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NOUVELLE

Maladies a prion: la protéine
saine se lie a la forme

pathogene

Nicolas Genoud

> Le prion est I'agent transmissible res-
ponsable d’encéphalopathies spongi-
formes chez plusieurs espéces de mam-
miferes: ’ESB chez les bovins, la maladie
de Creutzfeldt-Jakob chez les humains,
la tremblante (scrapie) chez le mouton,
ou encore la cachexie chronique (ou syn-
drome de dégénérescence chronique,
chronic wasting disease, CWD) du cerf et
de I"élan. La maladie est également
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tion pathogene (PrP%c).
Contrairement a un virus,
qui se multiplie dans les
cellules de son héte grace
a son patrimoine géné-

observée chez des espéces moins com-
munes, telles que certains ongulés exo-
tiques et des félins en captivité [1].

Les prions sont vraisemblablement des
protéines, |égerement différentes d’une
espéce a une autre, qui peuvent adopter
au moins deux conformations spatiales,
une conformation cellulaire «saine»
(PrP®), présente de facon ubiquitaire

dans Iorganisme, et une conforma-
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Figure 1. Un modéle pour ’action anti-prion de PrP-Fc,. A. Selon le modeéle dit du «redéploie-

ment>» (nb) PrPSc interagit avec PrPC de maniere & former un dimeére transitoire. PrPC est trans-

formé en une nouvelle molécule PrP>¢. La conversion spontanée dans le sens inverse (PrPS¢ en

PrP%) serait rendue impossible en raison d’une barriere énergétique trés élevée. B. &n I"absence

de PrP¢, PrP-Fc, ne permet ni la réplication de I’agent infectieux, ni la formation de PrP%°. Les

souris ne développent ainsi aucun symptéme. C. Les souris co-exprimant PrPC endogene et PrP-

Fc, répliquent des prions et développent la scrapie. Plusieurs expériences suggerent que PrP-Fc,

séquestre PrP*¢ et la rend incapable de convertir de nouvelles molécules PrPC en PrP%¢, ce qui

expliquerait pourquoi les souris transgéniques développent la scrapie, mais avec une cinétique

ralentie.
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tique (constitué d’acides

nucléiques, ADN ou ARN),
la protéine PrP>¢ anormale semble se pro-
pager au sein de I'organisme, et d’un ani-
mal a un autre, en convertissant en molé-
cules pathogenes les protéines du prion
saines avec lesquelles elle entre en
contact [2]. Toutefois, plus de vingt ans
apreés sa formulation initiale par Stanley
Prusiner, cette hypothese de la protéine
seule (protein-only hypothesis) suscite
encore une foule d’interrogations malgré
I"apport de plusieurs éléments de réponse
ces dernieres années. En particulier, la
protéine prion de mammifére, PrPt a été
convertie in vitro en une entité dotée de
propriétés physico-chimiques caractéris-
tiques de la protéine prion pathogene,
PrPS¢ [3]. Malgré tout, une des étapes
cruciales concernant I'interaction entre
les deux isoformes n’avait toujours pas
été formellement démontrée in vivo.
Nous avons tenté d’apporter de nouveaux
éléments en faveur de cette hypothese
[4]. La protéine prion de souris a été
fusionnée avec le fragment Fc des immu-
noglobulines G humaines pour créer une
molécule dimérique soluble et sécrétée
(PrP-Fc,), contrairement a PrPC qui est
normalement ancrée a la partie externe de
la membrane cellulaire. Nous avons
ensuite créé des souris transgéniques qui
expriment cette molécule PrP-Fc,.
Les souris qui n’expriment pas PrP¢ ne
sont pas susceptibles aux maladies du
prion (scrapie) [5]. Dans un premier
temps, nous avons croisé nos souris
transgéniques PrP-Fc, avec des souris
qui n’ont pas le géne codant pour PrP, de
maniére a n’exprimer que la forme dimé-
rique soluble (PrP-Fc,) sans la forme
endogéne PrPC. Les souris transgéniques
exprimant le dimére PrP soluble et inocu-
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lées avec des prions ne développérent
pas la scrapie et n’accumulérent pas
PrP%¢, suggérant que PrP-Fc, ne pouvait
pas étre convertie en une forme anor-
male PrP-FcS¢ (Figure 1B).

Ces souris ont ensuite été croisées avec
des souris sauvages de maniere a expri-
mer simultanément PrP soluble et PrP*
endogene. L'inoculation intracérébrale
de prions a entrainé le développement de
la maladie mais avec un retard significa-
tif: 170 jours pour les souris témoins
contre 280 jours pour les souris
mutantes. Plusieurs animaux sacrifiés
pendant la progression de la maladie
révélérent une diminution de I'accumu-
lation de la forme anormale PrP¢, ainsi
qu’une réplication ralentie de I'agent
infectieux.

Un des éléments centraux de I’hypothése
de la protéine seule repose sur une inter-
action entre la forme normale PrPC et la
forme anormale PrP*® (Figure IA). La
forme soluble PrP-Fc, (qui n’est pas
convertible en une forme pathogéne)
interagirait-elle avec la forme anormale,
bloquant ainsi la propagation de PrP*¢ ?
C’est ce que nous avons ensuite essayé
de tester en utilisant diverses méthodes
biochimiques. Pour cela, nous avons cou-
plé des billes magnétiques avec des anti-
corps anti-Fc humains ou avec la pro-
téine A. Ces deux molécules capturent le
fragment Fc, et donc la protéine dimé-
rique PrP-Fc,, mais pas PrP seule. Les
billes couplées ont ensuite été incubées
avec des homogénats de cerveaux de
souris PrP-Fc, ou sauvages, toutes deux
infectées avec des prions. L'analyse par
Western blot des immunoprécipitations a
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révélé la présence de PrP>¢ (résistant a la
digestion de la protéinase K) seulement
dans le cas ol les cerveaux des souris
PrP-Fc, ont été utilisés, suggérant que
PrP*¢ et PrP-Fc, s’associent in vivo.

Ces résultats ont été confirmés en utili-
sant une approche expérimentale diffé-
rente. PrP>°, de méme que PrP’, sont
attachées aux radeaux lipidiques
(rafts), régions membranaires riches en
lipides. Apres une ultracentrifugation
dans un gradient Nycodenz, PrP%¢ est
détectée dans les fractions légeres.
Lorsque le méme gradient a été appliqué
a PrP-Fcy, celui-ci était présent dans les
fractions lourdes du gradient, ce qui est
le comportement attendu d’une protéine
soluble. €n revanche, lorsque nous avons
appliqué la méme approche aux souris
PrP-Fc, infectées avec des prions, les
molécules PrP-Fc, étaient détectées en
haut du gradient, dans les mémes frac-
tions que PrP>¢ ! Nous avons donc conclu
que la forme soluble PrP-Fc, interagis-
sait avec la forme anormale PrPSc.

Que se passe-t-il chez les souris PrP-Fc,
qui développent la scrapie plus tardive-
ment que les témoins ? PrP-Fc, se lie pro-
bablement avec PrP%¢ et empéche cette
derniére de convertir PrP® en une nouvelle
molécule anormale. La cinétique de
conversion est ainsi ralentie et les souris
succombent ala maladie plus tardivement
(Figure 1C). Cela suggére que I’interaction
entre les deux isoformes est requise pour
la réplication de PrP> in vivo et confirme
donc un des postulats centraux de I"hypo-
thése de la protéine seule. ¢

Prion disease: soluble dimeric

prion protein binds PrPS¢
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