LacZ or [7753. In 1996, Licitra and Liu extended this method
to small molecule target identificatdon by dimerization of two
receptor proteins via heterodimeric ligand.2¢ As described
in Figure 2B, one ligand/receptor pair (for example metho-
uexate! DHFR in fusion with DBD) serves as bait. The ligand
(e.g., methouexate) is covalenty attached to the antiprion
molecule of interest (GAP in the example given) via a linker.
DHFR-DBD fusion protein is expressed in cells weated with
the dimer methotrexate-6AF. In the same cells, a library of
protein (here again of any eorigin) in fusion with the AD is
expressed. If some of these fusion proteins have affinity with
GAF, an active transcriptional activator can be reconstituted, as
in the case of Y2H experiments. Y3H can thus be considered
as another way of scanning the prowome (of any species) to
identify the targets of antiprion drugs. However, one of the
limic of this method is the same than the one highlighted
for affinity chromatography on immobilized drug. Because a
linker is attached to the antiprion drug it is necessary to verify
that the modified drug retains actvity. Also, the linker can
potentially prevent binding of cellular factors—not related
t the antiprion mechanism—that can be important for the
understanding of undesired side effects.

SCREENING FOR DRUGS INSTEAD OF MUTANTS,
ANTIPRION DRUGS AS TOOLS IN GENETIC EXPERIMENTS

In this last section, we would like to present how antiprion
drugs could be used as fundamental tools in model systems
like yeast as substitutes to genedc inactvation.

A classical random mutagenesis screen aimed at the
isoladon of muratons destabilizing or exacerbating a prion
phenotype can theoretically only lead to identification of non-
redundant genes. In conrrast, a multigenic family involved in
prion propagation and/er stability would not be identified
in such classical genetic screen. Conversely; all members of a
family could be targeted by a single drug. Therefore, a drug
screen could potentally uncover involverment of a redundant
gene family in prion propagation while a classical genetic
screen cannot.

In addition, drugs can be used as alternative approaches to
genetic inactivation in fundamental studies. There are several
advantages of using a drug rather than mutatdons to observe
an effect on a prion phenotype. First, it is much more rapid
and simple; second, it is reversible; and third, the effectcan be
adjusted (dose-dependent effect), which is especially important

cells are grown in glucose medium). The udlity of this approach
in the analysis of small molecules targets has been demonstrated 24
Naturally, typical false positive in such approaches might correspond
w proteins involved in drug import/export and stability. In addidon,
genes whose overexpression is toxic in yeast cells are counterslected.
Finally, another yeast-based method can be used: the yeast
three-hybrid system (Y3H, Fig. 2B). This methed is derived from the
yeast two-hybrid system (Y2H) which has proved to be a powerful

e3 Prion

in the case of essential genes. Thus, drug induced inactivation can be
considered as analogous to conditonal mutations with the addidonal
and important advantage to be able to affect muldgenic farnilies.
This aspect is perfectly illustrated by the widespread use of GuHCI,
as inhibitor of Hspl(4 in yeast prion swdies. In budding yeast,
Guanidine hydrochoride (GuHCD is known w efficiendy cure all
known prions. The GuHCl is a chemical inhibitor of Hspl 04p,27-#!
a protein chaperone essential for propagation of prions in budding
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yeast but not conserved in animals. GuHCI is prob-
ably the only known antiprion molecule for which
the critical biological varget is clearly identified and
numerous studies made use of GuHCl a5 a convenient
wol for rapid and wansient Hsp104-inactivadon. It
should be noted, however, that some published
data tend to indicate that, in addidon to Hspl04p,
GuHCI might affect additional targets®2-*4 involved
in prion propagation.

To finish, drugs can be used in more sophisticated
genetic screens like those leading to synthetic pheno-
type. In such screens, classically, geneticists look for
a second site mutation able tw either exacerbate or
suppress the effect of a first muration. If the target
of an antiprion drug is known, this compound can
be used w mimic the effect of inactivadon of the
corresponding gene. By looking ameong libraries of
mutants (for example Furoscarf collection of dele-
ton of every non essential budding yeast single gene)
for those hypersensitive or resistant to the effect
of the drug, it is possible to easily identfy second
site mutadon able o exacerbate or suppress effect
of inactivation of the drug target. For instance, by
looking for murations that suppress or exacerbate,
the curing effect of GuHCI, when cells are treated by
subefficient dose of this chemical compound, new
cellular factors involved in yeast prions propagation

might be identified.

(LOSING REMARKS

Recently, we have developed a rapid wwo-step
yeast-based assay to screen for antiprion drugs. 353
The first step of the screening is based on the [PS77]
phenotype and then, actve molecules are tested
against [URE3] phenotype. Given the structural and
functional divergences berween the proteins respon-
sible for these prion phenotypes (respectively Sup35p
for the [PS7*] phenotype and Ure2p for the [URE3]
phenotype), compounds active against both yeast
prions can be considered as active against all yeast
ptions. Our initial assumption was that mechanisms
controlling prion appearance and/or propagation
could be conserved from yeast to human, as it is
the case for most of the major cell biology regu-
latery mechanisms. Indeed, the vast majority of
drugs we isolated as active against both [PS7*] and
[URE3] prions turned out to be also actve against
mammalian pricn in three different mammalian
cell-based assays®¥ but also in vive in animal
models (Tribouillard et al in preparadon). These
results strongly argue in favor of commeon prion
controlling mechanisms conserved in eukaryortes,
from yeast to human, thus validating the yeast-based
assay to isolate antiprion compounds but also the
yeast model to study prions in general.

In this way, in the prion field, in addidon w be an
appropriate model system, yeast is also a nice tool not
only for drug screening but alse for reverse screening
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Figure 2. Antiprion drugs as baits in genetic approaches. |A] Genome wide overexpression
screen [OES). A DNA library [of any origin] expressed from the GALinducible promoter
in o yeast plasmid was transformed in a [PRICKNY] veast srain [in the example given [P5F]
farming white colonies) and cells were stireaked on a Galactase medium (in condition where
strang expression of cDNA was induced] and containing an antiprion drug. The curing effect
produces red [psi] colonies Colonies which remain white despite presence of the antiprion
compound might express o ¢cDNA whose overexpression prevent the curing effect of the
drug. These colonies are restreaked on the same Galactose medium containing the antiprion
drug to check for resistance to the antiprion drug and also on Glucese medium containing
antiprion drug to check that the isolated clone is sensitive to the drug in this condition where
expression of the cDNA is largely repressed. In the example given, one clone appears to
be a false pesitive for which resistance is not caused by expression of the cDNA (it remains
white on Glucose medium). [B] Threehybrid assay [Y3H|. This methad is based on the use of
a heteradimeric ligand constituted of a ligand of the receptor used as bait covalently linked
to the antiprion drug [4AP in the example given). The heterodimeric ligand can be used 1o
screen against a library of cDNAs [from any origin) in fusion with the activation demain [AD)
of o transcriptional activatar there Galdp). The HIS3 reporter gene will only be activated in
cells expressing a cDMA encoding a pratein to which the antiprion drug [4AP here] binds,
and thus anly these cells will be able to grow in a medium lacking histidine.
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approaches aiming at understanding the mode of action of active

compounds and thus potental new prion controlling mechanisms.
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IV. Criblage d’une molecule “médicament” contre les maladies a prions.

Article 5 :

Antihypertensive drug Guanabenz shows activity against both yeast and

mammalian prions: toward a new therapeutic indication

Présentation/Résumé

A ce jour, aucun traitement n’est disponible contre les maladies a prions affectant de
nombreuses especes de mammiferes dont I’homme. Stanley Prusiner et Byron Caughey ont
isolé un certain nombre de molécules actives contre le prion de mammifére grace a un
systeme de neuroblastomes murins chroniquement infectés par le prion de mammifere. De par
la lourdeur des systemes de criblage existants qui obligent a pratiquer les expériences en
laboratoire de type P3, le criblage haut-débit est rendu tres difficile. La levure de boulanger
Saccharomyces cerevisiae contient aussi des prions mais qui ne sont pas toxiques pour la
levure ainsi que, plus important, pour le manipulateur rendant ainsi les expériences tout a fait
réalisables sur une paillasse conventionnelle. Nous avons ainsi décidé d’utiliser la levure
comme outil pour mettre au point un systeme de criblage haut-débit, économique, simple,
rapide et efficace en faisant le pari d’une conservation des mécanismes de prionisation de la
levure a I’homme (articles 1 et 2).

Parmi les nombreuses chimiotheques testées, une chimiotheque de molécules toutes au moins
en phase 2 de tests cliniques a été criblée afin d’isoler des molécules qui auraient une activité
antiprion en plus de leur effet déja connu contre une toute autre maladie. C’est ce que 1’on
appelle le repositionnement thérapeutique. De ce crible, deux molécules présentaient une
activité antiprion chez la levure : le Guanabenz (GA), utilisé pour traiter I’hypertension, et la
Tacrine, premier médicament autorisé dans le traitement symptomatique des formes légeres a
modérées de la maladie d'Alzheimer.

Ces molécules ont ensuite été testées contre le prion de mammifere dans deux systémes tres
différents : 1- des cellules épithéliales de lapin (cellules Rov 9) et 2- des cellules astrogliales
de souris (Mov) (collaboration avec le Dr. Didier Vilette) exprimant toutes les deux la PrP
ovine et infectées par le prion ovin. La résistance de PrP 2 un traitement 2 la protéinase K,
donc la présence ou I’absence de PrP (détectée par des analyses immunologiques) apres

traitement avec les différentes molécules indique si PrP était sous forme pathologique (PrP%)
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ou bien sous sa forme normale (PrPC), donc si les molécules ont curé ou non les cellules
infectées par PrP*. Alors que la Tacrine ne présente aucun effet contre les prions de
mammifere, le Guanabenz présente lui une activité antiprion avec une IC50 de 5 uM sur
cellules Mov. En collaboration avec 1’équipe du chimiste Hervé Galons (université René
Descartes, Paris 6), une étude structure-activité a été menée. Une autre molécule, GAh, tres
proche chimiquement (puisqu’il y a seulement un atome de chlore en plus) a également
présenté une activité antiprion mais supérieure a celle du GA alors qu'une autre, GA{,
également tres proche (puisqu’il y a remplacement des deux chlore par un fluore) ne présente
aucune activité antiprion in vivo en systeme levure. Les mémes résultats ont aussi été
observés ex vivo en systemes mammifere.

Le GA exerce son activité anti-hypertensive par son activité d’agoniste des récepteur o2
adrénergiques. Pour cette raison, nous avons ensuite testé in vivo en levure et ex vivo en
systtmes mammiferes d’autres composés anti-hypertenseurs agonistes ou antagonistes des
récepteur 0.2 adrénergiques dans le but de déterminer si ’activité antiprion du GA était liée a
sa capacité a interférer avec les recepteur a2 adrénergiques. Aucune activité antiprion de ces
molécules n’a été révélée, suggérant que le GA agit par une autre voie que celle qui est
impliquée pour son activité anti-hypertensive.

Enfin, le GA a été testé in vivo dans un modele souris de maladie a prion. L’accumulation
splénique de PrP* est observée aprés traitement ou non chez la souris infectée. En effet, aprés
infection, la PrP¢ s’accumule en premier au niveau de la rate avant d’étre acheminée dans le
cerveau. Les résultats obtenus indiquent une baisse de plus de 50% de la quantité de PrP*
accumulée dans la rate au bout de 45 jours d’infection et dans le cas d’un traitement par le
GA. En plus de I’accumulation de PrP5¢ dans la rate, la survie des souris atteintes et traitées
ou non par le GA a aussi été observée. Les résultats montrent qu’'un traitement de 4 mg/kg
trois fois par semaine augmente de 19% la survie des animaux. Ces résultats peuvent par
ailleurs étre optimisés puisque la demi-vie du GA est trés courte, il faudrait ainsi en
administrer plus régulierement, dans 1’eau de boisson par exemple, pour observer
éventuellement une augmentation de la survie supérieure.

De surcroit, le GA est une molécule capable de traverser la barriere hémato-encéphalique qui
a déja passé tous les tests cliniques puiqu’elle est déja sur le marché pour le traitement de
I’hypertension. Elle pourrait ainsi étre rapidement utilisée pour des traitements
compassionnels contre les maladies a prions chez ’homme.

Point important, il existe de nombreuses évidences indiquant que des mécanismes

d’apparition communs existent entre les maladies a prions et d’autres maladies également
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dues a des problemes de repliements de protéines telles que les maladies d’Alzheimer,
d’Huntington, de Parkinson mais aussi certaines formes de mucoviscidose. Le GA a donc été
test¢ dans des modeles de la maladie de Huntington et de mucoviscidose, et elle semble
également étre active contre ces maladies. Nos molécules ont donc un avenir potentiel dans le

traitement de ces maladies.
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Prion-based diseases are incurable transmissible neurodegenerative diseases
(Weissmann and Aguzzi, 2005). Here we report on the discovery of the in vive antiprion
activity of the Guanabenz (GA) which is routinely used in human medicine as an
antihypertensive drug due to its agonist effect on a2-adrenergic receptors. GA was first
isolated as active in vivo against two different yeast prions using a previously described
veast-based two step assay (Bach et al., 2003; Bach et al., 2006). It was then shown to be
able to promote PrP% clearance in a murine cell-based assay. These effects are very specific
as evidenced by the inactivity of some derivatives that were generated and does not involve
its agonist activity on «2-adrenergic receptors as evidenced by the inactivity of other anti-
hypertensive agents possessing related mechanism of action. Finally, GA was active in a
mouse-based in vivo assay for ovine prion propagation by inducing a prolongated survival
of treated animals. GA thus belongs to the limited family of compounds active in vivo in
animal models for the treatment of prion-based diseases. Because it is already in clinic in
human and has been in use for many years to treat hypertension on a daily basis, without
major side-effects, our results indicate that it could be rapidly evaluated in human as a

potential treatment for prion-based diseases.

Prion-based diseases are transmissible and invariably fatal neurodegenerative disorders
including Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) in humans, bovine spongiform encephalopathies in
cattle and scrapie in sheep and goat for which no treatment is currently available (Trevitt and
Collinge, 2006). These diseases are associated with neuronal cell death which lead to
characteristic “spongiform™ vacuolation of the brain. According to the “protein only” hypothesis,
prions are solely composed of an abnormal form of the PrP protein, a GPI anchored protein

normally expressed at the surface of a number of cell types including in particular neurons. PrP
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exists in two forms, a “normal” form (PrPC) and a pathological, misfolded and protease resistant
form (PrP™). PrP™ shows an increase in B-sheet structures and forms aggregates. Based on the
assumption that PrP* corresponds to (or at least is part of) the pathogenic entity, various
approaches aiming at reducing PrP* or PrP° levels for finding therapies for prion-based disases
are currently explored (comprehensively reviewed in (Trevitt and Collinge, 2006)). Indeed,
recent results showed that depleting of PrP® from neurons of prion-infected mice where the
PRNP gene (encoding for PrP protein) can be turned off, not only prevented progression of
clinical disease, but also reversed spongiosis (Mallucei et al., 2003). Thus approaches leading to
reduction of endogenous PrPC or PrPSc levels may well be effective aftzer the appearance of
symptoms. Among these approaches are passive or active vaccinations (Gabizon et al., 1988;
Horiuchi and Caughey, 1999) whereas other aim at the identification of pharmacological
compounds promoting PrP*® clearance. Some of these approaches are based on the use of cell-
free systems (Bertsch et al., 2005; Cordeiro et al., 2004; Soto et al., 2000; Supattapone et al.,
1999) whereas other are based on the use of mammalian cells chronically infected with Prp*
(Archer et al., 2004; Doh-Ura et al., 2000; Korth et al., 2001; Vilette et al., 2001). In all these
assays, the presence of PrP™ is monitored by the proteinase K sensitivity assay: whereas PrP® is
sensitive to this protease, Prp™ partially resist and thus remains immunologically detectable. All
these assays are not easily amenable to high-throughput screening, in particular because
experiments have to be done in highly secured-laboratories. For this reason, we recently
developped a rapid and economical budding yeast (Saccharomyces cerevisiae)-based two step
assay to screen antiprion (Bach et al., 2003; Bach et al., 2006). Indeed since 1994 (Wickner,
1994) it is known that budding yeast contains several proteins behaving like prions (reviewed in
(Benkemoun and Saupe, 2006)) and several simple reporter systems have been developed to

investigate their behaviour. In a first step, molecules from wvarious chemical libraries were
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isolated on the basis of their in vive activity against the [PS/+] veast prion and then the active hits
were confirmed against [URE3], a second yeast prion untelated to [PS/+]. Both steps are based
on the use of a white and red colony coloration system: prion containing yeast cells form white
colonies on rich medium (YPD) whereas cells cured for the prion phenotype give red colonies.
Our initial assumption that prion controlling mechanisms could be conserved from yeast to
mammals was confirmed when most of the active compounds isolated in the yeast-based assay
turned out to be also active to promote PrP% clearance in three different mammalian cell-based
assays (Bach et al., 2003; Tribouillard et al., 2006).

Among others, the Prestwick chemical library, composed of 880 molecules which are
either in phase II/II1 clinical trials or already marketed and used in clinic was screened using the
yeast-based assay. As internal controls we found Chlorpromazine (CPZ) and Quinacrine (QC),
which are present in the Prestwick library, to be weakly active against yeast prions, as previously
observed (Bach et al., 2003). Among all the other drugs, two presented a strong activity against
veast prions: Tacrine (TA), a cholinesterase inhibitor in clinic for the symptomatic treatment of
memory loss in Alzheimer’s disease (Levy, 1989) and Guanabenz acetate (GA), an agonist of «2-
adrenergic receptor used in the treatment of hypertension (Holmes et al., 1983). TA and GA were
both isolated as active against [PS/+] prion (Figure 1 panel A and panel B, left) and were then
evaluated against [URE3] prion and found to be also active (panel B, right). Both compounds
were then tested for their ability to promote PrP®¢ clearance in the Mov9 cell-bases assay (Archer
et al., 2004). This assay is based on a murine epithelial cell line expressing ovine PrP gene under
the control of its endogenous promoter (Mov9 cells). Cells were then infected by a lysate
prepared from the brains of infected sheep. These scrapie-infected Mov9 cells could then grow,

divide and propagate PrP™. The state of PrP was monitored using the proteinase K sensitivity
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assay. Interestingly, whereas TA was found to be totally inactive, GA was found to be active
against mammalian prion in this cell based-assay (Figure 3 panel A). By testing different
concentrations, a dose-dependent antiprion effect was observed which allowed us to determine
ICs¢ for GA: about 5 pM (Figure 3, panel A, right). In the same experiment we followed by
Western blot analysis the level of total PrP (before proteinase K digestion) to observe if GA
could have an effect on PrP expression in Mov9 cells (Figure 3 panel A, bottom). As the PrP
level remained unchanged, we conclude that GA does not act by decreasing the steady state level
of PrP which could indirectly have an effect on the level of PrP*. We also incubated protein
lysates from infected Mov9 cells for five hours with 10 or 100 pM of GA and then submitted
them to proteinase K assay in order to observe if this drug would be able to act direcly on PrP™
agregates. As shown in Figure 3, panel B, even 100 uM GA (which represents 20 times the 1Csg
value observed in cell culture) the level of PrP* remained unchanged meaning that this molecule
was not active in vitro against Prp*® aggregates.

Chemical derivatives of GA were then synthesized and tested against both yeast
and mammalian prions using respectively the yeast-based and Mov9-based assays described
above. As shown in Figure 2, suppressing only one of the two chlorine or even replacing it by a
fluorine was sufficient to lead to a complete loss of activity. In contrast, adding a supplementary
chlorine strongly increased its activity against [PS/+] and [URE3] highlighting the importance of
these two chlorines. This also confirmed the specificity of the sereening method.

To test if GA antiprion effect observed in Mov9 cells could be due to the agonist activity
of the compound on «2-adrenergic receptors (which is responsible of its antihypertensive action),
we tested Clonidine (CD), a compound which is pharmacologically and chemically very close to

GA. CD is also an agonist of «2-adrenergic receptor used in clinic as an antihypertensive agent
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(Houston, 1982). CD did not exhibit any antiprion activity in yeast nor in Mov9 cells (Figure 2)
suggesting that the antiprion activity of GA probably does not involve the same mechanism than
the one related to its antihypertensive action. The same result was obtained when using a variety
of agonist or antagonists of al- or a2-adrenergic receptor (Figure 2). In addition the antiprion
activity of GA in S. cerevisiae cannot be due to its agonist activity on a2-adrenergic receptors as
yeast does not contain adrenergic receptors Taken together, these results suggest that antiprion of

GA is not related to the same mechanism than its antihypertensive effect.

We then evaluated the in vivo effect of Guanabenz acetate on mammalian prion
using a mouse model for prion-based disease (Beringue et al., 2000). Mice expressing ovine PrP
were scrapie-infected by intraperitoneal inoculation with the scrapie agent and then treated once a
week, three times a week or not by Guanabenz acetate (10 mg/kg). In this model, due to the
progress of infection, the presence of PrP* can be monitored in the spleen already a few weeks
after infection reaching a plateau after 4 weeks. 49 days after infection, we determined the level
of PrP* in the spleen of untreated mice (Figure 4, panel A, left ) and of mice treated with GA
(Figure 4, panel A, right). A modest but significant decrease in the quantity of PrP* was
observed, indicating that GA is able to decrease or slow down the infectivity process. These
results prompted us to repeat experiment and to extand treatment to the onset of the disease. For
this purpose, we used the same mouse model and treated mice once a week (10 mg/kg) or three
times a week (3 mg/kg) or not by GA. We then stopped treatment when the first symptoms
appeared and determined the timing of mortality for the various mice batches. As indicated in

Figure 4 panel B, we found a small but significant life prolongation for mice treated once a week
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(10 mg/kg): mices died at 101 days +/- 1 day compared to what was obtained for untretaed
control mices. Interestingly, mice treated three times a week but only with 3 mg/kg GA exhibited
and expanded life prolongation and even one animal survived more than 200 days. This result

suggests that a more frequent treatment with a lower dose could have better effect.

DISCUSSION

Taken together, our results indicate that GA, a drug already in clinical use for the
treatment of hypertension (Holmes et al., 1983), is active in vivo against both yeast and mamalian
prions. For this reason, our data strongly suggest a potential new therapeutic indication for
Guanabenz acetate in the treatment of prion-based disease in mammals, particularly in man. As
GA has already been used safely in clinic for almost 25 years without any major side-effects and
as its pharmacology and toxicology are very well known, we believe that it could be rapidly
evaluated in compassionate treatments for human prion-based disease. This is particularly
appealing when one considers that quinacrine and chlorpromazine, two compounds already in
clinic since many times for other applications and recently tested in human for compassional
treatment of CJID, were totally ineffective, even in combination, in a mouse model similar to the
one we used (Barret et al., 2003; Collins et al., 2002). Furthermore these two molecules exhibit
severe side effect which contrast with GA (Holmes et al., 1983), which can be safely used for
vears on a daily basis as an anti-hypertensive agent. Another molecules now tested in human is
Dextran Sulfate (DS 500). DS300 was found to be active in mouse model for TSE (Farquhar et
al., 1999; Farquhar and Dickinson, 1986) and is now evaluated for the treatment of CJD in human

using intracerebellar pump.
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Experimental protocol

Yeast strains and culture media. Yeast strains used in this study were as follows. Strgé: Matg,
erg6:TRP1, adel-14, trpl-289, his3A200, wra3-52, leu2-3,112, |[PSI+] and SB34: Mata,
erg6::TRP1, dal5::ADE2, ade2-1, trpi-1, len2-3,112, his3-11,15, ura2::HIS, [URE3] and were

grown as described (Bach et al., 2003).

PrP*¢ inhibition assay in Mov9 cells. Experiments were done as described previously (Archer

et al., 2004).
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Figures legends

Figure 1: Isolation of gnanabenz as active against yeast prion.

A. An aliquot of an overnight culture of the appropriate erg6A [PSI+] strain (STRg6 -which
grows as white colonies-) was spread on a Petri plate containing YPD medium
supplemented with 200 uM GuHC] and small filters (similar to the ones used for
antibiograms) were placed on the agar surface. Individual compounds from the Prestwick
chemical library (5 pl of a 5 mM solution) were applied to each filter, except for the top
left filter where DMSO was added (negative control: -) and for the bottom right filter
where 5 ul of a 300 mM GuHCI solution in DMSO was added (positive control: +). The
Petri plate was then incubated three days at 25°C. When a compound was active against
[PSI+], a halo of red colonies appears around the filter where it was spotted. The
molecular structure of Guanabenz acetate is depicted on top. Note that Guanabenz acetate
is strongly active against [PS/+] prion.

B. Guanabenz acetate was then tested against [UREZ3] prion using the same kind of assay.

Note that it is also active against this other yeast prion.

Figure 2: Activity of chemical derivatives of Guanabenz
The same quantity of Guanabenz and of three derivatives was spotted on the filters following the

same protocol as the one described in figure 1. Note the lack of activity of all three analogs.

11
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Figure 3: Guanabenz efficiently promotes PrP* clearance in an ex vivo murine cell-based
assay

A. Scrapie-infected Mov9 cells were treated for six days with the indicated concentrations of
GA and then lysed. Cell lysates were then subjected to proteinase K digestion followed by
Western blot analysis using an anti-PrP antibody (upper gel) or directly analyzed by
Western blot analysis using an anti-PrP antibody before proteinase K treatment (lower
gel). On the right a graph representing the quantity of remaining PrP* as a function of GA
concentration is shown. Note that GA was active against PrP* in a dose-dependent
manner (ICsq: 5 uM) and without any effect on PrP expression.

B. Cell lysates of scrapie-infected Mov9 cells were subjected directly to the indicated
concentration of GA or, as controls to the corresponding quantity of DMSO, the
compound vehicle, and then subjected to proteinase K digestion followed by Western
blotting analysis using an anti-PrP antibody. Note that GA, even at 100 pM (20 times the
ICs0) was unable to resolubilize Prp™ indicating that it probably does not act directly on

prion agregates.

Figure 4:
A. Scrapie-infected mice expressing ovine PrP were treated by intraperitoneal injection once
a week or not (Control) with GA at 10 mg/kg. After 49 days of treatment the rate of PrP®
detectable in the spleen was determined using the proteinase K resistance assay as
described in figure 3. Note that spleens of mice treated with GA contain significantly less
PrP*¢ than spleens of control, untreated mice. On the right panel is shown quantification

of the Western blot shown on the left panel.
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B. Percentage of surviving mice according to the type of treatment. Note that GA treatment

lead to a slight but significant increase in survival.
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V. La 6AP et le GA inhibent spécifiquement I’activité de chaperon de

proteines du ribosome

Article 6 :

Protein folding activity of rRNA is a selective target of two unrelated

antiprion drugs

Présentation/Résumé

Lors du premier criblage in vivo en levure de molécules a activité antiprion, d’une
chimiotheque de 2500 molécules, six composés ont été isolés dont la phénanthridine. Par une
approche structure-activité, 1’activité antiprion de la phénanthridine a pu étre optimisée par
ajout d’un groupement amino en position 6 (collaboration avec le chimiste Hervé Galons),
donnant ainsi la 6 amino phenanthridine ou 6 AP, mais son activité a aussi pu €tre inhibée par
I’ajout d’un autre groupement, donnant la 6AP1, de structure tres proche mais inactive contre
les prions. Pour les expériences a venir, nous aurons donc nos molécules actives, GA et 6AP
mais également de tres bons contrdles négatifs internes, GAi et 6APi. Comme le Guanabenz,
la 6AP, s’est avérée €tre €galement active ex vivo avec une IC50 de 7,5 uM (dans le systeme
de cellules Mov, le méme que celui qui a permis de tester ’activité du GA, mais également
dans le systeme de cellules Rov9, basé sur des cellules épithéliales de lapin (collaboration
avec le Dr. Didier Vilette, INRA de Jouy-en-Josas). De plus, la 6AP présente aussi une
activité antiprion, in vivo dans des modeles souris de maladies a prions (données non
montrées dans ce papier).

L’objectif était ensuite de revenir a la recherche fondamentale en utilisant nos drogues
antiprion comme des « hamegons » moléculaires pour identifier leurs cibles intracellulaires
afin de mieux comprendre, 1- leurs mécanismes d’action, 2- les phénomenes de prionisation,
et 3- pour appréhender les éventuels effets secondaires de la 6AP et du GA dans le cadre de
développements cliniques ultérieurs.

Pour cela nous avons utilisé un crible biochimique basé sur 1’utilisation de matrices d’affinité
constituées de 6AP ou de GA immobilisées sur des billes de sépharose, déja décrites dans les
articles 3 et 4 de ce manuscrit. Les protéines interagissant avec la 6AP ou le GA se fixent sur
ces matrices d’affinité et, apres des lavages intensifs des billes, sont ensuite identifiées par

spectrométrie de masse.
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La premiere question que nous nous sommes posée était de savoir si nos drogues agissaient
plutdt en cis (directement sur la molécule PrP) ou plutot en trans (sur des facteurs cellulaires
impliqués dans la formation et la propagation des prions). Pour répondre a cette question, trois
types d’expériences ont été réalisées :

1- des western-blots avec des anticorps anti-prion (anti-PrP, anti-Sup35p et anti-Ure2p) ont
été effectué sur les protéines éluées lors de différentes chromatographies d’affinité. Aucun
signal n’est apparu, ainsi ni PrP, ni méme Sup35p ou Ure2p ne présente d’affinité détectable
avec la 6AP, 2- des expériences de PMCA (Protein misfolding cyclic amplification), en
collaboration avec Surachai Supattapone (Dartmouth Medical School, Hanover) ont montré
que les drogues antiprion n’avaient aucun effet in vitro sur la transconformation de PrP€ en
PrP*° et

3- des expériences de formation de fibres amyloides in vitro montrent que la 6AP et le GA
n’ont aucun effet in vitro sur la formation des fibres amyloides d’Ure2p et de HET-s
(collaboration avec Sven Saupe, IBGC de Bordeaux).

Ainsi, la 6AP et le GA ne semblent pas agir en cis mais plutdt en trans. De fait,
I’identification par spectrométrie de masse des protéines qui se fixent a la 6AP et au GA apres
chromatographie d’affinité a conduit a I'identification des chaperons de protéines et du
ribosome. La 6AP et le GA fixent les protéines ribosomales de facon ARN-dépendante
puisque, apres digestion a la RNase A, aucune protéine ne reste fixée aux matrices de 6AP ou
de GA. Par ailleurs, une expérience de chromatographie a partir d’extrait totaux d’ARN révele
que la 6AP et le GA fixent directement les ARN ribosomaux. Il est maintenant bien
documenté que le ribosome a essentiellement deux fonctions portées par le grand ARNr : une
fonction bien connue dans la syntheése protéique et une fonction un peu moins connue de
chaperon de protéine. Des lors, la question qui s’impose est la suivante: quelle est 1’activité
biologique du ribosome qui est inhibée par la 6AP et le GA ? Est-ce la fonction de traduction
ou est-ce la fonction chaperon ou bien encore, les deux a la fois ? Des expériences in vitro et
in vivo de traduction ont montré que la 6AP et le GA n’affectaient pas la fonction de synthese
protéique. Par contre, des tests in vitro d’activité de chaperon de protéines du ribosome
montrent que la 6AP et le GA inhibent spécifiquement cette fonction d’assistance au
repliement des protéines qui, comme la fonction dans la traduction, est portée par le grand
ARN ribosomal (ARNr 28S chez I’homme, 25S chez la levure et 23S chez la bactérie) de la
grande sous-unité du ribosome (qui est ainsi un ribozyme).

Nos résultats suggerent donc que I’activité de chaperon de protéines de I’ARNr 28S est

nécessaire pour le maintien et la propagation des prions. Afin de confirmer et d’affiner ce
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modele, nous sommes actuellement en train de cartographier précisément, grice a des
expériences de « foot printing » et de « toe-printing », les zones d’interactions de la 6AP et du
GA avec I’ARNr 28S.

En plus d’ajouter une pierre a 1’édifice de la compréhension des mécanismes de prionisation,
ces résultats ont permis la découverte de molécules inhibant spécifiquement la fonction
chaperone du ribosome, inhibiteurs qui n’existaient pas jusqu’a maintenant. Les seuls
inhibiteurs de la fonction chaperon de protéine connus jusqu’a présent inhibent aussi la
traduction.

La 6AP et le GA, outre leur intérét pour le développement de solutions thérapeutiques pour le
traitement des maladies a prions, et peut-étre plus généralement a agrégation de protéines,
constituent donc des outils originaux et privilégiés pour I’étude du rdle in vivo de la fonction

de chaperon de protéines du ribosome.
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SUMMARY

6-Aminophenanthridine (6AP) and Guanabenz (GA, a drug currently in use for the
treatment of hypertension) were isolated as antiprion drugs using a yeast-based assay.
These structurally unrelated molecules are active against mammalian prion ex vivo, in
several cell-based assays and in vivo in mouse models, strongly suggesting that their cellular
targets are conserved from yeast to mammals. Iere we report on the identification of
cellular targets of these drugs. We have synthesized affinity chromatography matrices for
both drugs and demonstrate an RNA-dependent interaction of 6AP and GA with
ribosomes. This specific interaction has no effect on the peptidyl transferase activity of the
ribosome nor on global translation. In contrast, 6AP and GA specifically inhibit the protein
folding activity of the ribosome, another activity of ribosomal RNA (rRNA). We thus
propose that the rRNA mediated protein folding activity is required for prion maintenance

both in yeast and mammals.

INTRODUCTION

Prion-based disecases are fatal neurodegenerative disorders for which no efficient
treatment is currently available (Trevitt and Collinge, 2006). These diseases are caused by
proteinaceous infectious particles termed prions. According to the “protein only™ hypothesis,
prions are composed solely of an abnormal form of the PrP protein, a GPI anchored protein
normally expressed at the surface of numerous cell types including neurons. PrP exists in two
forms, a “normal” form (PrP) and a pathological, misfolded and protease resistant form (PrP").
Prp© mainly consists of a-helices and does not form aggregates. During the course of the disease,

PrP* accumulates and is capable of converting the normal PrP© form to this altered conformation
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(Prusiner, 1998). PrP* shows an increase in B-sheet structure (Govaerts et al., 2004) and forms
aggregates (Cohen et al., 1994). Prion-based diseases are thus related to other protein misfolding
disorders such as Alzheimer, Parkinson or Huntington diseases, which are all characterized by the
accumulation of intracellular or extracellular B-sheet rich protein aggregates.

Prions also exist in fungi. In 1994, Reed B. Wickner provided genetic evidence that a long
known genetic element of the budding veast Saccharomyces cerevisiae showing unusual
cytoplasmic inheritance is in fact a prion (Wickner, 1994). Other prions were then discovered in
yeast and in filamentous fungi (reviewed in (Benkemoun and Saupe, 2006)) and several simple
reporter systems have been developed to investigate their behaviour (Brachmann et al., 2006,
Tuite and Koloteva-Levin, 2004). These model systems provided direct support for the “protein-
only” hypothesis and indicated that fungal prions correspond to self-propagating amyloid or
amyloid-like assemblies (Brachmann et al., 2005; King and Diaz- Avalos, 2004; Maddelein et al.,
2002; Tanaka et al., 2004). Since prion replication corresponds to propagation of a misfolded
state, the chaperone network has a central role in prion appearance and maintenance (Jones and
Tuite, 2003). The chaperone network controls proper folding of newly synthesized proteins,
assists assembly of macromolecular complexes and promotes clearance of protein aggregates.
The protein chaperone activity is carried out by soluble chaperones and ribosome-associated
chaperones. In addition, the ribosome itself was found to possess an intrinsic protein chaperone
activity (Argent et al., 2000; Chattopadhyay et al, 1994; Chattopadhyay et al.,, 1996;
Chattopadhyay et al., 1999; Das et al., 1996; Das Gupta, 1999; Kudlicki et al., 1997; Singh and
Rao Ch, 2002). In yeast, prion propagation was demonstrated to be critically dependent on the
chaperone machinery, in particular the Hspl04p chaperone (Chernoff et al., 1995). Prion
propagation is also modulated by different members of the Hsp70p and Hsp40p family and

additional co-chaperones.
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Several approaches towards the development of prion disease therapies are currently
explored. These include identification of pharmacological drugs, immunotherapeutics and PrP®
knockdown by RNA interference (Trevitt and Collinge, 2006). Therapeutics can be targeted to
PrPc, PrP5¢ or to the conversion process (Archer et al., 2004; Doh-Ura et al., 2000; Korth et al.,
2001; Nishida et al., 2000; Vilette et al., 2001). Among the experimental systems used are animal
models, cell culture and cell-free conversion assays. Relatively few studies have used systematic
screening approaches of large chemical libraries. Recently we have developed a simple,
economic, safe and rapid yeast-based method to screen for anti-prion drugs (Bach et al., 2003;
Bach et al., 2006b). In a first screen, molecules are isolated on the basis of their in vivo activity
against the [PSI'] yeast prion. The activity of positive compounds is then confirmed against
[URE3], a second yeast prion which is unrelated to [PSI']. In both cases we make use of a
colorimetric system where prion containing yeast cells form white colonies whereas loss of prion
leads to formation of red colonies. Remarkably, the vast majority of molecules isolated using this
yeast-based assay turned out to be active against mammalian prion ex vivo in various mammalian
cell-based assays ((Bach et al., 2003; Bach et al., 2006b; Tribouillard et al., 2006) and D. V. and
M. B. unpublished results). This not only validates the yeast-based approach for high-throughput
screening but also shows that yeast prions are relevant models for the study of mammalian prion-
based diseases. Conversely, some of the antiprion drugs isolated using mammalian cell-based
assays, like Quinacrine (QC) or Chlorpromazine (CPZ) were found to be active in the veast-based
assay (Bach et al., 2003). Taken together, these results strongly suggest that prion controlling
mechanisms are conserved from yeast to mammals. For this reason we set out to identify
intracellular targets of two of the most active compounds isolated using the yeast-based assay: 6-
aminophenanthridine (6AP) and Guanabenz (GA, a drug already on the market for the treatment

of hypertension (Tribouillard ef al., in preparation)). These drugs could potentially directly target
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the prion proteins or alternatively the cellular machinery involved in prion propagation.
Identification of the targets of these drugs should allow [1] to understand their mechanism of
action, [2] to characterize new pathway(s) important for prion appearance and/or propagation and
[3] to provide new screening targets for the isolation of antiprion drugs in in vifro target-based
approaches.

Here we show that the two unrelated antiprion drugs 6 AP and GA interact with ribosomes
in an RNA-dependent manner. This interaction leads to a specific inhibition of the ribosomal
protein folding activity, which is carried by the largest ribosomal RN A (23S rRNA in %. coli, 258
rRNA in S, cerevisiae and 288 rRNA in mammals) of the large subunit, whereas it has no
significant effect on protein synthesis. These results suggest that the protein chaperone activity of

the ribosome is required for prion maintenance both in yeast and mammals.

RESULTS

The antiprion activity of 6AP is completely absent in its close derivative 6APi

6AP (6-aminophenanthridine, molecular structure depicted in Figure 1a) is a potent derivative of
phenanthridine, a compound originally isolated from our laboratory chemical library as active
against prions using the yeast-based assay described above (Bach et al., 2003; Bach et al,,
2006b). 6 AP was found to be also active against mammalian prion in three mammalian cell-based
assays ((Bach et al., 2003; Tribouillard et al., 2006) and Figure 1c, upper gel), namely the Rov
system (rabbit kidney epithelial cells chronically infected by the 127S sheep prion strain (Vilette
et al., 2001)), the N2a system (murine neuroblastoma cells chronically infected by the RML
murine prion strain (Doh-Ura et al., 2000; Korth et al., 2001)) and the MovS system

(immortalized neuroglial cells from ovine transgenic mice chronically infected by the 1278 sheep
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prion strain (Archer et al., 2004)). In all these assays PrP™ is detected based on its proteinase K
resistance. During the course of structure-activity studies on the 6 AP chemical family, numerous
derivatives were synthesized. 6APi was obtained by introduction of a 2-(butan-1-ol) group
(depicted in blue in Figure 1a) on the 6-amino position of 6AP. 6APi is totally inactive against
both [PSI'] and [URE3] yeast prions (Figure 1b) and also against mammalian prion in the Mov-
based assays (Figure 1c, lower gel). 6APi thus represents an ideal negative control for
experiments involving 6 AP: despite its structural similarity with 6AP it is totally inactive against

both yeast and mammalian prions.

6AP does not interact with prion proteins but shows specific interactions with ribosomal
components

In order to identify targets of 6AP, we synthesized a 6AP-linked affinity chromatography matrix
to purify intracellular macromolecules able to physically interact with this drug (Bach et al.,
2006a). To avoid possible steric hindrance between target(s) and the matrix, it was necessary to
introduce a spacer between 6AP and the sepharose beads. An aminocaproylaminopentyloxy
linker was chosen because of its optimal length (F. G. and H. G., in preparation). In addition, its
internal peptidic bond lowers its hydrophobicity therefore reducing potential auto-aggregation or
unspecific hydrophobic interactions with macromolecules from the cell lysate. Furthermore, the
amide function increases rigidity of the linker. The position where this
aminocaproylaminopentyloxy extension can be introduced while maintaining the antiprion
activity of 6AP was determined by testing the antiprion activity of 6AP derivatives with the
linker in position 1, 2 or 3, as depicted in Figure 2a. A previous structure-activity study has
indeed shown that all other possible positions on 6 AP are crucial for its antiprion activity (F. G.,

N. D., M. B. and H. G., in preparation). Only introduction of the aminocaproylaminopentyloxy
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linker in position 3 led to a reasonably active chemical derivative of 6AP (Figure 2b), while the
two other substitutions led to completely inactive compounds. The modified 6 AP was then bound
to sepharose beads via its amino group to yield the affinity chromatography matrix depicted in
Figure 2¢. As controls, beads quenched with ethanolamine were prepared. These matrices were
then used for affinity chromatography experiments to purify biological targets of 6AP. Crude
extracts of budding vyeast, porcine brain or Mov (murine neuroglial) cells were prepared and
incubated for 30 minutes with 6AP beads or control beads. As additional controls, competitions
with an excess of free 6 AP or 6 APi were realized: the rationale being that targets of the antiprion
activity of 6AP should be competed away by 6AP but not by 6APi. After extensive washing,
sample buffer was added to the beads and the bound proteins were analyzed by SDS-PAGE
followed by Coomassie blue or silver staining and Western blotting.

In principle, two modes of action for antiprion drugs can be envisioned: either in cis directly on
prion protein/aggregates, or in frans by interfering with the activity of cellular factor(s) required
for prion propagation. In this second possibility, antiprion drugs are not expected to interact
directly with the prion proteins whereas the first possibility implies a direct interaction of the
compound with the prion proteins either in their normal or prion form. Bound proteins were
analyzed by SDS-PAGE followed by Western blotting using antibodies directed against Sup35p
(the protein corresponding to the [PSI'| prion), Ure2p (the protein corresponding to the [URE3]
prion) or PrP. Although these three proteins were clearly detectable in cell extracts, they were
undetectable on the affinity matrices after chromatography (Figure 2d) suggesting that there is
no direct interaction between 6AP and these prion forming proteins. This is consistent with the
fact that 6AP is active against the three considered prions ([PSI'], [URE3] and PrPSC) which do
not share any significant sequence similarity. Confirming that there is no direct interaction

between prion protein and 6AP, we observed no effect of both 6AP and 6APi on in vitro PrP® to
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PrP* conversion. This assay was performed using a Protein Misfolding Cyclic Amplification
(PMCA), a highly sensitive method developped by the group of Claudio Soto (Saborio et al.,
2001). Neither 6AP nor 6APi inhibited PrP® to PrP*° conversion in this in vitro assay (Figure
2e), which further argues against a direct action on the prion protein in cis. Similarly, we found
no significant effect of 6AP on prion amyleid formation rate of purified recombinant Ure2p
protein (Supplementary Figure 1 a and c¢). The same result was obtained using a second
amyloid forming prion protein, namely the prion forming domain (PFD of the HET-s prion
protein of Podospora anserina (Supplementary Figure 1b) consistent with previous observation
using an in vitro filter trap assay (Boye-Harnasch and Cullin, 2006). From all these experiments,
we conclude that 6AP is not a general inhibitor of prion amyloid formation acting in ¢fs. Taken
together, these results strongly argue for a 6AP mode of action in frans on cellular factors rather
than in cis directly on the prion proteins.

Next, the proteins bound to 6AP beads were analyzed by SDS-PAGE followed by Coomassie
blue (not shown) and silver staining (Figure 2f). Specific protein bands (absent from control
beads, present on 6AP beads and competed away by free 6 AP but not by free 6 AP1) were excised
from the gel for identification by mass spectrometry. All identified bands correspond to
ribosomal proteins from both the large and the small ribosomal subunits (Supplementary
Table I) suggesting that the ribosome or at least ribosome components could be specific targets

of GAP.

GA also specifically interacts with ribosomal components
Guanabenz (GA, molecular structure depicted in Figure 3a, left structure), is an orally active
central a2-adrenoceptor agonist already on the market for the treatment of hypertension (Holmes

et al., 1983). Very recently we isolated this drug as active against both [PSI"] and [URE3] veast
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prions (Tribouillard et al., in preparation). We also found GA to be active against mammalian
prion, not only ex vivo in the MovS-based assay described before (ICs; =35 uM) but also in vivo
in a mouse model already described (L.e Dur et al., 2005). As for 6AP, we found that GA did not
inhibit in vitro PrP® to PrP*° conversion in the same PMCA assay described above (not shown).
Similarly to 6AP, we also found no significant effect of GA on prion amyloid formation rate of
both purified recombinant Ure2p protein and the HET-s PFD of P. Anserina (Supplementary
Figure 1). These results indicate that, as 6AP, GA likely acts in ¢rans on cellular factors rather
than in cis on the prion proteins. For this reason and because its molecular structure is clearly
unrelated to that of 6AP, we set up an affinity chromatography experiment on immobilized drug
similar to the one used with 6AP. First, using results of structure-activity studies performed on
the GA family, we synthesized the most appropriate control molecule. GAi (Figure 3a, right
structure) differs from GA by a single replacement of one chlorine by a fluorine (also an halogen
atom, highlighted in blue). This new molecule is totally inactive against yeast and mammalian
prions (Tribouillard ef al., in preparation). Similarly to the approach undertaken for 6 AP, we
added an aminocaproylaminopentyloxy group as a spacer in position 4 on GA and observed that
this modification did not alter the antiprion activity of GA (Figure 3b). GA sepharose beads were
subsequently synthesized (as depicted in Figure 3¢) and used for affinity chromatography
experiments to purify biological targets of GA. As with 6AP beads, crude extracts of budding
yeast, porcine brain or MovS cells were prepared and incubated for 30 minutes with GA beads or
control beads. As additional controls, competitions with an excess of free GA or GAi were
performed. After extensive washing, sample buffer was added to the beads and the bound
proteins were analyzed by SDS-PAGE followed by Coomassie blue (not shown) and silver

staining. Specific protein bands (absent from control beads, present on GA beads and competed
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away by free GA but not by free GAi) were excised from the gel for identification by mass
spectrometry. The results are shown in Figure 3d. The identified bands also correspond to
ribosomal proteins, again from both large and small subunits of the ribosome suggesting that the
ribosome itself or ribosomal components constitute specific targets of GA. Thus, 6AP and GA,
two chemically unrelated antiprion drugs isolated from two independent chemical libraries appear

to share the same cellular targets, namely components of the ribosome.

6AP and GA compete each other for interaction with ribosomal components

We next tested whether 6AP and GA share the same interaction site(s) on ribosomal constituents
by determining the respective ability of each compound to compete for the binding of ribosomal
proteins to the other compound. As shown in Figure 4a, GA (but not GAI) is able to compete for
the binding of ribosomal proteins to 6AP beads. Conversely, 6AP (but not 6APi) is able to
compete for the binding of ribosomal proteins to GA beads (Figure 4b). Taken together, these
results suggest that 6AP and GA share common (or at least partially overlapping) binding site(s)

on ribosomal components.

RNA-dependent interaction of ribosomal components with 6AP and GA

Next we wondered whether the various identified ribosomal proteins could be retained as
a result of interaction of the drugs with ribosomal RNA. We thus determined whether the
interaction of 6AP and GA with ribosomal proteins could be dependent on RNA. We found that
an RNase A treatment of yeast crude extracts before affinity chromatography purification
resulted in complete suppression of the binding of the ribosomal proteins to both 6AP (Figure
4a) and GA beads (Figure 4b). Same results were obtained using extract from porcine brain or

MovS cells (data not shown). We conclude that binding of ribosomal proteins to 6AP and GA is
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RNA-dependent. Next the ability of RNA to directly interact with 6AP and GA was assessed by
repeating affinity chromatography experiments using yeast total RNA preparations. Specific
binding of RNA to both affinity matrices was observed (Figure 4¢ and d). Taken together, these
results show that binding of ribosomal proteins to both 6AP and GA is RNA-dependent and is
probably mediated by a direct interaction between each of the two antiprion drugs and the rRNA.
These results readily explain why a large number of distinct ribosomal proteins are retained

during the affinity chromatography.

6AP and GA have no effect on protein synthesis both in vive and in vitro

Because the main function of the ribosome is protein synthesis, the effect of 6AP and GA on
translation was assessed both in vitro and in vive. Exponentially growing [PSI"] yeast cells were
treated with various compounds as indicated, at a final concentration of 100 uM (a concentration
known to have an antiprion effect in yeast without any significant effect on the growth rate).
Radiolabelled [**S] methionine was then added for 10 minutes and cells harvested. Extracts were
prepared and analyzed by SDS-PAGE (Figure Sa) or 2D-gel electrophoresis (Figure Sb)
followed by autoradiography. None of the tested compounds exhibited a significant effect
(inhibition or activation) on global protein synthesis. In addition, 6AP and GA had no significant
specific effect on Sup33p, PrP or Ure2p protein level ((Bach et al., 2003) and data not shown). In
sharp contrast, cycloheximide (CHX), a known inhibitor of global translation (Kerridge, 1958),
completely inhibited protein synthesis at this concentration. The effect of 6AP and GA was also
tested in an in vifro translation system, namely the rabbit reticulocyte lysate system. The
efficiency of translation of a control mRNA encoding for the EFla translation factor was

evaluated in presence of 200 uM of the indicated compounds (Figure S¢). Again, only CHX had
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a significant inhibitory effect on EF1ae mRNA translation. This result confirms the in vivo data
and allows us to conclude that none of the tested antiprion drugs, including 6 AP and GA, has a

significant effect (positive or negative) on global protein synthesis in the tested systems.

6AP and GA strongly and specifically inhibit the rRNA-mediated protein folding activity of
the ribosome

In addition to its role in protein synthesis, ribosome was also found to have the capacity to assist
protein folding. This ability has been demonstrated in vifro using many different enzymes as
substrates and bacterial as well as eukaryotic ribosomes (Argent et al., 2000; Chattopadhyay et
al., 1994; Chattopadhyay et al., 1996; Das et al., 1996; Das Gupta, 1999; Kudlicki et al., 1997,
Singh and Rao Ch, 2002) and is supported by in vivo data in E. coli (Chattopadhyay et al., 1999).
In all cases studied so far, this protein folding (or “assisted folding™) activity of ribosome was
showed to be mainly due to the domain V of its largest rRNA (23S rRNA in E. coli) of its large
subunit (508 in F£. coli). Interestingly, this large TRNA, and particularly its domain V, also bears
peptidyl transferase activity (Nissen et al., 2000). Since 6AP and GA, which bind to rRNA,
exhibit no inhibitory effect on protein synthesis, we wondered if they might have any effect on
the protein folding activity of the ribosome. Human Carbonic Anhydrase (hCA) was used as a
substrate for in vitro assisted folding experiments (Figure 6). The hCA protein was denaturated
in presence of guanidium hydrochloride and EDTA. For refolding experiments, hCA was diluted
100 times in native buffer either alone (to determine self folding efficiency) or with highly active
preparations of E. coli ribosomes (final concentration: 100 nM), or the large subunit (508, final
concentration: 100 nM), or rRNA purified from the 308 subunit (23S rRNA and 5.8S rRNA, at a
final concentration of 100 nM), or the in vitro transcribed 660 nucleotides long domain V from 5.

subtilis (final concentration: 150 nM) (see experimental scheme in Figure 6a and results in
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Figure 6b left panel). The correct refolding of hCA was assessed by following the reappearance
of its enzymatic activity. Self folding restored about 20% of hCA activity. £. coli ribosomes or
the 508 alone restored about 70% of hCA activity, the 23S rRNA about 45% and the in vitro
transcribed domain V about 35%. The different extent of the assisted folding achieved by the
different ribosomal folding modulators depends very much on the structural integrity of the
rRNA, which is probably better in 70S and 50S than in the phenol extracted 23S rRNA and in the
in vitro transcribed domain V. Neither heparin nor tRNA (at concentration ranging from 2.33 uM
to 70 pM) were able to assist refolding of hCA, further showing that the protein folding activity
of the large rRNA of the large subunit of the ribosome is specific and cannot be undertaken by
other negatively charged polymer (Figure 6¢ left panels). The same result was obtained using
BSA (right panel). Interestingly, 6AP and GA dramatically inhibited ribosome, 508, 23S rRNA
and domain V assisted folding to the level of self folding (about 20%). This effect was specific as
neither 6API nor GAi showed any effect at the same concentration (1 mM). Thus the potency of
the four tested compounds (6 AP, 6APi, GA and GA1) in inhibiting the assisted folding activity of
the ribosome parallels their activity as antiprion drugs. The same results were obtained using
preparation of S. cerevisiae ribosomes (Figure 6b right panel) or other enzymes (human Malate
Deshydrogenase and bovine Carbonic Anhydrase, data not shown) as substrates suggesting that
the ability of 6AP and GA to inhibit the protein folding activity of the ribosome is a general
feature not restricted to bacterial ribosomes.

We wanted to check whether the tested compounds also inhibit the peptidyl transferase activity of
the ribosome under the same experimental conditions (same preparation of E. coli ribosomes,
same drug and ribosome concentration). As shown in Figure 6d, formation of dipeptide, a

classical assay for peptidyl transferase activity (Antoun et al., 2006), was not significantly
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affected by any of the four compounds. The same result was obtained in another type of
experiment where the ability of ribosomes to recycle (thus giving a global view on translation
efficiency) was assessed (data not shown). In a second serie of experiments, we made chemical
foot-printing experiments on i# vitro transcribed domain V of B. subfilis 23S rRNA as well as on
two other completely unrelated RNAs, namely tRNA® and RNAse P RNA. The results are
presented in Supplementary Figure 2: none of the drugs (6AP and GA) or their inactive
analogues (6APi and GAi) were able to protect any region of tRNA®" and RNAse P RNA. In
contrast, foot-printing experiments on domain V of 238 rRNA showed specific and common
protection sites with both 6AP and GA but not with their inactive analogues. Taken together
these results indicate that 6AP and GA specifically bind to the large rRNA and inhibit the protein

chaperone activity of the ribosome 7r vitro without affecting its protein synthesis function.

The antiprion activity of Chlorpromazine and 6AP and GA rely on distinct mechanisms

Chlorpromazine (CPZ, molecular structure depicted in Figure 7d), an antipsychotic drug (Delay
et al., 1952), was shown to be active against mammalian prion in N2a cell-based assays (Korth et
al., 2001) and later against yeast prions (Bach et al., 2003). As chemical structure of CPZ is quite
similar to that of 6AP, ability of CPZ to compete ribosomal components’ binding to 6AP (and
GA) beads was determined. Like GAi and 6APi, CPZ does not compete for the binding of
ribosome components to both GA and 6AP affinity matrices (Figure 7a). These results suggest
that CPZ does not interact directly with ribosomes (or interacts to a distinet part of the ribosome).
Similarly, CPZ (at 1 mM final concentration as for experiments with 6AP or GA) was found to

be unable to inhibit assisted refolding of hCA by the ribosome (Figure 7b). These results indicate
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that ribosome binding and inhibition of ribosome-assisted refolding, are properties specific to
6AP and GA and that CPZ probably exerts its antiprion activity by a distinct mechanism.

In veast, it has been shown that CPZ induces a down regulation of ribosome biogenesis
(Li et al., 2000). CPZ triggers a membrane stress (Kamada et al., 1993) that leads to attenuation
of ribosome synthesis via a Pkclp-dependent pathway. In response to an increase in internal
turgor pressure, yeast cells down-regulate ribosome biogenesis and activity in order to avoid
continuous protein synthesis in conditions where cells are fragilized and might thus explode
(Deloche et al., 2004). Figure 7¢ shows a schematic representation of this pathway (adapted from
(Li et al., 2000)). To test the simple idea that antiprion effect of CPZ could, at least in yeast,
involve the Pkclp pathway, we determined the effect of partial or total inactivation of the PKC/
gene (which is not essential in yeast) on the CPZ antiprion effect. As shown in Figure 7d upper
right panel, deletion of the PKC! gene totally abolishes the antiprion activity of CPZ. In contrast,
deletion of the PK(C! gene has no effect on the toxicity induced by CPZ as the halo of non
growing cell has the same diameter as that obtained for isogenic Wild-Type (W) strain (upper
left panel). We also partially inactivated the PKC7 gene by replacing its endogenous promoter by
the galactose-inducible promoter of GALI, 10 genes and by growing cells on glucose medium
(where expression from the GALI, 10 promoter is largely repressed). Under this condition, we
observed a clear diminution of the size of the red halo, indicating a reduced antiprion effect of
CPZ (lower right panel compared to lower left panel). PCK I partial or total inactivation did not
abolish the antiprion effect of 6 AP or GA (data not shown). These results indicate that in yeast
the antiprion activity of CPZ (but not 6 AP and GA) depends on the Pkelp-dependent pathway. It
follows that other drugs that create a membrane stress and activate this Pkclp pathway could be
expected to display antiprion activity. This Pkclp-dependent pathway can also be activated with

Brefeldin A (BFA, molecular structure depicted in Figure 7e), a classical inhibitor of the
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vesicular transport, active from yeast to human (reviewed in (Jackson and Casanova, 2000)). We
indeed observed a modest but significant antiprion effect of BFA on [PSI'] (Figure 7e).

Taken together our results suggest that at least in yeast the antiprion effect of CPZ and
6AP/GA are based on different mechanisms. The Pkcl-dependent antiprion activity of CPZ
appears to be related to its ability to create a membrane stress leading to down regulation of
ribosome biogenesis. Interestingly, while the antiprion activity of CPZ and 6 AP/GA seems to rely

on distinct mechanisms both could ultimately involve modulation of ribosome activity.

DISCUSSION

We show here that the ribosome is a common intracellular target of 6AP and GA, two
chemically unrelated antiprion drugs active from yeast to mammals. Ribosomal components were
shown to interact specifically and in an RNA-dependant manner with both 6 AP and GA. Control
experiments using 6APi and GAi, two molecules chemically very close to 6AP and GA, but
totally devoid of antiprion activity, show the specificity of 6AP and GA’s interaction with the
ribosome. Our results are best explained by postulating that in the affinity chromatography
experiments immobilized drugs retain the entire ribosome. Importantly, interactions of 6AP or
GA with the ribosome do not affect ribosomal functions in protein synthesis but result in a strong
and specific inhibition of the ribosomal protein folding activity.

6AP and GA represent the first compounds to inhibit selectively (i.e. without any
significant effect on protein synthesis and translation) the protein folding activity of the
ribosome. Indeed, a number of antibiotics like chloramphenicol, lincomycin and erythromyein,
which are known to bind the central large loop of domain V of 23S rRNA, inhibit the 23S

rRNA/domain V-mediated protein folding activity but they also strongly affect protein synthesis
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(thereby providing their antibacterial activity) (Das Gupta, 1999). In contrast, antibiotics like
streptomycin or kasugamycin which bind to the 30S subunit of the ribosome and also block
protein synthesis have no effect on the protein folding activity of the ribosome which is due to its
508 subunit. Therefore, as the first molecules specifically inhibiting the protein folding activity of
the ribosome, 6AP and GA confirm that this activity is independent (or at least uncoupled) from
its function in protein synthesis. In addition these compounds constitute precious tools to study
the yet largely unexplored biological role and significance of the protein folding activity of the
ribosome in vivo.

At present, it cannot be totally excluded that, in addition to ribosome-assisted protein
folding, 6 AP and GA target other cellular processes that could account for their antiprion effect.
However we detected no direct interaction of 6AP and GA with prion proteins and all proteins
identified in our affinity purifications are ribosome-associated. Importantly, we do observe a
strict correlation for the different drug derivatives between the antiprion activity and inhibitory
effect on ribosome-assisted folding. Thus, while at present we have no direct proof of a causal
link between inhibition of ribosome-assisted folding and prion destabilization, our results
strongly suggests that we have identified not only a physical target but indeed the functional
target of these antiprion drugs. We therefore propose that ribosome-assisted protein folding is
involved in prion maintenance both in yeast and mammals. This chaperone activity of the
ribosome would constitute a novel and general mechanism in the control of prion maintenance.

What could be the mechanistic implication of protein folding activity of the ribosome in
prion propagation? A first possibility is that this function of the largest rRNA is critical to allow
the prion proteins to reach a folding state competent for prion formation. Of note in this context,
is the fact that RNA molecules strongly increase PrP transconformation i# vitro (Caughey and

Kocisko, 2003; Deleault et al., 2003). Total hamster brain RNA fractionation experiments
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showed that RNA molecules of more than 300 nucleotides (that co-purify with rRNA) retain this
amplification ability whereas smaller RNA do not. In addition, the putative function of the largest
rRNA in prion formation/propagation provides mechanistic support for previously unexplained
observations showing in yeast the ability of 3 um plasmid (encoding rRNA) to induce the [psi] to
[PSI'] conversion when introduced into a [psi] strain (Dai et al., 1986). Interestingly also, the
bacterial ribosome is able to prevent the inducible aggregation of insulin B chain, a-lactalbumin
or y-cristallin in vitro (Singh and Rao Ch, 2002). Thus, a second possibility is that the chaperone
activity of the ribosome is able to limit assembly of the prion protein aggregates thus favoring
maintenance of a high numbers of prion seeds. This activity would be somewhat reminiscent of
the role for Hsp104p in yeast, a member of the AAA+ protein chaperone family not found in
metazoans. HsplO4p is essential for propagation of prions in yeast by ensuring the shearing of
prion aggregates, thereby increasing the number of prion seeds (Chernoff et al., 1995; Shorter and
Lindquist, 2006). A third possibility is that inhibition of ribosome-assisted protein folding
impedes prion maintenance in an indirect manner, for instance, if a co-factor required for prion
replication relies on the ribosome-assisted chaperone activity for proper folding or if inhibition of
this ribosomal activity causes a general accumulation of misfolded polypeptides leading to a
cellular stress response that affects prion maintenance. This last possibility comes to mind in
particular because hypotheses that imply a direct interaction between the ribosome and the prion
protein are not fully satisfactory in the case of the mammalian prion since the ribosome and PrP
aggregates occupy different cellular compartments (for a review see (Campana et al., 2005)).
However, it has been shown that conversion of PrP to a self-perpetuating PrP*like conformation

can oceur in the cytoplasm (Ma and Lindquist, 2002). So the possibility of a direct involvement
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of the ribosome in the conversion process remains a viable hypothesis. Yeast is certainly the
simplest and most convenient model to discriminate between these different possibilities.
Collectively, our data lead to a model in which down-regulation of protein folding activity
of the ribosome would destabilize prions. 6AP and GA are able to specifically and directly
interact with ribosome and inhibit its function in protein folding. CPZ, an antiprion drug isolated
as active against mammalian prion also interferes with the ribosome function (Deloche et al.,
2004). We propose that CPZ acts indirectly on ribosome by creating a membrane stress that, via a
Pkclp-dependent pathway, leads to down-regulation of ribosome biogenesis. This down-
regulation could also affect protein folding activity of the ribosome and cause an antiprion eftect.
Since ribosome structure and function are largely conserved throughout evolution, our
results readily explain the universality of the antiprion effect of 6AP and GA which are active
both in yeast and mammals (and potentially also the universality of CPZ). Because of the
similarities between prion disease and other protein misfolding disecases, the finding that the 6AP
and GA antiprion drugs target the chaperone activity of the ribosome might also be relevant for
these other diseases. For this reason, 6AP and GA could have wide applications not restricted to

prion diseases.

METHODS

Yeast strains, yeast-based antiprion assay and genetic manipulations.
Yeast strains used in this study were as follows. 74-D694: Mata, adel-14, trp1-289, his3A200,
ura3-52, leu2-3,112, [PSI"] (Chernoff et al., 1995), Strgé: Mata, erg6::TRP1, adel-14, trpl-289,

his3A200, ura3-52, len2-3,112, [PSF] and SB34: Mata, erg6::TRP1, dal5::ADE2, ade2-1, trpl-
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1, leu2-3,112, his3-11,15, ura2::HIS, [URE3] (Bach et al., 2003) and were grown and used as
described (Bach et al., 2006b). yDT94: Mata, adel-14, trpl-289, his3A200, ura3-52, leu2-3,112,
pleel::KanMX, [PSI"] was constructed by replacing the ORF of the PKCI gene by the KanMX
cassette as already described (Longtine et al., 1998). The PCR product was designed to replace
the entire coding region of the PKC/! gene. yDT90: Mata, adel-14, trpl-289, his3A200, ura3-52,
leu2-3,112, pGALI, 10::KanMX::pPKC1, [PSI'] was constructed by replacing the promoter of
the PKC1 gene by that of the GAL1, 10 gene as already described (Longtine et al., 1998). Details
concerning the primers used to amplify the deletion cassette or to check the strains will be

provided upon request.

PrP5 inhibition assay in MovsS cells.

Scrapie (1278 strain)-infected neuroglial cells (MovS (Archer et al., 2004)) were treated for &
days at 37°C, 3% CO; with 0 to 20 pM of the indicated drugs or, as controls by the
corresponding volume of DMSO. Cells extracts were then digested with proteinase K and
analyzed by Western blotting using antibody 4F2 (dilution 1/5000) directed against PrP protein
(Krasemann et al., 1996). Quantification of remaining PrP (PrP™) compared to controls was done

using the Vilber-Lourmat Photodocumentation Chemistart 5000 imager.
Preparation of 6AP- and GA- resins.
The preparation of the conjugates of 6 AP and GA, depicted respectively in Figures 2 and 3 will

be published elsewhere (Gug et al., submitted). The conjugates were coupled in 0.2 M NaHCOs,

0.2 M NaCl, pH 8.5 on Fast flow CNBr Activated Sepharose 4B® supplied by Amersham. The
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final calculated concentration was 5-25 pmol/ml of resin. The remaining active group were

blocked in pH 8.0 buffer containing 1 M ethanolamine.

Preparation of cell extracts and affinity chromatography on immobilized drugs.

The homogenization buffer for yeast cell extracts was 25 mM Tris (pH 7.4). 100 mM NaCl, 0.2%
Triton X100 and 1 mM PMSF. The homogenization buffer for porcine brain extracts was 60 mM
B-glycerophosphate, 15 mM p-nitrophenyl phosphate, 25 mM MOPS (pH 7.2), 15 mM EGTA, 15
mM MgCI2, 1 mM sodium vanadate, 1 mM NaF, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenyl phosphate,
10 ug/ml leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml of soybean trypsin inhibitor and 100 uM
benzamidine. The homogenization buffer for Mov cell extracts was 50 mM Tris (pH 7.4), 0.5%
sodium deoxycholate, 0.5% Triton X100. At the end of the preparation procedure, yeast RNA
extracts were resuspended in water treated by Di Ethyl Pyro Carbonate (DEPC).

Y cast protein extracts were obtained from a culture growing at 30°C (ODgog am = 0.8). Cell pellets
were resuspended in homogenization buffer (300 ul/100 ml of culture) and lysed using acid
washed glass beads (purchased from Sigma, 300 ul/100 ml of culture). Homogenates were
vortexed for 30 sec followed by 30 sec ice-cooling (six times) and then centrifuged for 3 min at
3,000 rpm at 4°C. Supernatants were recovered, assayed for protein content (using Bio-Rad
protein assay) and immediately loaded batchwise on the affinity matrix.

Porcine brain extracts were obtained from a local slaughterhouse (Louis Gad SA) and directly
homogenized and processed for affinity chromatography or stored at -80°C prior to use. Tissues
were weighed, homogenized and sonicated in homogenization buffer (2 ml/g of material).

Homogenates were centrifuged for 10 min at 14,000 X g at 4°C. The supernatants were
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recovered, assayed for protein content (using Bio-Rad protein assay) and immediately loaded
batchwise on the affinity matrix.

MovS cell extracts were obtained from a culture grown at 37°C, 5% CQO,, washed with PBS 1X
and homogenized in homogenization buffer (1 ml for a 25 em” culture flask). Homogenates were
incubated for 10 min at 4°C and centrifuged for 1 min at 2,000 rpm at 4°C. The supernatants
were recovered, assayed for protein content (Micro BCA, Pierce) and immediately loaded
batchwise on the affinity matrix.

Yeast RNA were prepared from an exponentially growing yeast culture (ODggonm = 1), cells were
harvested, immediately frozen at -80°C and homogenized in AE buffer (50 mM sodium acetate
(pH 5.3), 10 mM EDTA, 450 ul/20 ml of culture) and SDS 10% (50 pl/20 ml of culture). 1
volume (500 ul/20 ml of culture) of phenol balanced in AE buffer was added. Homogenates were
vortexed for 2 min, heated at 65°C for 4 min, frozen in dry ice and finally centrifuged for 4 min
at 14,000 X rpm at room temperature after thawing. The supernatant was recovered and added to
one volume of PCI (Phenol-Chloroform-Isoamylalcohol) and then vortexed. After centrifugation,
the supernatant was recovered and RNA were precipitated by adding 1/10 of volume of 3 M
sodium acetate (pH 5.3) and 2.5 volumes of ethanol and incubating for at least 30 min at -80°C.
Homogenates were centrifuged for 30 min at 4°C, the pellet was washed with 70% ethanol and
resuspended in DEPC-treated water. RNA concentration was determined and RNA preparation
immediately loaded batchwise on the affinity matrix.

Just before use, 6AP and GA beads were washed with 1 ml of bead buffer (50 mM Tris (pH 7.4),

5 mM NaF, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 0.1% Nonidet P-40, 10 pg/ml of
leupeptin, aprotinin, and soybean trypsin inhibitor, and 100 uM benzamidine) and diluted 4 times

in this buffer. Protein extracts: 200 ug of yeast protein extract, or 2 mg of porcine brain or MovS
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cell protein extract were added to 40 pl of diluted beads (10 pl of packed beads). The volume was
adjusted to 600 pl by adding bead buffer, the tubes were rotated at 4°C for 30 min. Competitions
with free active or inactive drugs were performed with free compounds (or the corresponding
volume of DMSO) at a final concentration of 1 mM incubated with cell extracts for 3 min before
the mixture was added to the affinity matrix. Then, bead buffer containing the same quantity (1
mM) of free drugs was immediately added (as described previously) to reach a final volume of
600 ul. After a brief spin at 10,000 X g at 4°C and removal of the supernatant, the beads were
washed 4 times with bead buffer before addition of 35 pl of 2X Laemmli sample buffer.
Following heat denaturation for 3 min at 95°C, the bound proteins were analyzed by SDS-PAGE
and Western blotting or silver staining as described below.

For RNA extracts, the same protocol was used except that all solutions and beads were treated
with 1U/ul Rnasin Plus RNase Inhibitor (Promega) and that 5 g of purified RNA were added on
immobilized drugs. Bound RNA was analyzed by urea-denaturating gel electrophoresis followed
by a BET staining of the gel.

RNAse treatments were performed by adding RNAse A at a final concentration of 100 ug/ml in
the various cell extracts which were then incubated for 20 min at room temperature before being

added to affinity chromatography matrix.

Flectrophoresis, Silver staining, Western blots and antibodies.

Following heat denaturation for 3 min at 95°C, the proteins bound to 6 AP or GA matrices were
separated by 10% SDS-PAGE (precast NuPAGE -InVitrogen- 1 mm thick gel) followed by
immunoblotting analysis or silver staining using an Amersham SDS-PAGE silver staining kit.

For immunoblotting, proteins were transferred to 0.45 um nitrocellulose filters (Schleicher and
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Schuell). These were blocked with 3% skimmed milk in Tris-buffered saline/Tween 20,
incubated for 1H with the indicated antibodies, and analyzed by Enhanced Chemiluminescence
(ECL, Amersham) using a Vilber-Lourmat Photodocumentation Chemistart 3000 imager.

Antibody anti-PrP used: 4F2 (dilution 1/5000) (Krasemann et al., 1996). Antibody anti-Sup35p
used: rabbit polyclonal raised against peptide 53-68 of Sup35p, a kind gift of S. L. Lindquist,
dilution 1/1000. Antibody anti-Ure2p used: rabbit polvclonal anti-Ure2p, a kind gift of L. Maillet,

dilution 1/5000.

PMCA assays.

All tested compounds were resuspended in DMSO to make 12.5 mM stock solutions and stored
at -20°C prior to use. Working solutions were prepared by serially diluting the stock solution into
water.

To make normal mouse brain homogenate, two frozen mouse brains (Harlan Sprague Dawley,
Inc., Indianapolis, IN) were Potter homogenized in 10 ml of ice-cold PBS (phosphate-buffered
saline without calcium or magnesium) containing Complete protease inhibitors (Roche,
Indianapolis, IN). The homogenate was centrifuged at 200 x g for 30 sec, and the post-nuclear
supernatant was collected.

Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) reactions consisted of 50 pl 10% normal
mouse brain homogenate, 40 ul RML scrapie brain homogenate (diluted 1/200 into PBS, 1%
Triton X-100, 5 mM EDTA), and 10 pl tested compounds or control buffer (8% DMSO in
water). Intermittent sonication was performed in 0.5 ml thin-walled PCR tubes using a Misonix
3000MPD device, using a variation of the semi-automated procedure originally described

(Castilla et al., 2005). The sonicator output setting was 6.0, and a 30 sec pulse was delivered
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every 30 min for 24H. The sonicator horn was filled with 350 ml water, which was maintained at
41°C.

Following PMCA reactions, all samples were treated with 25 ug/ml proteinase K for 1H at 37°C,
subjected to SDS-PAGE, and transferred onto a PVDF membrane which were subsequently

probed with monoclonal antibody 6D11 (Signet, Dedham, MA) at 1/15000 dilution in TBST.

MALDI-TOF Peptide Mapping Protein Identification.
The protein bands were excised from a one-dimensional SDS-PAGE gel stained by Coomassie
blue and digested in gel with trypsin as described previously (Shevchenko et al., 1996). MALDI

analysis and interpretation were realized by Innova Proteomics (Rennes, France).

Translation assays.

The dipeptide formation assay was designed following (Antoun et al., 2006), in a cell-free
bacterial translation system made up of highly purified components from FE. coli (Pavlov and
Ehrenberg, 1996). An initiation complex (IC) containing E. coli 708 ribosome, [3H]f-Met tRNA"
Ml an mRNA coding for fMet-Leu-Ile-stop, and all three bacterial initiation factors was
prepared, with or without the indicated drugs (6AP, 6APi, GA or GAi) at a final concentration of
1 mM. In parallel, a ternary complex (TC) containing Leucine, tRNA™" Leu-tRNA synthetase,
EF-Tu, EF-Ts and GTP was prepared. The reaction was initiated by rapid mixing of the IC and
TC in a quench-flow instrument. The reaction was quenched at different time-points by addition
of formic acid, then the amount of [3H]f-Met-Leu dipeptide was quantified in HPLC equipped

with an on-line radio detector (Pavlov et al., 1997). {n vitro translation assay based on the rabbit

reticuloevte lysate (Ambion kit) was used according to the instruction of the manufacturer.

25

282



Translation of the control capped mRNA (encoding for EFla from Xenopus laevis) provided in
the kit was evaluated in presence of the various compounds all at a final concentration of 200
uM. Autoradiography and quantification were made using a Storm 840 Phosphorimager
(Molecular Dynamies).

A first in vivo translation assay was performed using a yeast culture grown at 30°C in YPD
(ODgpo mm=0.6 in exponential phase of growth) incubated with the indicated molecules (100 uM)
or the corresponding volume of DMSO (compound vehicle) for 10 min at 30°C at which time
[35S] methionine was added for 10 min. Crude yeast extracts were then realized as described
previously and analyzed by SDS-PAGE. The gel was dried and analvzed using a Storm 840
Phosphorimager (Molecular Dynamics). A second in wivo translation assay was performed as

previously described (Vido et al., 2001) and analyzed by two dimensional SDS-PAGE.

In vitro ribosome assisted folding assays.

FE. coli ribosome, S. cerevisiae ribosome and 530S subunit were prepared using sucrose gradient
zonal ultracentrifugation as described previously (Rodnina and Wintermeyer, 1995). 23S rRNA
was isolated from 530S subunit by 8 sucecessive phenol-chloroform (1:1) extractions. The aqueous
phase containing rRNA was precipitated by addition of 2 volumes ethanol and 0.1 volume of 5 M
sodium acetate pH 5.2. As the 23S rRNA from different bacterial species has identical secondary
structure, especially in the central loop of the domain V, we have chosen to trancribe in vitro the
660 nt long domain V of 23S rRNA, due to the availability of the respective clone in plasmid
pDK103 (Kovalic et al., 1995). The plasmid was linearised using FlcoRI and the run off RNA was
then transeribed from the SP6 promoter using SP6 RNA polymerase (GE Healthcare). The DNA

template was digested with RNase-free Dnase I and RNA was precipitated with ethanol after
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phenol-chloroform extraction. Further the RNA concentration was evaluated using Nanodrop
spectrophotometer. The bulk tRNA was purified as described (Lee and Marshall, 1986). Heparin
was purchased from Lovens Kemiske Fabrik (Denmark) and BSA from Promega.

For the in vitro refolding experiments, human Carbonic Anhydrase (hCA) at a concentration of
20 pM was denaturated using guanidium hydrochloride 6 M and EDTA 30 nM for 1 min at 23°C.
To allow refolding, hCA was then diluted 100 times (final concentration 200 nM) in a buffer
containing 20 mM Tris HCI (pH 7.5), 100 mM NaCl and 5 mM magnesium acetate for 30 min
with or without the folding modulators and/or the drugs (all at 1 mM final concentration). The
refolding of hCA, as a function of its activity, was followed by the colorimetric assay measuring
the increase of A4y with time when the substrate of hCA, para-nitrophenyl acetate (pNPA), was

added at a final concentration of 500 uM directly to the refolding mix.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: The antiprion activity of 6AP is completely absent in its close derivative 6APi.

a. The molecular structure of 6 AP and 6APi are depicted. Simple introduction of a 2-(butan-
1-0l) group (represented in blue) on the amino group in position 6 is sufficient to abolish
the antiprion activity of 6AP.

b. Aliquots of an overnight culture of a [PSI'] strain (left panel, STRg6) and of a [URE3]
strain (right panel, SB34), both growing as white colonies (because they contain prions),

were spread on YPD medium supplemented with 200 uM GuHCI. Small filters (similar to

the ones used for antibiograms) were placed on the agar surface. 10 ul of a 10 mM
solution in DMSO of 6AP (top) and 6 APi (bottom) were spotted on the filters. The Petri
plates were then incubated three days at 25°C. Red halos are observed around the filters
where 6 AP was spotted, but not around those where 6 APi was spotted indicating that, in
contrast to 6AP, 6APi is inactive against yeast prions.

c. Scrapie-infected MovS cells were treated for eight days with the indicated concentrations
of 6AP (upper gel) or 6API (lower gel) and then lysed. Cell lysates were then subjected to
proteinase K digestion (only PrP™ is resistant to proteinase K) followed by Western blot
analysis using an anti-PrP antibody. Note that, as observed with yeast prions, only 6AP

was active against PrP* in a dose-dependent manner (ICso = 12 puM).

Figure 2: 6AP does not interact with prion proteins but shows specific interactions with
ribosomal components.
a. A linker (aminocaproylaminopentyloxy) was attached in position 1, 2 or 3 of 6AP as
depicted in the molecular structure.
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. The corresponding 6AP derivatives were tested for their activity against the [PSI'] prion
(using the same strain and method as in Figure 1b). The numbers on the left refer to the
position of the aminocaproylaminopentyloxy linker. Note that only the derivative carrying
the linker in position 3 retains a significant antiprion activity.

Molecular structure of 6 AP beads with the linker in position 3 on 6AP, covalently linked
to sepharose beads.

. Extracts from yeast (left panels), porcine brain (center panel) and murine MovS cells
(right panel) were incubated with 6AP beads. The beads were then washed extensively
and the bound proteins analyzed by SDS-PAGE followed by Western blotting analysis
using antibodies directed against Sup35p, Ure2p or PrP as indicated. 1: crude extracts, 2:
control beads without 6AP, 3: chromatography using 6AP beads. Note that none of the
three prion proteins bind to 6 AP beads.

Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) reactions performed in the presence of
various compounds and then subjected to proteinase K digestion followed by Western
blot analysis using an anti-PrP antibody. All samples contain a mixture of normal and
scrapie brain homogenates in addition to the tested compounds at various concentrations
as indicated in the right panel. Note that both 6AP and 6APi are unable to inhibit in vitro
conversion of PrP° to PrP™.

Extracts from yeast (left panel), porcine brain (center panel) and murine MovS cells (right
panel) were incubated with 6AP beads. The beads were then washed extensively and the
bound proteins analyzed by SDS-PAGE. 1: control beads without 6AP, 2:
chromatography using 6 AP beads, 3: competition with free 6 AP, 4: competition with free

6APi, the inactive derivative of 6AP (see Figure 1a). Gels were silver stained, specific
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bands were excised and analyzed by mass spectrometry. Note that for all the tested

extracts, all specific bands correspond to ribosomal proteins (see also Table I).

Figure 3: GA specifically interacts with ribosomal components.

a. Molecular structures of Guanabenz (GA), a very active antiprion molecule (already on the
market for the treatment of hypertension) and of an inactive derivative (GA1) are depicted.
Note that although the two molecules are very c¢lose in structure, GA is very active
whereas GAi is totally inactive.

b. A linker (aminocaproylaminopentyloxy) was attached in position 4 of GA as depicted in
the molecular structure. The corresponding molecule was then tested for its activity
against [PSI"] prion (using the same strain and method as in Figure 1b). Note that a
significant antiprion activity is maintained.

¢. Molecular structure of GA beads used for the following chromatography experiments.

d. Extracts from yeast (left panel), porcine brain (center panel) and murine MovS cells (right
panel) were incubated with GA beads. The beads were then washed extensively and the
bound proteins analyzed by SDS-PAGE. 1: control beads without GA, 2: chromatography
using GA beads, 3: competition with free GA, 4: competition with free GAi, the inactive
derivative of GA (see panel a). Gels were silver stained, specific bands were excised and
analyzed by mass spectrometry. Note that from all the tested extracts, all specific bands

correspond to ribosomal proteins.

Figure 4: 6AP and GA compete each other for interaction with ribosomal components

which is RNA-dependent.
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Crude cell extracts (panel a and b) or RNA preparations (panel ¢ and d) from yeast were
incubated with 6AP beads (a and ¢) or GA beads (b and d). 1: control beads without 6AP or
GA, 2: chromatography using 6 AP or GA beads, 3: cellular extracts were treated by RNase A
at 100 pg/ml for 20 minutes at room temperature before the affinity chromatography
experiments, 4 and 6: competition with free 6AP or GA, 5 and 7: competition with free 6APi
or GAi. The bound proteins were analyzed by SDS-PAGE followed by silver staining (a and
b) whereas the bound RNA were analyzed by appropriate denaturating gel electrophoresis
followed by ethidium bromide staining (¢ and d). Note that after treatment of cellular extracts
by RNase A, ribosomal constituents are unable to bind 6 AP or GA beads indicating that
interaction between both compounds and the ribosomal constituents is RN A-dependent. Note
also that both 6AP and GA (but not 6APi and GAI) are able to compete for the binding of
ribosomal components to both 6 AP and GA beads suggesting that they share common
binding site(s). Finally, TRNA binds to 6AP and GA beads and this binding is competed by
both 6 AP and GA (but not 6APi and GAIi) suggesting that there is a direct interaction between

rRNA and 6 AP or GA and that this interaction again involves overlapping binding site(s).

Figure 5: 6AP and GA have no effect on translation both iz vive and in vitro.

a. The effect of the indicated compounds on general in vivo translation in living yeast cells
was evaluated. Briefly, various drugs or DMSO (the compounds vehicle) alone were
added to yeast cells in exponential growth in YPD rich medium at a final concentration of
100 puM. After 10 minutes, radiolabelled [*°S] methionine was added for 10 minutes. The
cells were harvested to prepare cell extracts which were then analyzed by SDS-PAGE

followed by autoradiography. Note that, with the exception of cycloheximide (a known
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inhibitor of general translation), none of the tested compounds has a significant effect on
global protein synthesis.

b. W7 yeast cells were grown in presence of DMSO (control left panel) or 6AP (at final
concentration of 100 uM, the concentration used for an efficient cure of prion) and cells
extracts were then analyzed by 2D-SDS-PAGE followed by autoradiography. Note that
no significant differences were observed between 6AP-treated cells and control cells.

c. Effect of the indicated compounds on in vitro translation of EFla using a commercial kit

(Ambion). Note that only cycloheximide significantly inhibits synthesis of EF1a.

Figure 6: 6AP and GA strongly and specifically inhibit the protein folding activity of the
ribosome.

a. Scheme depicting the principle of the i# vitro assay to evaluate the protein folding activity
of the ribosome. Human Carbonic Anhydrase (hCA) was denaturated (using GuHC] and
EDTA) and then diluted into native buffer to allow refolding. Correct refolding was
assessed by measuring the recovery of enzymatic activity as a function of time.
Spontaneously, about 20% of the enzyme is able to refold correctly (Self folding, upper
part of the scheme). If either a preparation of ribosomes, or the large subunit (50S), or the
23S rRNA, or the domain V of 23S rRNA, was added, the fraction of enzyme able to
refold correctly increases up to 70%, due to the protein folding activity of the domain V
of 23S rRNA of the large subunit of the ribosome (Assisted folding, lower part of the
scheme).

b. Effect of the various drugs (as indicated) on assisted folding of hCA by eukaryotic (yeast

S. cerevisiae, right panel) or prokarvotic (E. coli left panel) ribosomes (or indicated part
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of it). Concentration of each folding modulator is indicated. Note that only GA and 6 AP,
but not GAi and 6APi, were able to inhibit the assisted folding down to the level of self
folding.

c. Effect of heparin (left panel), tRNA (central panel) or BSA (right panel) on assisted
folding of hCA. Note that none of these molecules are able to assist folding of hCA.
Negative control is self folding and positive control is the assisted folding by 708
ribosome (for heparin and BSA experiments) or by 238 rRNA (for tRNA experiment).

d. Effect of various compounds, as indicated, on the formation of f-Met-Leu dipeptide in an
in vitro translation system based on purified £. coli ribosome. None of the tested drugs

showed a significant effect on the kinetic of translation.

Figure 7: Chlorpromazine antiprion activity might also be due to modulation of ribosomal
function.

a. CPZ is not able to compete away binding of the ribosomal proteins to 6AP and GA beads.
Crude cellular extracts from yeast were incubated with 6AP (left gel) or GA beads (right
gel), the beads were then washed extensively and the bound proteins were analyzed by
SDS-PAGE and silver staining. 1: control beads without 6 AP or GA, 2: chromatography
using 6AP or GA beads, 3: competition with free 6AP or GA, 4: competition with free
6AP1 or GAL, 5: competition with CPZ.

b. Effect of CPZ (1 mM final concentration) on assisted folding of hCA by 708 ribosomes.
Note that CPZ is unable to inhibit hCA assisted folding.

¢. Simplified scheme depicting the pathway leading to down-regulation of ribosome-

biogenesis in response to a membrane stress (adapted from (Li et al., 2000)).
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d. The antiprion effect of Chlorpromazine (CPZ, molecular structure depicted on the left)
was determined in the W7 [PSI"] strain deleted or not for the PKC] gene or in which the
endogenous promoter of the PKCI] gene was replaced by the GALI 10 inducible
promoter. All these strains were spread on YPD medium supplemented with 600 pM
GuHCl, in conditions where the expression from the GALI, 10 inducible promoter was
largely repressed. Note that when expression of PKC/ is reduced (pGAL-PKCI),
antiprion effect of CPZ is also reduced and that, when PEKC] is deleted (pkcld), CPZ
antiprion activity is lost.

e. Brefeldin A (BFA, molecular structure depicted on the bottom left) is weakly active
against the [PSI'] prion. An aliquot of an overnight culture of a W7 [PSI'] strain
(growing as white colonies because it contains the [PSI'] prion) was spread on a Petri
plate containing YPD medium supplemented with 200 uM GuHCI and small filters were
placed on the agar surface. On the upper filter 6AP was added (20 ul of a 10 mM solution
in DMSO) and the same amount of BFA was deposited on the bottom filter. The Petri
plates were then incubated three days at 25°C. The red halos that can be observed around
the filters indicate that BFA is also active against [PSI'] prions, although significantly

less than 6AP.
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F) Supplemental Text and Figures

Supplementary Table |: Mass spectrometry identification of proteins bound to

6AP beads
Group Oriai Theoretical
number rgin molecular weight (kDa)
Yeast
a. RPS11, RPL20, RPL24B, RPL24A 18,21, 18, 18
b. RPS9A, RPS9B, RPL18, RPL6A, RPL6B 23, 23, 21, 20, 20
c. RPL19, RPS7A, RPL16A 23, 23,23
d. RPS8, RPL10, RPL7A, RPL7B, RPL15A 25, 26, 28, 28, 25
e. RPS4,RPS1A, RPS1B, RPL8A, RPL?2 29, 29, 29, 28, 28
f. RPL5, RPLAO 34, 34
g. RPL4A, RPL4B 40, 40
h. RPL3 45
Porcine brain
a. RPL7A 16
b. RPL18, RPS5 22,22
GL RPL10, RPL13, RPL14 25,25, 25
d. RPL5 35
e. RPL3 47
Mov
a. RPL23 18
b. RPL18, RPL13, RPL14 22,25, 24
e RPS2, RPL7A 29, 31
d. RPL6, RPPO, RPS8 33, 34, 37
e. RPL3 48



F) Supplemental Text and Figures

Supplementary Figure 1: Amyloid aggregation of purified fungal prion proteins in the

presence of AP and GA and their inactive derivatives.

We have analyzed the amyloid formation rate of purified recombinant Ure2p veast prion
protein in the presence of 6AP and GA and their inactive derivatives (Figure 1A).
Aggregation kinetics were followed by light scaterring. Fibril formation was verified at
polymerisation end points by ThT fluoresence (not shown) and Ure2p fibril morphology was
also analyzed by EM. We do not know of any molecules that inhibit Ure2p amyloidogenesis
that could have been used as a positive control in these experiments but since Congo red was
decribed as an antiprion drug acting in ¢is and his known to delay amyloid formation in some
systems ! we chose to also included it in this experiment. Neither 6 AP nor GA affected prion
amyloid formation rate of Ure2p significantly while CR had a slight inhibitory effect. 6 AP
also induced a modest delay in amyloid formation. However, the compound was not fully
soluble in the used conditions. Ure2p fibril morphology was the same with either 6AP, GA or
their inactive derivatives (Figure 1C). The same experiment was also performed with the
prion forming domain of HET-s, a fungal prion protein. There again, neither 6 AP nor GA
affected significantly amyloid formation. Again, the only compound that exerted a significant
effect were CR and 6AP1 which here accelerated aggregation significantly (Figure 1B). It has
been described previously that CR can have an inhibitory or pro-aggregative effect depending
on the considered peptide or protein .

In these experiment, we found no correlation between the antiprion activity of the GA and
6AP and their inactive derivatives and their effect in cis on prion amyloid formation using

purified recombinant proteins.

1. Frid, P., Anisimov, S. V. & Popovic, N. Congo red and protein aggregation in
neurodegenerative diseases. Brain Res Brain Res Rev 53, 135-60 (2007).
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Supplementary Figure 1: Amyloid formation rate of the Ure2p and HET-s PFD at pH 7 and
37°C in the presence of antiprion drugs and inactive derivatives. Prion aggregation was
momnitored by measuring the scattering at 600nm. The kinetics of the aggregation at 10uM of
protein in absence or presence of 1mM of GA, Gai, 6AP, 6Api or 0.01lmM of Congo Red
(CR) were determined and the half-aggregation times have been obtained (A) Ure2p
aggregation (B) HET-s PFD aggregation. (C) Ure2p amyloids have been analyzed at reaction
end points by electron microscopy, scale bar 1s 100 nm.



F) Supplemental Text and Figures

Supplementary Figure 2: Chemical Footprinting Analysis of Binding of the Antiprion
Drugs (6AP and GA) on Various RNAs.

The autoradiograms below show chemical footprinting with Pb(OAc),, conducted on the in vitro
transcribed 3’-end-labeled (“P-pCp) E. coli RNase P RNA, E. coli tRNA™, and domain V of B.
subtilis 23S TRNA in the absence (—) or presence of antiprion drugs 6-Aminophenanthridine (6 AP),
Guanabenz (GA) and their inactive analogues 6 APi and G Ai respectively in a final concentration of 1
mM (dissolved in DMSO). The RNAs were subjected to Pb* -hydrolysis (5 mM) for 5 or 7 mins.
Other lanes show alkaline ladder (OH), RNase T1 cleavage (T1) and DMSO treated control RNA (C).
(GAjg is the salt form of Guanabenz. The footprint assays as well as the control assays were separated
on denaturing 8% polyacrylamide gels and further analysed using Phosphorimager (Molecular
Dynamics 40085).

A comparison of the cleavage patterns showed specific and common protection sites (*) only on the
domain V of 238 RNA in the presence of active drugs 6AP, GA and GAs. No protection was seen on
the RNase P RNA and tRNA™ as well as with the inactive drug analogues (6APi and GAi) on the
domain V of 235 tRNA.

These results clearly suggest specific binding of the antiprion drugs (6 Ap and GA) on 238 rRNA. The
identification of the protected nucleotides will pinpoint the antiprion drug binding sites on it.

E. coli RNase P RNA E. coli tRNAS®" B.subtilis Dom-V 238 rRNA
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Chemical Footprinting

The chemical footprint analysis was performed in the presence of freshly prepared
Pb(OAc);, solution, according to Udekwu et al.

FE. coli RNase P RNA, F. coli tRNAser, and domain V of B. subftilis 238 rRNA were
transcribed in vitro and labelled with **P-pCp at the 3 end. The RNAs were subjected to Pb*'-
hydrolysis (5 mM) for 5 to 7 mins, in the absence or presence of the antiprion drugs 6 AP and
GA and their inactive analogues 6 AP; and GA; respectively, at a final concentration of 1mM
(dissolved in DMSO). The alkaline hydrolysis and the G-specific RNase T1 digestion were
performed under denaturing conditions, according to the manufacturer's protocol (Ambion).
The footprint assays as well as the control assays (only DMSO- treated) were separated on
denaturing 8% polyacrylamide gels and further analysed using Phosphorimager (Molecular
Dynamics 4008).

1. Udekwu, K. I. et al. Hfg-dependent regulation of OmpA synthesis is mediated by an
antisense RNA. Genes Dev 19, 2355-66 (2003).
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D. Résultats non publiés :

1. Les chaperons de protéines Hsp70p sont importants pour

Peffet antiprion de la 6AP

Apres avoir montré que la 6AP était active contre les prions de levure et de
mammiferes ex vivo et in vivo, indiquant une conservation des mécanismes de
prionisation de la levure a I’homme, nous sommes revenus a la génétique de la levure.
En effet, I’approche biochimique par chromatographie d’affinité avait révélé que notre
drogue fixait, en plus des protéines ribosomales, des chaperons de protéines de la famille
des Hsp70p. De méme un crible génétique en levure révele aussi que les chaperons de
protéines Hsp ont un role a jouer et si on va plus loin nous verrons que I’inactivation in
vivo de différentes Hsp70p récapitule D’effet antiprion de la 6AP suggérant que ces
protéines sont essentielles pour I’apparition et le maintien du prion et qu’elles peuvent

constituer de tres bonnes cibles pour la mise au point d’un criblage enzymatique in vitro.

I. Dévelopement d’un crible génétique en levure pour identifier des cibles
potentielles de la 6AP

L’article 4 de ce manuscrit décrit la méthode. Le but est d’isoler des cDNA, de diverses
origines et mis sous contrdle du promoteur fort et inductible GALI,10, dont la surexpression
confere une résistance aux drogues antiprion. En effet, des cellules [PS/+] (formant des
colonies blanches) qui surexprimeraient une cible potentielle de la 6AP devraient résister a la
cure par cette drogue, et donc devraient rester blanches et ne pas devenir rouges. Deux
campagnes de criblages avec une banque de cDNA de levure : une premiere par Stéphane
Bach, post-doctorant au laboratoire, et une deuxieme que j’ai réalisé en début de these sont
récapitulées dans le tableau 12.

Nous avons tout d’abord isolé a trois reprises le géne ADE, ce qui était attendu et ceci valide
notre méthode de criblage : en effet, ce géne faisant parti du systéme rapporteur, il est normal
que sa surexpression conduisent a la formation de colonies blanches, quel que soit le statut
[PSI+] ou [psi-] des cellules. Par ailleurs, tous les autres genes isolés ne 1’ont été qu’une seule
fois indiquant que nous sommes loin d’avoir saturé le crible. Des campagnes de criblages
supplémentaires seraient nécessaires pour cela.

Par ailleurs, dans ce crible génétique, et tout comme avec 1’approche biochimique, des genes
codant pour des protéines ribosomales sont ressortis (tableau 12). Egalement, un géne codant

pour une co-chaperone des chaperons de protéines Hsp90p, Sbalp (homologue de p23 de
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mammifere) a été identifiée. Nous nous sommes intéressés en premier lieu aux chaperons de

protéines Hsp.

Tableau 12 : cDNA dont la surexpression empéche la cure du prion [PSI+] par la 6AP.
La surexpression de Sba1p (homologue levure de p23) empéche la cure de [PSI+] par la 6AP.

T Standard o . .
Identification T r— Description Biological process
Protein
B3 RPL34B Structural constituent of ribosome Biosynthesis
. . . Membrane organization
B4 YOP1 YPT interacting protein el foenzsis
, . . Retrograde (endosome
B13 VPS29 ? 3’ part of the VPS29/ARD1 coding region to, Gultyl] deemspart
B20 YNL217w ¢ ?
B23 S Structural constituent of ribosome Protein
D ribosomal protein L2B Biosynthesis
- Ribosomal protein S31 & Protein
B24 w also encodes a ubiquitin protein Biosynthesis
B27 GPI12 Required for synthesis of N-acetylglucoaminyphospha- GPI anchor
tidylinositol (intermediate in synthesis of GPI anchors) biosynthesis
B31 S17, Structural constituent of ribosome Protein
ribosomal protein S17A Biosynthesis
Structural constituent of ribosome Protein
B32 ribosomal protein S1A Biosynthesis
B35 @ Structural constituent of ribosome Protein
ribosomal protein L24A Biosynthesis
HSP90 associated co-chaperone, shows similarity ; z
B36 to the mammalian P-Twenty-Three proteins Protein Folding
B37 HXK2 Hexokinase || Fructose
metabolism
B39 RIB5 Riboflavine synthase \(/tam/n 82.
biosynthesis
ABF2 P Mitochondrial genome
B42 DNA Binding pevar .o
Faux positifs Phosphoribosyl amino imidazolesuccinocarbozamide Purine base
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I1. Hsp90p n’est pas une cible de la 6AP

Etant donné que Sbalp est une co-chaperone de Hsp90p, le crible génétique nous a donc

orientés vers Hsp90p. Nous nous sommes alors demandé si Hsp90p pouvait étre impliqué

dans les mécanismes de prionisation. Pour cela deux expériences ont été réalisées: 1- tests sur

boite : nous avons testé deux inhibiteurs des Hsp90p : le Pu3 et la Geldanamycine. En effet, si

les Hsp90p sont des cibles de la 6AP, des inhibiteurs de cette enzyme devraient avoir un effet

antiprion or comme nous pouvons le voir sur la figure 61a, les inhibiteurs d’Hsp90p n’ont

aucun effet sur la cure des prions suggérant que nos drogues antiprion n’inhibent pas le

chaperon de protéines Hsp90p.

a

Hsp90-DMSO Hsp90-6AP

50— Daw:CYEYIDEC op 0 pam:evevznse_cp
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Figure 61 : Hsp90p n’est pas une cible de la 6AP.

a. La Geldanamicyne et Pu3 sont des inhibiteurs connus d’Hsp90p. La figure
montre qu’ils n’ont aucune activité antiprion contrairement a la 6AP (PSI-1) et
au Chlorure de Guanidium (GuHCI). Si Hsp90p était impliqué dans les
mécanismes de “prionisation” on aurait pu s’attendre a ce que des inhibiteurs de

cette protéine, curent les prions de levures, or ce n’est pas le cas.

b. La calorimétrie consiste a chauffer graduellement une protéine jusqu’a
dénaturation. Ceci ce traduit par I’apparition d’un pic caractéristique pour
chaque protéine. Si une molécule interagit avec la protéine en question, le pic de
dénaturation est décalé. La figure montre qu’en présence ou non de la drogue
antiprion 6AP, le pic n’est pas décalé. Hsp90p n’interagit donc probablement pas

directement avec la 6AP.
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2- Calorimétrie : cette expérience a été réalisée en collaboration avec Cyrille Garnier et
Denis Chrétien de I'université de Rennes 1. Cette méthode est basée sur le fait que chaque
protéine, apres chauffage possede un pic de dénaturation précis et qui lui est spécifique or si
une petite molécule interagit avec la protéine le pic sera décalé. En présence de DMSO
(controle négatif) ou de 6AP, le pic de dénaturation de la protéine Hsp90p de mammifere
(porc) n’est pas décalé (figure 61b). La 6AP n’interagit donc probablement pas directement
avec le chaperon de protéine Hsp90p : cette derniere n’est sans doute pas une cible directe de

la 6AP.

I11. Hsp70p pourait étre une cible de la 6AP

En poursuivant notre raisonnement, nous nous sommes dirigés vers les chaperons de protéines
de la famille des Hsp70p. En effet si nous revenons a 1’approche par chromatographie
d’affinité, il est important de se rappeler que nous avions isolé les protéines Ssap et Ssbp,

membres de la famille des chaperons de protéines Hsp70p (figure 62).

§f & &
o vV X
0o S £ £
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- — -
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Figure 62 : Hsp70p est une cible potentielle de la 6AP.

En plus de I'identification des protéines ribosomales, 1’expérience
de chromatographie d’affinité a révélé d’autres protéines se liant
spécifiquement a la 6AP c’est-a-dire ne se liant pas a la matrice
controle (0), se liant a la matrice et compétées apres incubation
avec la 6AP libre et non compétées apres incubation avec la 6AP
inactive (6APi). Ces protéines sont Ssa2p, Ssblp et Ssb2p, trois
membres de la famille des Hsp70p.
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Apres identification par spectrométrie de masse, les protéines indiquées sur la figure, fixées
par la matrice drogue-bille, compétées par la 6AP et non compétées par le dérivé inactif de la
6AP se sont révélées Etre Ssa2p et Ssbl, 2p, trois membres de la famille des Hsp70p. Cette
expérience ne répond toutefois pas a la question de savoir si cette interaction est directe ou
non. D’apres la littérature les protéines Ssbp se fixent aux ribosomes au cours de la traduction
(Pfund et al., 1998).
Ainsi deux modeles sont possibles :
- soit la 6AP interagit directement avec le ribosome, entrainant aussi
Ssa2p et Ssbl, 2p qui interagissent physiquement avec le ribosome
- soit la 6AP interagit directement avec Ssa2p et Ssbl, 2p, entrainant le
ribosome qui interagit avec elles.
Pour savoir si nos drogues antiprion fixent directement ou indirectement les chaperons de
proteines Hsp70p, deux expériences ont été réalisées : 1- chromatographie d’affinité avec
des extraits de levure ou les genes SSB et SSA sont délétés. Sur la figure 63a, nous pouvons
voir que 1’absence de ces protéines n’empéche absolument pas la fixation des protéines

ribosomales, signifiant que le ribosome interagit directement avec la 6AP.

YD1 YD14 YD36
- + - + - + Competition
6AP (1mM)
-
= £
— R _— '
— — — e
—— - -
L —
— S

Hsp70-DMSO _Hsp70-6AP

kealimale
kealmole

Temperature (9G) Temperature (oG}

Figure 63 : Hsp70p n’est pas une cible directe de la 6AP.

a. L’inactivation de différents membres de la famille des Hsp70p
n’empéche pas la fixation des protéines ribosomales. En effet,
lorsqu’on dépose des extraits protéique des mutants YD1 (ssblA
ssb2A), YD14 (ssalA ssa2A) et YD36 (ssal,2AA ssbl,2A4A), les
protéines ribosomales se fixent toujours a la drogue antiprion.

b. L’expérience de calorimétrie ne révele aucun décalage dans le pic
de dénaturation de I’'Hsp70p de mammifere (rat) que ce soit en
présence du contrdle négatif DMSO ou en présence de la 6AP.
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2- calorimétrie avec une Hsp70p purifiée de mammifeére (rat) : I’expérience a aussi été
réalisée par Cyrille Garnier et Denis Chrétien de I'université de Rennes 1 dans les mémes
conditions que pour Hsp90p et les résultats montrés en figure 63b suggerent que Hsp70p
n’intéragit pas directement avec la drogue antiprion 6AP puisque 1’on observe aucun décalage
de pic de dénaturation de la protéine Hsp70p en présence ou en absence de 6AP.

Grace a un programme d’action incitative (PAI) « Ulysse », j’ai effectué un séjour de trois
semaines dans le laboratoire de Gary Jones (Yeast Genetics Laboratory, Maynooth, Irlande),
spécialiste des chaperons de protéines chez la levure. J’ai ainsi pu utiliser les différents
mutants des membres de la famille des Hsp70p disponibles dans ce laboratoire. L’idée de
départ de cette collaboration était d’essayer d’isoler des mutants de différentes Hsp70p qui
soient résistants a la cure par la 6AP. En effet, si les Hsp70p sont des cibles directes de la
6AP, de tels mutants doivent étre isolables. En accord avec les résultats de calorimétrie, nous
n’avons pas été capables d’isoler de tels mutants, malgré des tentatives répétées. Par contre
nous avons pu tester 1’inactivation/surexpression de différents co-chaperons des Hsp70p sur
I’effet de cure par la 6AP et le GA. Les résultats montrent que la délétion de Feslp
(« Nucleotide Exchange Factor ») qui favorise la forme ouverte de Hsp70-ATP augmente la
sensibilité a la cure par la 6AP (figure 64). En revanche la surexpression de Feslp n’a aucun

effet.

WT

cpr7 delta/
stil delta

fesl delta

Figure 64 : La délétion de FESI augmente la sensibilité de cure des
drogues 6AP et GA.

Si nous comparons a la souche sauvage (WT), la simple délétion de FESI
augmente la taille du halo rouge apres dépot des drogues antiprion sur les
pastilles; la sensibilité a la cure par les drogues antiprion 6AP et GA est
augmentée.
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La forme « fermée » d’Hsp70p, Hsp70-ADP, favoriserait la forme non prion des protéines, en
accord avec les résultats présentés dans I’article tres récent de Gary Jones (Loovers et al.,
2006). Mais ces expériences ne répondent pas a la question de savoir si Hsp70p est une cible
directe de la 6AP. Ceci constitue toutefois une autre preuve que ces protéines sont impliquées

dans les mécanismes de prionisation et dans les mécanismes de cure par la 6AP et le GA.

IV. L’inactivation de différentes Hsp70p de levure récapitule ’effet de cure de
la drogue antiprion 6AP

Chez la levure, la famille des Hsp70p se divise en deux sous-famille : les protéines Ssap

(Ssalp, Ssa2p, Ssa3p et Ssadp) et les protéines Ssbp (Ssblp et Ssb2p).

a

ssa2 delta

. psi14

Milieu YPD

Figure 65 : L'inactivation de différents genes d’HSP70 récapitule 1'effet antiprion de
la 6AP chez la levure pour [PSI+] et [URE3].

a. Sur le panneau de gauche, différentes drogues antiprion : la 6AP (Psi-1), le Guanabenz
(Psi-114) et aussi deux autres drogues antiprion, le 11-amino-4-chloro-dibenzo[b,f]-
diazepine (Psi-30) et le Psi-53 sont testées pour leur activité contre le prion [PS/+] dans
une souche sauvage (WT). Comme attendu, on observe un halo de colonies rouges autour
des filtres ou les drogues ont été déposées. Ces drogues ont une activité antiprion. Sur le
panneau de droite, dans cette souche identique ou le gene SSA2 a été délété, la sensibilité
aux mémes drogues est accrue.

b. La délétion du gene SSA2 provoque la perte du prion [URE3].
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Nous avons construit toutes les combinaisons de mutants possibles (viables) et pratiqué pour
chaque mutant en un test sur boite afin de voir I’effet des mutations considérées sur la cure
par la 6AP. Le seul mutant qui montre un effet significatif est le mutant ssa2A (figure 65),
seul géne exprimé constitutivement, contrairement aux autres genes SSA qui sont induits par
des stress. En effet, la simple délétion de ce gene SSA2 augmente 1’effet de cure de la 6AP du
prion [PSI"] (figure 65a) et cure totalement le prion [URE3] sans drogue antiprion dans le
milieu (figure 65b). Ainsi, I'inactivation du gene SSA2 récapitule I’effet de la drogue
antiprion 6AP. Le fait que les agrégats du prion [URE3] soient plus facile a curer pourait étre
da au fait, que ces agrégats soient plus gros que les agrégats du prion [PS/+] (et donc plus
facilement perdus).

Ces résultats suggerent donc également que les chaperons de protéines de la famille des
Hsp70p jouent un rdle dans les mécanismes d’apparition et de maintien des prions et sont de
plus impliqués dans I’activité antiprion de la 6AP et du GA. Il serait maintenant intéressant de
réaliser ces expériences dans des lignées de cellules mammiferes par des méthodes utilisant la
technologie des ARN anti-sens. Le but serait d’observer le devenir de la prp5 apres

inactivation des chaperons de protéines Hsp70p de mammifere.

V. Effets antagonistes de différentes Hsp70p sur le maintien des prions

Nous allons maintenant terminer ce chapitre concernant les résultats non publiés sur les
Hsp70p avec des expériences qui ont révélé des résultats inattendus, plutot esthétiques et
amusants.

En effet lorsque nous avons construit tous les mutants possibles d’Hsp70p en levure et que
nous les avons testés sur boite afin d’observer leur comportement vis-a-vis de la cure par la
6AP, nous avons obtenu un résultat surprenant pour le double mutant ssb1,24A4 (figure 66). 11
est apparu comme une cible autour du filtre a antibiogramme ou la drogue a été déposée. En
effet, une alternance de rouge, blanc, rouge est apparue autour du filtre. En récupérant des
colonies dans les différentes zones, nous avons confirmé que les colonies rouges
correspondent a des cellules [psi-] et les colonies restées blanches (anneau du milieu)
correspondent bien a des cellules [PS/+]. Ce résultat étrange peut étre expliqué si on admet
qu’on a affaire a une famille multigénique avec des genes ayant des effets contradictoires. Il y
aurait des genes codant pour des protéines « proprion » et a I’inverse des génes codant pour
des protéines « antiprion » avec des suceptibilités aux drogues différentes. Si notre hypothese
est vraie, a savoir qu’on touche bien une famille multigénique, 1’utilisation d’autres drogues

devrait modifier la taille du halo blanc étant donné qu’elles n’ont que peu de chance d’affecter
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de la méme fagon, les différents membres de la méme famille. C’est effectivement ce que
nous avons observé (figure 66, en haut a droite). Les trois drogues testées conduisent a des
profils différents. Une des facons d’expliquer cette alternance rouge, blanc, rouge est de
proposer que, pres de la pastille ou la concentration en drogue antiprion est forte, la drogue
inhibe tous les « proprion », ensuite la concentration en drogue diminue, ce qui provoque une
résistance a la cure due a une inhibition insuffisante des « pro-prion » et, lorsque la
concentration en drogue est encore plus faible, nous pouvons imaginer que cela leve
I’inhibition des « antiprion » et qu’ils prennent donc le dessus favorisant ainsi la cure, donc

I’apparition de colonies rouges.

PSI-1 PSI-30

PSI-49

ﬁssbl /ssb2 delta

Figure 66 : Effets antagonistes de différentes Hsp70p sur le maintien des prions.

Sur le panneau en haut a gauche, est montrée I’activité de trois drogues antiprion la 6AP (Psi-
1), le 11-amino-4-chloro-dibenzo[b,f]-diazepine (Psi-30) et la 6-amino-8-chlorophénanthridine
(Psi-49), dans la souche sauvage [PSI+]. Sur les trois autres panneaux, la sensibilité aux
drogues est bouleversée du fait de I’inactivation de différents genes codant pour des Hsp70p.
Un profil étrange en ““cible” apparait. Ce profil est différent pour chaque drogue.
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Enfin, pour confirmer le fait qu’on est bien en présence de genes codant pour des protéines
« antiprion » et de genes codant pour des protéines « proprion », nous avons délété dans le
double mutant ssblssb2, les genes SSAI et/ou SSA2. Comme montré sur la figure 66 (panneau
du bas), la délétion du gene SSAI provoque une diminution de taille du halo blanc. Ce
phénomene est encore plus marqué si le géne SSA2 est lui aussi délété. Ce résultat est en
accord avec I’hypothese selon laquelle les genes SSA seraient des « proprion » alors que les
genes SSB seraient des « antiprion », comme déja suggéré dans la littérature (Roberts et al.,
2004).

A partir de ces expériences et de ces mutants, nous avons imaginé un crible pour isoler des

genes qui codent pour des protéines « antiprion ».

VI. Dévelopement d’un crible génétique en levure pour cribler des genes
codant pour des protéines « antiprion »

A T’inverse du crible précédement décrit ou 1’on recherchait des protéines empéchant la cure
donc des « proprion », ici nous recherchons des protéines qui favorisent la cure. Cette
méthode est détaillée dans la partie Matériels et Méthodes du manuscrit. Nous utilisons le
double mutant ssb1,24A4 ayant le profil « rouge, blanc, rouge » soit « cure, pas cure, cure » et
nous nous plagons dans les conditions ou le halo est blanc, c’est-a-dire ou il y a absence de
cure. Il nous fallait donc tout d’abord déterminer ces condidions. Pour cela nous avons étalé le
double mutant sur des milieux contenant des concentrations croissantes en drogue, allant de 0
a 110 uM de 6AP (figure 67) et nous avons observé a partir de quelle concentration les
colonies devenaient blanches. Sur la figure 67, nous voyons que les colonies sont blanches a
partir de 30 uM de 6AP et ceci jusqu'a 100 uM de 6AP. Nous avons décidé de réaliser les
expériences du crible dans les conditions ou la 6AP est a 50 uM dans le milieu. Nous avons
transformé les doubles mutants ssb1,24A4 par une banque d’ADN génomique clonée dans un
vecteur multicopie (2u) pFL44 puis nous les avons étalé sur un milieux contenant 50 uM de
6AP. Le but était de cribler des colonies qui sont normalement blanches sur ce milieu mais

qui apres surexpression d’une protéine deviennent rouges.

De ce crible, il est apparu, que la surexpression du géne ZUOI codant pour la Zuotine, un
chaperon de protéines, restaure la cure des mutants. Nous retombons donc, encore une fois sur
un chaperon de protéines. Nous avons alors construit le mutant zuolA et nous 1’avons testé sur
boite afin de voir quel effet ’inactivation de ce geéne avait sur la cure du prion par la 6AP

(figure 68). Le résultat montre que la délétion de ce gene augmente 1’effet de cure du prion
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[PSI+] par la 6AP. Ce résultat peut paraitre contradictoire puisque d’un c6té nous isolons la
protéine Zuotine comme étant une protéine « antiprion » qui favorise la cure et d’un autre c6té
lorsque nous la délétons, nous trouvons que cela favorise aussi la cure. 1l fait penser au
résultat obtenu avec Hspl04p : son inactivation, tout comme sa surexpression conduit a la

cure.

Ceci montre que les chaperons de protéines peuvent avoir des effets qui favorisent la
formation des prions ou au contraire qui antagonisent la formation des prions, tout est
question d’équilibre. Dans tous les cas, ces chaperons sont impliqués et peuvent étre des

cibles potentielles de drogues antiprion.

YD1

ZONES BLANCHES
-

CONDITION DU CRIBLAGE
<« ANTI-PRION »

Figure 67 : Détermination des conditions du crible pour identifier des protéines ‘‘anti-
prion”’.

Des cellules du double mutant ssb/,24A4 sont étalées sur des milieux contenant 200 uM de
GuHCI et des concentrations croissantes en drogue, allant de 0 & 110 uM de 6AP. De 30 uM a
100 uM de 6AP, les colonies sont blanches (partie du halo blanc observée sur la figure 66). Le
crible suivant, pour isoler des protéines “anti-prion” sera fait dans les conditions ou la 6AP est a
50 uM dans le milieu. Comme contréle, les cellules sauvages [PSI+] sont étalées sur les mémes
milieux; a 0 uM, aucune cure n’est observée et a partir de 10 uM, les cellules deviennent
rouges, elles sont curées. La souche double mutante ssbl,24A4 est alors transformée par une
banque d'ADN génomique clonée dans un vecteur multicopie (2u) pFL44 puis les cellules sont
étalées sur un milieu riche contenant 200 pM GuHCI ainsi que 50 uM de 6AP. Les colonies qui
sont récupérées sont celles qui deviennent rouges sur le milieu.
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zuo1 delta

Figure 68 : Effet de la délétion du gene ZUOI sur la cure du prion [PSI+] par la 6AP.
Comparativement a la souche sauvage (panneau de gauche), la délétion du gene ZUO!

(panneau de droite) augmente fortement la sensibilité des drogues a la cure du prion
[PSI+].

2. Etude de Peffet antiprion de la Chlorpromazine :

La Chlorpromazine, un antipsychotique ayant également une activité antiprion en
systeme mammifere et en levure ou des mutants du transport vésiculaire créent un
stress a la membrane chez la levure S.cerevisiae. Ce stress a la membrane active
différentes voies de transduction du signal conduisant a I’inhibition de la biogenese du
ribosome ainsi qu’a D’atténuation de D’initiation de la traduction. L’idée est que les
cellules de levure (et peut étre I’ensemble des cellules eucaryotiques) ont évolué ce
systeme pour atténuer la traduction dans une situation ou I’integrité de la membrane
cellulaire est compromise, ceci probablement de facon a éviter I’éclatement de la cellule

(figure 69 d’apres (Deloche et al., 2004)).
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Figure 69 : Modéle proposé par Deloche et collaborateurs en 2004.

Nous avons émis I’hypothese qu’il existerait un lien entre ’atténuation de la traduction
et la cure des prions par la Chlorpromazine.
En d’autres termes, I’effet antiprion de la Chlorpromazine est-il di a I’activation d’une
ou plusieurs de ces voies de transduction du signal ?
Afin de tester cette hypothese, nous avons réalisé deux expériences :
1. Utilisation d’une autre molécule qui induit un stress a la membrane: la
BrefeldinA

2. Construction du mutant pkcl A
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I. Effet de la Brefeldin A sur la cure

La Brefeldin A (BFA) induit, comme la Chlorpromazine, un stress a la membrane. Nous
avons testé 1’activité antiprion potentielle de la Brefeldin A. Effectivement, dans notre test
levure, un halo rouge apparait autour de la pastille ol a été déposée la Brefeldin A indiquant
que la BFA, tout comme la Chlorpromazine, présente une activité contre le prion [PSI+]

(figure 70).

Figure 70 : La Brefeldin A (BFA) cure les prions de levure.
La Brefeldin A (BFA), molécule connue pour créer un stress a la membrane (en
inhibant le transport vésiculaire) possede aussi une activité antiprion puisqu’un halo
rouge apparait autour de la pastille ou elle a été déposée. Cependant la cure est
moins importante qu’avec la 6AP ou la Chlorpromazine (CPZ).

Ce résultat est cohérent avec I’hypothese selon laquelle 1’effet antiprion de la CPZ implique

I’atténuation de la traduction en réponse a un stress membranaire.
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I1. Effet de la délétion de Pkclp sur la cure par la Chlorpromazine

La deuxieme piste était de déléter le gene PKCI : en effet, si le gene PKCI est délété, la
Chlorpromazine ne pourra plus activer la voie conduisant a I’inhibition de la biogenese du
ribosome. Si un lien existe entre atténuation de la traduction et effet antiprion, nous ne
devrions plus observer de cure par la Chlorpromazine dans ces conditions. La figure 71
montre parfaitement I’absence de halo rouge et donc de cure par la Chlorpromazine lorsque le
gene PKCI est délété. Mais il est a noter que la cure par toutes les autres molécules (6AP,
GA, Quinacrine) est aussi diminuée. Toutefois la toxicité de la CPZ est tout a fait similaire sur

les deux souches.

'}‘_:f Chlor p r:maz1ne f_‘ Chlorpromazme

Figure 71 : Effet de la délétion de PKC1 sur la cure par la Chlorpromazine.
Sur le panneau de gauche, les drogues antiprion dont la Chlorpromazine inhibent
bien les prions de levure. Par contre, la simple délétion de PKCI empéche la
cure des prions de levure par la Chlorpromazine (panneau de droite).

II1. Modele final

A partir de nos résultats, nous pouvons tenter de proposer un modele :

1- L’effet antiprion de la Chlorpromazine et de la Brefeldin A passerait sans doute par un
stress a la membrane pour activer des voies inhibant la traduction.
2- La Quinacrine, une autre molécule antiprion isolée dans un crible mammifere et également

active dans le test levure est connue pour interagir physiquement avec les ARNr et pour
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perturber la structure générale du ribosome ainsi que pour inhiber la traduction (Ciak et al.,
1967).

3- Nos résultats présentés dans 1’article 5 de ce manuscrit suggerent que la 6AP et le GA
agissent également directement au niveau des ribosomes, contrairement a la Chlorpromazine

(figure 72).

Vesicular transport defect (vps)

or Brefeldin A (BFA) Treatment with Chlorpromazine (CPZ)
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Membrane stress CH,
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Down-regulation of ribosome biogenesis 1"
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Down-regulation of protein HNJNLHNHz
folding activity of the ribosome N
| o

Prion destabilization?

Figure 72 : Modéele proposé issu de I’article 5
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CONCLUSION



E. Conclusion et Modéle

I. Conclusion

Au cours de cette thése, nous sommes «tombés » sur des résultats inattendus et
potentiellement importants.

En effet nous sommes partis d’une méthode de criblage en levure dans le but d’identifier des
molécules a activité antiprion. Quelques unes ont pu étre isolées ; ces dernieres se sont
également avérées actives contre les prions de mammiferes.

L’objectif était ensuite de revenir a la recherche fondamentale afin d’élucider les mécanismes
d’apparition et de maintien des prions. Pour cela deux approches ont €té utilisées : 1’'une
biochimique et 1’autre génétique.

Les deux approches ont révélé que deux types de chaperons de protéines étaient impliqués :
les membres de la famille des Hsp70p et le grand ARNr. En effet par deux cribles génétiques
différents, nous avons mis en évidence que les chaperons de protéines de la famille des
Hsp70p ainsi que les protéines ribosomales étaient reliés a 1’effet antiprion de la 6AP. Nous
avons tenté d’étudier plus en détail la voie des chaperons de protéines Hsp mais leur rdle
exact reste difficile a décrypter du fait des effets contradictoires observés. Par contre, avec
I’approche biochimique, nous avons pu approfondir la piste des protéines ribosomales et
montrer que nos drogues ciblaient spécifiquement le grand ARN ribosomal et qu’elles
inhibaient son activité de repliement des protéines sans affecter son activité dans la traduction.
Ainsi en partant de deux molécules antiprion (la 6AP et le GA), isolées a partir d’un crible en
levure, nous avons isolé leurs cibles. L’utilisation de dérivés de structures chimiques proches
de la 6AP et du GA mais inactifs comme antiprions, tant chez la levure qu’en cellules

mammiferes montre la spécificité de nos résultats.

I1. Modele

A partir de nos résultats, nous proposons un modele (figure 73) : Certaines protéines, ayant
une tendance naturelle a s’agréger (par exemple : les protéines prion), sont « chaperonnées »
en cours et apres la traduction, notamment par le ribosome et peuvent ensuite :
% soit étre prises en charge par d’autres protéines chaperons comme les Hsp70p assurant
ainsi le repliement correct (natif) de la protéine (voie 1).
£ soit s’agréger et produire des fibres amyloides (voie 3) dans des conditions le

favorisant.
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“ soit &tre prises en charge par le systtme de contrdle qualité impliquant les protéines
chaperons Hsp70p et le protéasome et tre dégradées si le « chaperoning » par les

ribosomes lors de la traduction s’est mal effectué (voie 2).

Protéine en

. intermédiair
cours de traduction tat mtermeédyaire

Protéine native

3 Fonction

Dégradation par « @

le protéasome ———> Amyloide

} l
‘ Fonction
ou

—N" ARN

{‘5_ Protéine en cours de traduction
Ribosome
o Feuillet
.m Hélice o

Figure 73 : Modele proposé
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Ainsi, selon notre modele, si la 6AP et le GA inhibent certains mécanismes de
« chaperoning » co-traductionnel (ou post-traductionnel) du ribosome, la forme non-native
sera mal conformée et sera dirigée vers le protéasome empéchant la formation des prions
(voie orange sur la figure 73).

Une fagon de tester notre modele et de regarder quelles sont les conséquences de 1’inhibition
du protéasome 26S. Selon notre modele, une inhibition du protéasome devrait
compéter/antagoniser la cure par les drogues antiprion (voie bleue sur la figure 73). La figure
74 montre qu’en présence de MG 132, un inhibiteur du protéasome, la cure par la 6AP et le
GA est effectivement antagonisée. Ceci est a rapprocher du role des Hsp70p dans I’effet
antiprion de la 6AP : la forme «fermée » (ADP) d’Hsp70p favorise 1’effet antiprion de la
6AP. La 6AP, en inhibant certaines activités de chaperon, celle du ribosome par exemple,
conduirait les protéines pour qui ce «chaperoning » est crucial (car ayant tendance
naturellement a s’agréger) vers la voie de controle qualité, impliquant Hsp70p, ubiquitine et
protéasome. Ceci expliquerait pourquoi 1’activité d’Hsp70p et celle du protéasome sont

impliquées dans I’activité antiprion de la 6AP et du GA.

Figure 74 : MG 132 inhibe la cure du prion [PSI'] par la 6AP et le GA.

Sur les pastilles de gauche, les drogues antiprion 6AP ou GA ainsi que du DMSO
ont été déposés : un halo rouge apparait indiquant la cure du prion [PSI']. Sur les
pastilles de droite, la 6AP ou le GA ainsi que le MG 132, inhibiteur du protéasome
ont été déposés: le halo rouge est nettement réduit, le MG 132 inhibe la cure du
prion par la 6AP et le GA.
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Figure 75 : L hérédité cytoplasmique basée sur des protéines a conformation en feuillets 3.

PrP représente le gene codant pour la protéine prion PrP. PrP peut adopter une conformation riche en
feuillets B et résistante aux protéases avec 1’assistance de chaperones et sous I’influence de facteurs
exogenes. L’information spécifique, stockée dans ces protéines riches en feuillets B peut s’auto-
perpétuer et peut aussi étre transmise aux générations suivantes de cellules de facon indépendante des
genes.
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F. Discussion générale

I. Prion : Bouleversement des dogmes

Aujourd’hui, avec I’apparition des maladies a prions et la découverte des deux formes de la
protéine PrP, deux dogmes centraux de la biologie moléculaire ont été€ bouleversés :

1. Le gene est la seule unité de sockage et de transmission de I’information génétique.

2. Une protéine se replie d’une facon unique afin d’avoir la conformation la plus
favorable énergétiquement, conformation uniquement dictée par la séquence primaire
(Anfinsen, 1973).

Nous allons étayer la remise en cause de ces deux dogmes de la biologie :

1. Le dogme selon lequel les acides nucléiques sont les seuls médiateurs de 1’information
héréditaire est clairement remis en cause par le modele « protéine seule » proposé pour
les prions. Dans le cadre de cette hypothese, nous avons vu que les prions sont des
protéines infectieuses : le changement de conformation de la protéine (donc la
modification de son activité et donc en définitive le phénotype résultant) est
autocatalytique et ne dépend pas d’un changement au niveau du gene. Les protéines
sont donc, aussi capables de stocker et transmettre une information sans passer par le
géne. L’information est ainsi stockée dans des protéines riches en feuillets B de
conformation prion, créant une mémoire moléculaire cytoplasmique a long terme
(Maury, 2006) (figure 75). Cette mémoire a long terme, due a I’extraordinaire
résistance aux protéases de ces protéines riches en feuillets B, peut étre transmise aux
prochaines générations cellulaires indépendamment de I’ADN. Cette hérédité non
nucléaire a ét¢ abondamment documentée chez la levure et pourrait, en fait,
représenter une ancienne forme de I’hérédité hautement conservée au cours de
I’évolution.

De facon intéressante, certains polymorphismes dans le géne de la protéine prion sont
associés a de meilleures performances concernant la mémoire a long terme
(Papassotiropoulos et al., 2005).

En outre, la présence de cette mémoire non nucléaire pourrait aussi expliquer les
problemes rencontrés lors du clonage. En effet, le principe est de transférer le noyau
d’une cellule donneuse dans un ovocyte énucléé receveur. Nous savons que
I’efficacité du clonage est faible, due a divers problémes qui ne sont pas encore

connus. Nous pouvons emettre I’hypotheése que lors du clonage, la mémoire basée sur
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la conformation de protéine et localisée dans le cytoplasme de la cellule donneuse est
perdue. Si cette mémoire est importante, cela peut contribuer a expliquer la faible
efficacité du clonage.

L’autre question qui peut-étre soulevée et sur laquelle nous reviendrons plus tard

concerne les macromolécules a 1’origine de la vie : acides nucléiques ou protéines ?

2. Une protéine donnée peut exister sous deux formes distinctes menant a deux
phénotypes différents sans toucher au gene. Ce mécanisme inattendu et novateur,
souleve la question de la régulation de I’expression des protéines ; celle-ci peut-étre
augmentée, diminuée ou encore inhibée suivant que la protéine est sous forme agrégée
ou non. Ce point est fondamental car il pose le probleme de 1’avantage bénéfique des
protéines se comportant comme des prions, puisqu’en effet, dans certains cas
I’agrégation de la protéine ménera a la pathologie, I’exemple concret est la maladie de
Creutzfeldt-Jacob mais dans d’autres cas elle favorisera 1’organisme dans lequel la
protéine se trouve ; les exemples sont nombreux : la protéine CPEB chez I’aplysie,
sous forme agrégée augmente I’expression d’ARNm dormants impliqués dans la
mémoire a long terme, la protéine Curli chez la bactérie, sous forme agrégée favorise

I’adhésion au substrat.

Le cas de la maladie de Creutzfeldt-Jacob n’a-il pas permis de lever un coin du voile sur
un mécanisme qui existe probablement depuis tres longtemps dans 1’évolution et qui est
sans doute beaucoup plus répandu qu’initialement anticipés!!

En outre, la conservation des protéines prions au cours de 1’évolution pose la question de
I’origine biologique des prions : permettent-ils un avantage sélectif ou bien au contraire

représentent-ils des accidents évolutifs ?

I1. Prion : Origine de la vie

Revenons a la question fondamentale de I’origine de la vie. Au début de la vie, les cellules
vivantes devaient synthétiser de I’ADN mais pour cela les enzymes (soit des protéines) étaient
nécessaires, de méme, pour synthétiser les protéines, les acides nucléiques étaient
indispensables!!! C’est un peu le probleme de qui est venue en premier : 1’ceuf ou la poule ?

Aujourd’hui, de nombreux scientifiques considerent que la molécule d’ ARN est probablement
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a I’origine de la vie. Cette hypotheése « ARN », est supportée par le fait que comme 1’ ADN,
I’ARN est capable de stocker, transmettre et dupliquer ’'information génétique mais qu’en
plus, il agit comme un ribozyme, une enzyme faite d’acide ribonucléique. Elle peut donc
effectuer les fonctions des acides nucléiques et des protéines. On pourrait penser que le
probléme est résolu : Les ARN sont a I’origine de la vie mais, 1’autre probléme est que dans le
monde d’aujourd’hui, les molécules d’ARN sont tres fragiles et nous savons que les
conditions présentes dans le monde prébiotique étaient tres hostiles. Il parait donc peu
plausible que les ARN soient a I’origine de la vie. Les protéines sont aussi sensibles mais
beaucoup moins que I’ARN et nous savons maintenant que les protéines se comportant
comme des prions sont tres résistantes aux protéases et autres traitements drastiques et qu’en
plus, tous les prions ne sont pas forcément dangereux (nous pouvons citer I’exemple d’HET-S
qui adopte la forme prion pour une sélection positive de I’évolution). Ainsi selon Yury
Chernoff, les structures assemblées comme des prions pourraient étre impliquées dans les
étapes initiales de la compartimentalisation biologique a 1’origine de la vie (Chernoff, 2004).
Au cours de I’évolution, ces mécanismes basés sur les protéines « prion » auraient pu
disparaitre au profit des mécanismes basés sur I’ARN/ADN, et I’existence des prions n’est
reconnue aujourd’hui que comme une modulation €épigénétique chez les champignons et une
maladie 1étale chez les mammiferes. Peut-€tre que les prions représentent la réminiscence
d’un tres ancien mode de transmission de I'information génétique, peut étre aussi répandu a
I’origine que le mode de transmission via les acides nucléiques de nos jours (Lupi et al.,

2006).

I1L. Prion : Questions sans réponses

Si nous revenons au cas des maladies a prions, beaucoup de questions restent partiellement ou
totalement sans réponse. Nous pouvons en citer quelques unes : Quelle est la nature physique
du prion ? Quelle est la strucrure tridimensionnelle du prion ? Quel est le mécanisme de
conversion de PrP® en PrP* ? Quelle est I’identité et I’action cellulaire de la protéine PrP
neurotoxique ? Quelles sont les mécanismes biochimiques a la base des souches de prion ?
Pourquoi est-ce que différentes souches provoquent des lésions différentes avec des zones
touchées du cerveau aussi différentes ? Quels sont les facteurs déterminants les phénomenes
de barriere d’espece ? Quels sont les facteurs de suceptibilité de 1’hote qui favorisent

I’infection ? Pourquoi les TSE sont transmissibles ? Quels sont les mécanismes moléculaires
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de prionisation ? Quelle est la fonction physiologique de PrP® ? Quel est le role des prions
dans I’évolution et dans les autres processus biologiques ? .....

Répondre a ces questions permettrait de développer des diagnostics précoces ainsi que des
thérapies. Il existe actuellement quelques embryons de réponses : 1’agent causant les maladies
a prions est la protéine PrP qui peut exister sous deux formes, une forme non pathologique
PrP€ et une forme pathologique PrP*. La conversion d’une forme a I’autre impliquerait
certainement différents facteurs cellulaires puisqu’ in vitro la conversion de PrP€ en PrP* est
tres lente mais si un homogénat de cerveau infecté est ajouté, la conversion est beaucoup plus
rapide. Ces facteurs seraient des chaperons de protéines tels que les Hsp ou I’ARN ribosomal
lui-méme qui dans un contexte favorable a la formation de fibres amyloides favoriseraient la
transconversion de PrP® en PrP*° et/ou I’agrégation de PrP%¢. Ces facteurs seraient spécifiques
de I’hdte, expliquant en parti les phénomenes de souche et de barriere d’espece. La séquence
du domaine prion (riche en Q (glutamine), N (asparagine), R (arginine) et qui forme le coeur
de la fibre) serait tres importante dans les phénomenes de barriere d’espece (Chien and
Weissman, 2001; Chien et al., 2004). Les différentes glycosylations possibles pourraient
expliquer les différentes zones touchées du cerveau selon les souches (DeArmond et al.,
1997). Et pour ce qui est de la toxicité, les travaux récents de Bruce Chesebro semblent
montrer que 1’ancre GPI est indispensable a la toxicité du prion.

Ainsi, de nombreux efforts restent a faire pour tenter de découvrir les différentes faces

cachées de ces protéines prion.

IV. Prion : Utilité de la levure

La recherche sur le prion a énormément avancé au cours de ces 25 dernieres années.
Aujourd’hui la théorie « protein-only » est communément acceptée et 1’utilisation des prions
de levures montre la généralité du phénomene prion et permet de nouvelles approches
expérimentales. En effet, pour aller plus loin dans la compréhension de tous les mécanismes
impliqués, il est indispensable de développer de nouveaux modeles et outils. La levure est
clairement un des bons modeles les plus appropriés. Il faut se rappeler que la levure est a
I’origine de nombreuses découvertes telles que le concept 1 geéne-1 enzyme par Beadle et
Tatum dans les années 1940, I’hérédité non mendélienne qui a permis la découverte du

génome mitochondrial et depuis que Wickner, en 1994, a ouvert le monde des prions a la
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levure, le voile s’est en parti levé sur les mécanismes et concepts, les réseaux de prions, le
role des amyloides dans la propagation, la notion de souches et encore bien d’autres choses
encore. Par ailleurs, non seulement la levure est un excellent modele pour le crible de
molécules antiprion mais elle permet aussi de réaliser des cribles inverses afin de mieux
comprendre les mécanismes de prionisation (voir les articles 4 et 5 de ce manuscrit). Le
développement de ces techniques ouvrira de nouvelles perspectives et favorisera la
compréhension des mécanismes impliqués dans les maladies a prions, mais aussi dans les
autres maladies neurodégénératives. Nous pouvons méme aller plus loin en incluant les
maladies a mauvais repliements de protéines telles que certaines formes de mucoviscidose, le
diabete de type II et bien d’autres. Les perspectives sont donc nombreuses.

Une certaine logique de travail en trois étapes doit étre respectée pour identifier de maniere
claire et définitive les cibles intracellulaires des drogues. 1- Tout d’abord, il faut identifier les
acteurs cellulaires interagissant avec les drogues antiprion étudiées. 2- Il faut ensuite
déterminer si cette interaction a un effet sur la cible : d’inhibition ou d’activation. En effet,
une interaction physique ne signifie pas automatiquement un effet sur 1’activité de la cible. 3-
Enfin, il reste a lier cet effet sur la cible a I’effet antiprion. En effet, ces drogues antiprion
peuvent treés bien interagir avec et inactiver une enzyme, par exemple, sans que cela ne soit

relié a I’effet antiprion.

V. Prion : Apports de cette these

Au cours de cette these nous avons isolé essentiellement deux molécules qui se sont avérées
actives contre les prions de levure mais aussi contre les prions de mammifere ex vivo et in
vivo. En revenant a la recherche fondamentale, nous avons montré que ces drogues ciblaient
spécifiquement la fonction chaperone du ribosome, sans toucher a la fonction de traduction.
Ce résultat est important a deux niveaux. Premierement, nous avons identifié une cible
potentielle impliquée dans les mécanismes de prionisation. Deuxiemement, il n’existe
actuellement aucun inhibiteur spécifique de la fonction chaperone du ribosome. Les seuls qui
existent inhibent aussi la fonction de traduction du ribosome, ce qui engendre fatalement des
gros dégats dans la cellule puisque cela inhibe complétement la syntheése des protéines. Ainsi,
la découverte de ces petites molécules inhibitrices de la fonction chaperone du ribosome
ouvre la voie vers une compréhension de cette fonction tres mal connue du ribosome mais
aussi d’un point de vue thérapeutique elles peuvent constituer des pistes thérapeutiques

prometteuses et nouvelles pour le traitement de maladies a mauvais repliements de protéines.
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VI. Prion : Champs d’investigations présents et futurs pour la recherche sur
les prions

De nombreux champs d’études méritent d’étre explorer pour avancer encore plus loin dans la

connaissance des maladies a prions et de facon plus large, des maladies du mauvais

repliement de protéines :

+ Un point trés important dans la régulation des maladies neurodégénératives concerne
le cuivre. Il a été montré que le cuivre était impliqué aussi bien dans les maladies a
prions que dans la maladie d’Alzheimer. En effet la protéine PrP et le peptide
amyloide [ posseédent des séquences communes permettant la liaison du
cuivre (Barnham et al., 2006). Cette liaison favoriserait 1’agrégation des protéines
mais nous savons aussi que la liaison du cuivre permet 1’internalisation de la protéine
PrP pour réguler ’homéostasie du cuivre et séquestrer la protéine a I’intérieur de la
cellule afin d’empécher son interaction avec prp5 qui favoriserait son agrégation. Le
role du cuivre est donc complexe, et mérite amplement d’€tre exploré car cela
ouvrirait la porte vers d’éventuelles thérapies contre plusieurs maladies a fibres

amyloides.

+ L’étude des fibres amyloides est aussi un domaine tres important. Selon Chris Dobson,
toute protéine a la capacité de former des fibres amyloides sous certaines conditions.
Mais tout amyloide n’est pas forcément un prion (exemple : la maladie d’ Alzheimer,
de Parkinson, d’Huntington...) et tout prion (protéine infectieuse) n’est pas forcément
un amyloide (par exemple, la prion [C]). Qu’est-ce qui distingue les prions d’autres
protéines mal repliées ? La question est encore non résolue mais il semble que des
interactions entre les chaines principales favoriseraient le passage de 1’état mal replié a
I’état prion et la probabilité qu’une protéine amyloide devienne un prion dépendrait de
son interaction avec des chaperons de protéines. Peu de choses sont connues sur le
role des chaperons de protéines de mammiferes dans les mécanismes de prionisation :
ce devrait étre un domaine important dans le futur. En effet les chaperons de protéines
sont importants pour la transmission du prion (via la fragmentation) mais aussi pour la
propagation comme le montre les résultats d’études in vitro dans lesquelles, lorsque
I’on rajoute ces chaperons 2 une préparation de PrP¢ et PrP* seuls, la conversion est

accélérée (Deleault et al., 2003).
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Les amyloides qui sont des agrégats riches en feuillets § ont re¢u une grande attention
avec I’émergence des maladies du mauvais repliement de protéines telles que les
maladies neurodégénératives ou encore les amyloidoses systémiques mais elles
peuvent avoir d’autres fonctions qui ne sont pas forcément mauvaises comme nous

avons pu déja le constater.

+ Une étude plus approfondie pourrait étre aussi trés intéressante a mener pour tenter de
percer un peu plus les mysteres des prions. Nous savons que Ure2p et Sup35p ont un
domaine riche en Q/N contrairement a PrP et HET-s, Sup35p et PrP ont des répétitions
d’octapeptides, et la composition en acides aminés est plus importante que la séquence
elle-méme. Peut-€tre des caractéristiques communes a tous les prions restent a
découvrir et leur caractérisation permettrait de trouver d’autres prions. En effet, il est a
peu pres certain qu’il reste encore a découvrir de nombreuses protéines se comportant
comme des prions.

Il se peut aussi que de nombreuses personnes possedent la forme prion dans une forme

« latente » et que dans quelques années la maladie se déclarera. Ceci pose le probleme des

populations vieillissantes ol les systemes de réparation de protéines sont moins
performants. Le risque de développer ce type de maladies augmente clairement avec 1’age.
La situation est tres préoccupante ! Nous devons agir et avancer dans la compréhension de

ces maladies.

& Une autre idée d’étude : nous avons pu voir que [PIN] interagit positivement avec
[PST"] mais que [URE3] interagit négativement avec [PSI'] et que [PSI'] interagit
négativement avec [URE3]. Les mécanismes moléculaires de ces interactions
négatives ne sont pas encore connus mais la découverte de ces réseaux de prions dans
lesquels différentes protéines amyloides sont en interaction est fascinant d’un point de
vue fondamental mais pourait aussi €tre trés relevant pour la compréhension de

maladies humaines.

+ Enfin, récemment, le groupe de Claudio Soto a mis en évidence un cercle vicieux ot
PrP>¢ induit un stress dans le RE qui lui-méme augmente la réplication du prion (Hetz
et al., 2007). L’altération de I’homéostasie du RE influence le repliement de PrP,
formant un intermédiaire plus propice a la conversion en PrP*. Ainsi, le RE n’a pas

seulement un réle dans la syntheése et la maturation de PrP mais est aussi impliqué
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dans la toxicité de PrP et dans la formation des protéines mal repliées associées a de
nombreuses maladies. En effet, le 10le du RE dans d’autres maladies
neurodégénératives telles que PD, ALS, HD et AD a été montré (Schroder and
Kaufman, 2005). Cette voie de recherche sur I'implication du RE pourait donc aussi

ouvrir des portes vers de nouvelles thérapies.

Ainsi, de nombreux champs d’études restent a explorer pour comprendre en intégralité ces
phénomenes curieux et fascinants que sont les prions, pouvant déboucher soit vers la maladie
soit vers la régulation d’expression d’une protéine.

C’est donc pour cela que je tiens a continuer dans ce domaine si exaltant et plein de
promesses en termes de découvertes. Je continuerais donc mon cursus scientifique dans le
laboratoire du Dr Bruce Chesebro aux « Rocky Mountain Laboratories (RML) » a Hamilton

dans le Montana, aux Etats-Unis.
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Résumé

Identification de cibles intracellulaires de molécules a activité antiprion
isolées dans un crible en levure au laboratoire.

Les maladies a prions sont des maladies neurodégénératives touchant I’homme ainsi que
I’animal et dont I’issue est toujours fatale.

Notre objectif était d’utiliser la 6AP et le GA, deux drogues antiprion isolées au laboratoire
comme des « hamecons » moléculaires pour identifier leurs cibles cellulaires afin de mieux
comprendre leur mode d’action ainsi que les phénomenes de prionisation.

Deux criblages, I'un génétique et 1’autre biochimique ont révélé que les chaperons de
protéines et les ribosomes sont impliqués. Les drogues antiprion testées ciblent
spécifiquement la fonction de repliement des protéines portée par I’ARNr 23S/25S/28S. Ceci
suggere que I’activité de chaperon de protéines de I’ ARNr 23S/25S/28S est nécessaire pour le
maintien et la propagation des prions.

Ces molécules semblent aussi €tre actives contre d’autres maladies liées a des problémes de
repliement et d’agrégation des protéines ; telles la maladie de Huntington ou certaines formes
de mucoviscidose. Nos molécules ont donc un avenir potentiel dans le traitement de ces
maladies.

Mots clés : prion, fibres amyloides, chaperons de protéines, ribosome, levure, criblage.

Abstract

Determining intracellular targets of antiprion drugs isolated using a yeast-
based assay.

Prion-based diseases are fatal neurodegenerative disorders for which no efficient treatment is
currently available.

We focussed our work on the identification of the intracellular biochemical targets of two
drugs 6AP and GA, isolated in the laboratory as antiprion drugs using a yeast-based assay to
uncover biochemical pathways controlling prion formation.

Using both genetic and biochemical approaches, we show an RNA-dependent interaction of
6AP and GA with ribosomes. 6AP and GA specifically inhibit the protein folding activity of
the large ribosomal RNA of the large ribosome subunit. We thus propose that the ribosomal
RNA protein folding activity is required for prion maintenance.

These drugs are also efficient against other protein misfolding diseases: Huntington disease or
cystic fibrosis. 6AP and GA could have much wider applications than in prion diseases.

Keywords: prion, Amyloid fibers, protein folding, protein chaperone, ribosome, yeast,
screening.
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