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> Les recherches sur les prions et sur les phé-
nomenes d’agrégation des peptides et des pro-
téines ont permis des avancées conceptuelles
significatives en biologie conduisant a de nou-
velles perspectives thérapeutiques. Du point
de vue moléculaire, 'analyse de phénomenes
« prions » présents également dans les levures
et les champignons filamenteux, a permis de
confirmer I’existence d’une transmission d’une
information biologique basée sur la conforma-
tion des protéines. Cette découverte représente
une nouvelle facette des mécanismes épigéné-
tiques qui laisse envisager pour ce mécanisme
«prion» des fonctions physiologiques impor-
tantes. U'étude des mécanismes d’agrégation
des protéines trouve un écho dans une large
gamme de pathologies allant de la maladie de
Parkinson au diabete. Dans ces protéinopathies,
des mécanismes moléculaires similaires ont
pu étre mis a jour avec pour conséquence des
modeles de changements de conformation et
d’approches diagnostiques et thérapeutiques
communs a ces pathologies. <
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dégradation et s’organi-
sent sous formes d’agré-
gats insolubles. C’est le
cas en particulier du pep-
tide AP pour la maladie
d’Alzheimer, de I'o-synu-
cléine pour la maladie de Parkinson ou bien encore de

la huntingtine pour la maladie d’Huntington.
Le repliement des protéines et son contrdle sont essen-

Atrticle disponible sur le site h

Les maladies @ prions sont I"exemple type des patho-
logies «conformationnelles » également appelées
protéinopathies, dans lesquelles une protéine ou un
fragment de protéine acquiert une conformation anor-
male et forme des agrégats sous la forme d’amyloide.
On retrouve dans cette famille une trentaine d’autres
maladies : des maladies neurodégénératives, maladie
de Parkinson, d’Huntington et d’Alzheimer, mais aussi
d’autres affections systémiques comme I’amylose et le
diabete de type 2. Dans ces protéinopathies, on observe
des phénomenes de repliement anormaux associés a

Cet article est basé en partie sur les présentation des Drs A. Kajava, (CRBM Mont-
pellier), M. Blondel (Inserm U613, Brest) et M. Tuite (Université de Kent, Canterbury,
Royuume—Uni) lors des Journées RIMO 2008 — Rencontre inter-IFR de Montpellier,
« Avancées Conceptuelles/Avancées Thérapeutiques », au Corum de Montpellier,
24-25 novembre 2008.
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tiels dans I"organisme pour obtenir des protéines sta-
bles et fonctionnelles. De nombreux mécanismes cel-
lulaires entrent en jeu pour cela (rdle des chaperons
moléculaires, du protéasome, de I’ubiquitinylation...).
Pourtant, dans les protéinopathies, il existe une mise
en défaut de ces mécanismes. On constate en fait que
les phénomenes de conformation/repliement anormaux
et d’agrégation sont liés, et qu’ils procedent de fagon
similaire dans toutes les protéinopathies. La compré-
hension des mécanismes moléculaires sous-jacents
dans 'une de ces affections va pouvoir ainsi enrichir la
compréhension des autres.

Nous illustrons dans cet article trois de ces mécanis-
mes en rapportant les données récentes présentées par
trois orateurs aux « Journées inter-1FR » de Montpellier
(RIMO, 2008).

ttp://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2009253307
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Des prions de mammiféres aux prions de levure
ou comment un modéle prion chez la levure permet de
trouver des agents thérapeutiques potentiels chez ’homme

La nature exacte de I’agent infectieux responsable des maladies a prions
est toujours "objet de controverses mais I’hypothése des « prions » pour
« Proteinaceous infectious particle » proposé dans les années 1980 par
Stanley Prusiner reste la plus communément admise [1]. Selon cette
hypothése, I’agent infectieux est une protéine appelée PrP% qui corres-
pond a une conformation anormale d’une protéine physiologique appe-
lée PrPC. La transmission des prions se ferait parce que la PrP* induirait
un changement de conformation de la PrP® normale en PrP*¢ pathologi-
que caractérisé par Pacquisition d’une structure riche en feuillets 3. Ce
phénomeéne «prion», ou transmission d’une information conformatio-
nelle, n’est pas limité a la protéine prion et aux mammiferes. €n effet,
certains phénotypes de transmission non mendélienne chez la levure
Saccharomyces cerevisiae [2] ou chez certains champignons comme
Podospora anserina [3] mettent en jeu des « mécanismes prions ». Dans
ces modeles prions dits « analogues », des protéines (Ure2p, Sup35p...)
sont capables d’exister sous forme « prionisée ». Une fois converties
elles peuvent alors transmettre leur conformation différente associée
a des fonctions biologiques modifiées. Les similitudes entre prions de
mammiféres et prions de levure ne s’arrétent pas Ia : tout comme la PrP,
la protéine Sup35p, par exemple, est initialement soluble et forme des
agrégats amyloides fibrillaires une fois convertie en « prion », comme le
fait la PrP*¢. Ces similitudes entre les prions de mammiféres et les prions
de levure, ajoutées a la grande facilité d’emploi, au faible colit et a
I’innocuité de la levure, font de cet outil un modéle de choix pour I’étude
du mécanisme «prion» et, au-dela, des mécanismes d’agrégation a
I’ceuvre dans les protéinopathies.

Réle des chaperons moléculaires
dans la propagation des prions

Le travail sur les prions de levure a permis de mettre en évidence
Ilimportance de protéines chaperons, et en particulier de la protéine

Hspl04, dont la sur- ou sous-expression stoppe la
propagation. Cette protéine fait partie d’'une famille de
protéines ubiquitaires dont le réle principal est de lutter
contre le dépliement partiel, le repliement alternatif et
I"agrégation des protéines. U'un de ses modes d’action
proposés afin d’expliquer I"importance des chaperons
moléculaires dans la formation des prions consisterait a
induire la fragmentation des larges agrégats protéiques
en oligomeres, offrant alors de multiples sites capables
d’induire de nouvelles polymérisations associées aux
changements conformationnels liés a la conversion [4].
Cette importance de Hspl04 dans la propagation des
prions de levure et la production de nouveaux «pro-
pagons » in vivo, a été démontrée par Mick Tuite et son
équipe (Université de Kent, Canterbury, Royaume-Uni)
en utilisant du chlorure de guanidium qui inhibe I'acti-
vité ATPasique de Hspl04 [5] et différents mutants de
Hspl04 [6]. Outre Hspl04, d’autres chaperons molécu-
laires semblent aussi intervenir dans la propagation des
prions de levure (Hsp70, Hsp40...) [7]. Méme si Hsp104
joue un role central chez la levure, cette molécule n’a
pas d’analogue chez "homme. Ceci rend difficile les
approches visant a manipuler I'expression des chape-
rons a des fins thérapeutiques dans les prions de mam-
miféres et, par extension, dans les protéinopathies.

Les prions de levure : un modéle de choix
pour la recherche de composés thérapeutiques

Les prions de levure sont un modéle de choix non seu-
lement pour I’étude des mécanismes prions mais aussi
pour réaliser des criblages a haut débit dans le but de
rechercher des molécules a visée thérapeutiques. Ainsi,
Marc Blondel (Inserm U613, Brest) et son équipe ont
développé une méthode simple et rapide de criblage
chez Saccharomyces cerevisiae basée sur le fait qu’en
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Deuxiéme criblage sur
le prion de levure [URE3]

Figure 1. Principe du test de criblage pour la recher-
che de molécules anti-prions. Un aliquot provenant

d’une culture en milieu liquide (1) d’une souche

de prion [PSI*] est réparti sur une bofte de Pétri

T

contenant un milieu complémenté avec 200 pM

de guanidine hydrochloride. De petits filtres sont

T+ alors disposés sur la surface d’agar (2). Les molé-
cules a tester sont ensuite appliquées sur chaque
filtre (3), le filtre situé en haut & gauche étant
réservé au contrdle négatif (DMSO) et celui en bas
a droite au contrdle positif (5ul d’une solution de

GuHCL a 300 mM). Quand une molécule est active

contre le prion de levure [PSI*], un halo rouge de colonies apparait autour de la région du
filtre ol la molécule a été déposée (6). Les molécules positives sont ensuite testées sur le
prion de levure [UREZ]. (d’aprés Pr M. Blondel, Inserm U613, Brest, France).
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présence de formes prions, on peut obtenir des colonies
blanches et autotrophes pour I’adénine, alors qu’en
I’absence de conversion, les colonies sont rouges et
auxotrophes pour I'adénine [8] (Figure 1). Un criblage
primaire d’une chimiothéque a été effectué sur le prion
[PSI*]; les molécules actives ont ensuite été testées
contre le prion [URE3]. Etant donné la grande divergence
tant fonctionnelle que de séquence primaire des protéi-
nes impliquées dans la formation de ces deux prions, les
composés actifs contre les deux sont potentiellement
intéressants pour bloquer les mécanismes prions de
facon générale et par extension dans les protéinopa-
thies. Parmi les molécules identifiées par Marc Blondel et
ses collaborateurs, la 6-aminophénanthridine (6AP) et
le guanabenz (GA) se sont aussi révélées actives contre
le prion de mammifére, non seulement ex vivo dans
des cultures de cellules chroniquement infectées par le
prion, mais aussi in vivo dans un modéle animal (murin)
pour les maladies a prions [9, 10]. Des essais sont en
cours dans des modéles plus complexes (animaux trans-
géniques...) pour évaluer Iintérét des molécules ainsi
sélectionnées. Ces résultats valident ainsi le modele de
la levure et ses prions pour isoler des molécules actives
contre les prions de mammifere. Ils suggéerent, en outre,
que des mécanismes de prionisation sont conservés de la
levure aux mammiféres, motivant ainsi la recherche des
cibles intracellulaires de la 6AP et du GA.

Comment I’étude biophysique

et in silico des phénomeénes d’agrégation
permettent de rassembler les protéinopathies
sous une méme entité moléculaire

La compréhension des repliements pathogéniques et

I’étude structurale des agrégats et des fibrilles amyloi-
des présents dans les protéinopathies et les prions sont

M/S n® 3, vol. 25, mars 2009

Figure 2. Modéle structural proposé pour dif-
férents amyloides. De nouvelles techniques
expérimentales et approches bioinformati-
ques suggerent que les différentes amyloi-
des retrouvées dans les protéinopathies sont
constituées de I'association en paralléle de
plusieurs feuillets B (structure (B super-plis-
sée) (d’apres Dr A. Kajava, CRBM, Montpellier,
France).

des étapes clés pour le développement
de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Depuis dix ans, de nombreux progrés ont
été faits via I'utilisation de nouvelles
techniques telles que la spectroscopie
RMN (résonance magnétique nucéaire) a I’état solide, la microscopie
électronique en transmission a balayage, ou encore la spectroscopie
par résonance paramagnétique électronique. L'intégration des infor-
mations issues de ces différentes techniques grace a des approches
de modélisation moléculaire a permis a A. Kajava et ses collabora-
teurs (CRBM, Montpellier) de suggérer que les structures amyloides
retrouvées dans les protéinopathies, qu’elles soient constituées de
tau, a-synucléine, Ure2p, Sup35p, huntingtine ou encore de I"amyline
humaine, ont une structure commune appelée «structure [ super-
plissée » (association en paralléle de plusieurs feuillets 3) (Figure 2)
[11, 12]. Les modéles proposés par d’autres groupes pour les fibres
amyloides de AP [13], HET-s [14] et Prion [15] ont également des
feuillets B paralléles. Toutes ces données ouvrent la voie vers le déve-
loppement de nouvelles thérapeutiques communes pour ces maladies.

Conclusion

Les études sur les prions de mammiféres et celles sur les « prions »
présents chez les levures et les champignons filamenteux ont permis de
confirmer I’existence de la transmission d’une information biologique
basée sur la conformation des protéines qui représente une nouvelle
facette des mécanismes épigénétiques. Ces travaux ont également
permis des avancées sur les mécanismes moléculaires des change-
ments conformationels et d’agrégations protéiques conduisant a la
formation d’amyloides et a des phénotypes pathologiques observés
dans les « protéinopathies ». Cela explique les connexions importantes
entre les recherches diagnostiques et thérapeutiques communes a
toutes ces pathologies. ¢

SUMMARY

The information embedded into protein

conformation: the mammalian prion protein

is not the only one which «prionized»

Basic research on prions and on protein and peptide aggregation
generated a new vision of the pathologic mechanisms of many disor-
ders regrouped under the term «proteinopathies». The latter include
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several neurodegenerative disorders (Alzheimer, Parkinson disease...)
which could benefit for their diagnosis and therapeutics of this type
of research. Importantly, the presence of proteins behaving like prions
in yeast also contributed to the advance of knowledge in this area
by showing that the transmission of a conformational information
could be considered as a new epigenetic mechanism. In addition yeast
models allow to study the molecular mechanism of protein aggrega-
tion, the role of accessory factors, like chaperones, and the screening
of therapeutic agents. ¢
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